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Destacar

La ivermectina es un inhibidor del virus causante COVID-19
(SARS-CoV-2) in vitro.

Un tratamiento Unico capaz de efectuar una reduccion de ~5000
veces en el virus a las 48 h en cultivo celular.

La ivermectina esta aprobada por la FDA para infecciones
parasitarias y, por lo tanto, tiene un potencial de reutilizacion.

La ivermectina esta ampliamente disponible, debido a su inclusion
en la lista modelo de medicamentos esenciales de la OMS.

Abstracto

Aunque ahora se estan realizando varios ensayos clinicos para evaluar
posibles terapias, la respuesta mundial al brote de COVID-19 se ha
limitado en gran medida al monitoreo / contencion. Aqui informamos que
Ivermectin, un antiparasitario aprobado por la FDA que previamente
mostré tener una actividad antiviral de amplio espectro in vitro , €s un
inhibidor del virus causante (SARS-CoV-2), con una sola adicién a Vero-
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hSLAM células 2 horas después de la infeccion con SARS-CoV-2
capaces de efectuar una reduccion de ~5000 veces en el ARN viral a las
48 h. La ivermectina, por lo tanto, justifica una mayor investigacion para
posibles beneficios en humanos.

Ivermectin es un agente antiparasitario de amplio espectro aprobado por
la FDA * que en los ultimos afos, junto con otros grupos, hemos
demostrado tener actividad antiviral contra una amplia gama de

virus 2, 3, 4, 5 invitro . Originalmente identificado como un inhibidor de
la interaccion entre la proteina integrasa (IN) del virus de
inmunodeficiencia humana 1 (VIH-1) y el heterodimero a / 31 importina
(IMP) responsable de la importacion nuclear IN ¢, desde entonces se ha
confirmado que Ivermectina inhibe la IN nuclear importacion y replicacion
del VIH-1 2. Se han informado otras acciones de la ivermectina ’ , pero se
ha demostrado que la ivermectina inhibe la importacion nuclear del
huésped (p. Ej.2?) y proteinas virales, incluyendo el antigeno tumoral
grande SV40 del virus simio (T-ag) y la proteina no estructural del virus
del dengue (DENV) 5°° . Es importante destacar que se ha demostrado
gue limita la infeccidn por virus de ARN como DENV 1-4*, Virus del Nilo
Occidental*® , virus de encefalitis equina venezolana (VEEV): e
influenza?, y se cree que esta actividad de amplio espectro se debe a la
dependencia de muchos virus de ARN diferentes en IMPa / B1 durante la
infeccion* %, La ivermectina también se ha demostrado que es efectiva
contra el virus de la seudorrabia del virus del ADN (PRV) tanto in

vitro como in vivo., con el tratamiento con ivermectina demostrado que
aumenta la supervivencia en ratones infectados con PRV £ . No se
observo eficacia para la ivermectina contra el virus del Zika (ZIKV) en
ratones, pero los autores reconocieron que las limitaciones del estudio
justificaron la reevaluacion de la actividad anti-ZIKV de la

ivermectina * . Finalmente, la ivermectina fue el foco de un ensayo clinico
de fase Ill en Tailandia en 2014-2017, contra la infeccion por DENV, en el
gue se observo que una dosis oral diaria Unica era segura y resulté en
una reduccion significativa en los niveles séricos de proteina NS1 viral,
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pero no se observaron cambios en la viremia o el beneficio clinico (ver
mas abajo) = .

El agente causante de la pandemia actual de COVID-19, el SARS-CoV-2,
es un virus de ARN de sentido positivo monocatenario que esta
estrechamente relacionado con el coronavirus del sindrome respiratorio
agudo severo (SARS-CoV). Los estudios sobre las proteinas SARS-CoV
han revelado un papel potencial para IMPa / B1 durante la infeccion en el
cierre nucleocitoplasmatico dependiente de la sefial de la proteina
nucleocapside SARS-CoV 16, 17, 18, que puede afectar la division
celular del huésped #- %2 . Ademas, se ha demostrado que la proteina
accesoria del SARS-CoV ORF6 antagoniza la actividad antiviral del factor
de transcripcion STAT1 al secuestrar IMPa / 31 en la membrana rugosa
ER / Golgi 2. Tomados en conjunto, estos informes sugieren que la
actividad inhibidora del transporte nuclear de ivermectina puede ser
efectiva contra el SARS-CoV-2.

