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RESUMEN

Las avermectinas son un complejo de lactonas macrociclicas de 16 miembros producidas por
la fermentacion del actinomiceto Streptomyces avermectinius [1,2]. Existen ocho
compuestos de avermectina (Ala, Alb, A2a, A2b, Bla, Blb, B2a y B2b), y entre ellos, la
mezcla de 80% de Blay 20% de Blb, conocida como ivermectina, es la mas segura y tiene
la mayor actividad antiparasitaria [3]. La ivermectina es un agente antihelmintico usado en
animales y humanos. Fue aprobada por primera vez para su uso en humanos en 1987 por la
FDA (Food and Drug Administration). Su dosis terapéutica va de los 0.15 a 0.40 mg/kg para
tratar oncocercosis [4], filariasis linfatica [5], estrongiloidiasis [6], ascariasis y enterobiasis
[7]. Sin embargo, en un estudio de fase I en voluntarios sanos se inform6 que la
administracion de hasta 2 mg/kg es bien tolerada [8]. Ademas de su actividad antiparasitaria,
existen multiples estudios in vitro e in vivo que han demostrado un efecto antitumoral
actuando sobre diferentes blancos terapéuticos [9]. Debido a la diversidad de mecanismos de
accion descritos para la ivermectina como farmaco antitumoral, decidimos examinar en 28
lineas celulares tumorales la concentracion més alta reportada como segura en humanos
segun los estudios farmacocinéticos realizados en sujetos sanos [8]. Evaluamos el efecto
sobre la viabilidad celular, la capacidad clonogénica, ciclo y la muerte celular, observamos
una respuesta diferencial a ivermectina dependiendo de la linea celular siendo las lineas de
cancer de mama y ovario las mas sensibles al tratamiento y las lineas celulares de prostata y
hueso las mas resistentes. Encontramos que las lineas celulares sensibles se arrestan en la
fase GO-G1 del ciclo celular. Ademas, observamos un efecto sinérgico de ivermectina con
docetaxel, tamoxifeno y ciclofosfamida. También exploramos la selectividad de ivermectina
para las células troncales cancerosas e identificamos un mayor efecto antineoplasico sobre
ellas en comparacion con la poblacion parental no troncal, a partir de cual se obtuvieron las
células troncales cancerosas. Finalmente, demostramos un importante efecto en la reduccion
del tamafo tumoral, inducido por la administracion de ivermectina, in vivo en un modelo
murino. Nuestros resultados y los antecedentes mencionados hacen que la ivermectina sea
un farmaco con gran potencial en el reposicionamiento farmacéutico. Lo cual significa que
ademas de su accién como antiparasitario podria llegar a ser administrado como una terapia

antitumoral.



ABSTRACT

Ivermectin is an antiparasitic drug that exhibits antitumor effects in preclinical studies, and
as such is currently being repositioned for cancer treatment. However, divergences exist
regarding its employed doses in preclinical works. Therefore, the aim of this study was to
determine whether the antitumor effects of ivermectin are observable at clinically feasible
drug concentrations. Twenty-eight malignant cell lines were treated with 5 uM ivermectin.
Cell viability, clonogenicity, cell cycle, cell death and pharmacological interaction with
common cytotoxic drugs were assessed, as well as the consequences of its use on stem cell-
enriched populations. The antitumor in vivo effects of ivermectin were also evaluated. The
breast MDA-MB-231, MDA-MB-468, and MCF-7, and the ovarian SKOV-3, were the most
sensitive cancer cell lines to ivermectin. Conversely, the prostate cancer cell line DU145 was
the most resistant to its use. In the most sensitive cells, ivermectin induced cell cycle arrest
at GO—G1 phase, with modulation of proteins associated with cell cycle control. Furthermore,
ivermectin was synergistic with docetaxel, cyclophosphamide and tamoxifen. Ivermectin
reduced both cell viability and colony formation capacity in the stem cell-enriched population
as compared with the non-stem cell enriched population. Finally, in tumor-bearing mice
ivermectin successfully reduced both tumor size and weight. Our results on the antitumor

effects of ivermectin support its clinical testing.



1. INTRODUCCION

1.1 Cancer

El cancer es un término que designa un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar a
diferentes organos y tejidos, se caracteriza por tener una division celular descontrolada y
continua, en donde las células tumorales pueden propagarse e invadir otros tejidos en el
proceso conocido como metastasis. La transformacion de una célula normal en una célula
tumoral es un proceso multifasico que puede deberse a la interaccion de diversos factores
genéticos y ambientales [10]. Entre los factores genéticos podemos mencionar mutaciones
que originen problemas en mecanismos de reparacion del ADN y en el control del ciclo
celular, la inactivacion de genes supresores de tumores y activacion de oncoproteinas. Entre
los factores ambientales podemos mencionar carcinégenos fisicos como la radiacion
ultravioleta e ionizante; carcindgenos quimicos, como los asbestos, los componentes del
humo de tabaco, las aflatoxinas y el arsénico y entre los carcinégenos bioldgicos se
encuentran ciertos virus como el Virus del Papiloma Humano y el Virus de la Hepatitis C

[10].

Para que una célula normal evolucione progresivamente a un estado neoplésico tiene que
adquirir ciertas caracteristicas que le permiten sobrevivir, proliferar y diseminarse, como lo
son: el mantenimiento de sefiales proliferativas, la evasion de supresores de crecimiento,
inmortalidad, invasion, metastasis, induccion de la angiogénesis, resistencia a la muerte
celular, evasion del ataque inmune, cambios en el metabolismo celular, la inestabilidad
gendmica y procesos inflamatorios [11]. La carcinogénesis es un proceso muy complejo y
progresivo en donde una célula tumoral es la fundadora de la enfermedad. Existen varios

estadios en el desarrollo tumoral: iniciacion, inmortalatizacion, promocion y progresion.

En el estadio de iniciacion ocurre la interaccion directa con el carcindgeno que origina,
generalmente, una alteracion genética, la cual no es suficiente para inducir el fenotipo
maligno. Sin embargo, ciertas cé¢lulas adquieren la de la capacidad de ser estimuladas a
proliferar en presencia de estimulos apropiados. La division celular, de las células alteradas
(iniciadas), es indispensable para la transmision de la alteracién que adquiri6. Esta etapa es
irreversible e incluye dos fases: la induccion de una o mads alteraciones bioquimicas o

3



genéticas y una fase posterior de proliferacion celular. La presencia un agente promotor
proporciona un ambiente que favorece la supervivencia (inmortalizacion) y/