Para probar la actividad antiviral de la ivermectina hacia el SARS-CoV-2,
infectamos las células Vero / hSLAM con el aislado SARS-CoV-2
Australia / VIC01 / 2020 a un MOI de 0.1 durante 2 h, seguido de la
adicion de 5 pM de ivermectina. El sobrenadante y los sedimentos
celulares se cosecharon en los dias 0-3 y se analizaron por RT-PCR para
la replicacion del ARN del SARS-CoV-2 ( Fig. 1A/ B). Alas 24 h, hubo
una reduccion del 93% en el ARN viral presente en el sobrenadante
(indicativo de viriones liberados) de muestras tratadas con ivermectina en
comparacion con el vehiculo DMSO. Del mismo modo, se observé una
reduccion del 99,8% en el ARN viral asociado a células (indicativo de
viriones no liberados y no empaquetados) con el tratamiento con
ivermectina. A las 48 h, este efecto aumenté a una reduccion de ~5000
veces del ARN viral en las muestras tratadas con ivermectina en
comparacion con las muestras de control, lo que indica que el tratamiento
con ivermectina resulté en la pérdida efectiva de esencialmente todo el
material viral en 48 h. De acuerdo con esta idea, no se observo ninguna
reduccion adicional en el ARN viral a las 72 h. Como hemos observado
anteriormente 3, 4, 5, no se observo toxicidad de ivermectina en


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166354220302011#bib15
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166354220302011#bib16
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166354220302011#bib17
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166354220302011#bib18
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166354220302011#bib19
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166354220302011#bib20
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166354220302011#bib21
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166354220302011#fig1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166354220302011#bib3
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166354220302011#bib4
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166354220302011#bib5

ninguno de los puntos de tiempo analizados, ni en los pocillos de muestra
ni en muestras de farmaco analizadas en paralelo.
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Figura 1. La ivermectina es un potente inhibidor del aislado clinico de
SARS-CoV-2 Australia / VIC01 / 2020. Las células Vero / hSLAM se
infectaron con el aislado clinico de SARS-CoV-2 Australia / VIC01 / 2020
(MOI = 0.1) durante 2 h antes de la adicion del vehiculo (DMSO) o
Ivermectina a las concentraciones indicadas. Se tomaron muestras a los O-
3 dias después de la infeccion para cuantificar la carga viral usando PCR
en tiempo real del virus asociado a las células ( A ) o sobrenadante
(B). IC s valores se determinaron en experimentos posteriores a las 48 h
después de la infeccion usando las concentraciones indicadas de
ivermectina (tratadas a las 2 h después de la infeccion como por A/ B ). Se
realizd un analisis por PCR en tiempo real por triplicado en virus asociado a
células ( C/ E) o sobrenadante ( D / F) utilizando sondas contra
los genes SARS-CoV-2E (C/D)oRdRp (E/F). Los resultados
representan la media £ DE (n = 3). Se ajustaron curvas de respuesta a la
dosis de 3 parametros usando el prisma GraphPad para determinar
los valores de Cl 5 (indicados). SOL.Esquema de la accién antiviral
propuesta de ivermectina sobre el coronavirus. IMPa / 31 se une a la
proteina de carga del coronavirus en el citoplasma (arriba) y la transloca a
través del complejo de poros nucleares (NPC) al nucleo donde el complejo
se desmorona y la carga viral puede reducir la respuesta antiviral de la
célula huésped, lo que lleva a una infeccion mejorada . La ivermectina se
une y desestabiliza el heterodimero Impa / 31 evitando asi que Impa / 31 se
una a la proteina viral (parte inferior) y evitando que ingrese al nucleo. Esto
probablemente da como resultado una inhibicién reducida de las respuestas
antivirales, lo que lleva a una respuesta antiviral normal y mas eficiente.

Para determinar aun mas la efectividad de la ivemectina, las células
infectadas con SARS-CoV-2 se trataron con diluciones seriadas de
ivermectina 2 h después de la infeccion y se recogieron el sobrenadante
y los sedimentos celulares para RT-PCR en tiempo real a las 48 h ( Fig.
1 C /D) Como se indico anteriormente, se observo una reduccion> 5000
en el ARN viral tanto en el sobrenadante como en los sedimentos
celulares de las muestras tratadas con ivermectina 5 uM a las 48 h, lo
que equivale a una reduccion del 99,98% en el ARN viral en estas
muestras. Nuevamente, no se observo toxicidad con ivermectina en
ninguna de las concentraciones probadas. Se determiné que la IC50 del
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tratamiento con ivermectina era ~2uM en estas condiciones. Subrayando
el hecho de que el ensayo de hecho detectd especificamente SARS-
CoV-2, los experimentos de RT-PCR se repitieron usando cebadores
especificos para el gen viral RdRp ( Fig. 1E / F) en lugar del gen E
(arriba), con resultados casi idénticos observados tanto para el virus
liberado (sobrenadante) como para el virus asociado a las células.
Tomados en conjunto, estos resultados demuestran que la ivermectina
tiene accion antiviral contra el aislado clinico de SARS-CoV-2 in vitro , con
una dosis Unica capaz de controlar la replicacion viral en 24-48 h en
nuestro sistema. Presumimos que esto es probable mediante la inhibicion
de la importacion nuclear de proteinas virales mediada por IMPa / 31

( Fig. 1 G), como se muestra para otros virus de ARN 422 : confirmacion
de este mecanismo en el caso de SARS-CoV-2, e identificacion del
SARS-CoV-2 especifico y / o los componentes del huésped afectados
(ver ©) es un enfoque importante para el trabajo futuro en este
laboratorio. En ultima instancia, el desarrollo de un antiviral eficaz para el
SARS-CoV-2, si se administra a los pacientes en una etapa temprana de
la infeccion, podria ayudar a limitar la carga viral, prevenir la progresion
grave de la enfermedad y limitar la transmision de persona a

persona. Las pruebas comparativas de ivermectina contra otros
antivirales potenciales para el SARS-CoV-2 con mecanismos alternativos
de accion 22, 23, 24, 25, 26 serian importantes tan pronto como sea
posible. Este breve informe plantea la posibilidad de que la ivermectina
pueda ser un antiviral Gtil para limitar el SARS-CoV-2, de manera similar
a las ya reportadas 22, 23, 24, 25, 26 ; hasta que se pruebe que uno de
estos es beneficioso en un entorno clinico, todos deben llevarse a cabo
lo mas rapido posible.

Ivermectin tiene un perfil de seguridad establecido para uso

humano * % # |y esta aprobado por la FDA para varias infecciones
parasitarias * # . Es importante destacar que las revisiones recientes y el
metanalisis indican que la dosis alta de ivermectina tiene una seguridad
comparable a la del tratamiento estandar de dosis baja, aunque no hay
evidencia suficiente para sacar conclusiones sobre el perfil de seguridad
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en el embarazo 2 %, El proximo paso critico en una evaluacion adicional
para un posible beneficio en pacientes con COVID-19 sera examinar un
régimen de dosificacion de adicion multiple que imite el uso actual
aprobado de ivermectina en humanos. Como se sefial0, la ivermectina
fue el foco de un reciente ensayo clinico de fase Ill en pacientes con
dengue en Tailandia, en el que se encontré que una sola dosis diaria era
segura pero no producia ningun beneficio clinico. Sin embargo, los
investigadores sefalaron que podria desarrollarse un régimen de
dosificacidon mejorado, basado en datos farmacocinéticos * . Aunque
DENV es claramente muy diferente al SARS-CoV-2, este disefio de
prueba deberia informar el trabajo futuro en el futuro. En conjunto, el
informe actual, combinado con un perfil de seguridad conocido,
demuestra que la ivermectina es dignha de mayor consideraciéon como un
posible antiviral SARS-CoV-2.

Métodos
Cultivo celular, infeccidn viral y tratamiento farmacologico.

Las células Vero / hSLAM * se mantuvieron en Medio Esencial Minimo
de Earle (EMEM) que contenia Suero Bovino Fetal (FBS) al 7%
(Bovogen Biologicals, Keilor East, AUS) L-Glutamina 2 mM, Piruvato de
sodio 1 mM, 1500 mg / L de bicarbonato de sodio , HEPES 15 mMy 0.4
mg / ml de geneticina a 37 ° C, 5% de CO .. Las células se sembraron en
placas de cultivo de tejidos de 12 pocillos 24 h antes de la infeccion con
SARS-CoV-2 (aislamiento Australia / VIC01 / 2020) a un MOI de 0.1 en
los medios de infeccion (segun los medios de mantenimiento pero que
contienen solo 2% de FBS) para 2 h. Los medios que contenian in0culo
se eliminaron y se reemplazaron con 1 ml de medio nuevo (FBS al 2%)
gue contenia lvermectina a las concentraciones indicadas o DMSO solo y
se incubaron como se indica durante 0-3 dias. En el punto de tiempo
apropiado, se recogi6 el sobrenadante celular y se centrifugé durante 10
minutos a 6,000 g para eliminar los desechos y el sobrenadante se
transfirié a tubos de recoleccion frescos. Las monocapas celulares se
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recogieron por raspado y resuspension en 1 ml de medio fresco (2% de
FBS). Los controles de toxicidad se establecieron en paralelo en cada
experimento en células no infectadas.

Generacion de ADNc de SARS-CoV-2

El ARN se extrajo de partes alicuotas de 200 pL de sobrenadante de
muestra o suspension celular utilizando el kit QlAamp HT Virus QlAamp
96 (Qiagen, Hilden, Alemania) y se eluy6 en 60 ul. La transcripcion
inversa se realiz6 utilizando el kit de cDNA BioLine SensiFAST (Bioline,
Londres, Reino Unido), mezcla de reaccion total (20 ul), que contiene 10
ML de extracto de ARN, 4 ul de 5x TransAmp buffer, 1 ul de Transcriptase
inversa y 5 ul de Nuclease agua libre Las reacciones se incubaron a 25 °
C durante 10 min, 42 ° C durante 15 min 'y 85 ° C durante 5 min.
Deteccién de SARS-CoV-2 utilizando un ensayo TagMan RT-PCR en
tiempo real.

El ensayo TagMan RT-PCR se realizé con 2,5 ul de ADNc, 10 ul de
disefio de cebador PrecisonPLUS gPCR Master Mix 1 yM hacia adelante
(5- AAATTC TAT GGT GGT TGG CAC AAC ATG TT-3"), 1 uM inversa
(5'- TAG GCA TAG CTC TRT CAC AYT T-3 ') cebadores y sonda de 0.2
MM (5'-FAM-TGG GTT GGG ATT ATC-MGBNFQ-3") dirigida al gen
BetaCoV RdRp (RNA polimerasa dependiente de RNA) o Forward (5 ' -
ACA GGT ACG TTA ATA GTT AAT AGC GT -3 "), cebadores inversos 1
MM (5'-ATA TTG CAG TAC GCA CAC A-3') y sonda de 0.2 uM (5'-FAM-
ACA CTA GCC ATC CTT ACT GCG CTT CG-286 NFQ-3 ") dirigido al
gen E BetaCoV 2. Los ensayos de RT-PCR en tiempo real se realizaron
en una maquina de PCR en tiempo real rapida Applied Biosystems ABI
7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.) Utilizando
condiciones de ciclado de 95 ° C durante 2 min, 95 ° C durante 5 s, 60 °
C durante 24 s. Se us6 ADNc de SARS-CoV-2 (Ct~28) como control
positivo. Los valores calculados de Ct se convirtieron en reduccion de
pliegue de las muestras tratadas en comparacion con el control utilizando
el método ACt (cambio de pliegue en ARN viral = 2°ACt) y se expresaron
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como% de muestra DMSO sola. Los valores de CI50 se ajustaron
usando curvas de respuesta a la dosis de 3 parametros en el prisma
GraphPad.
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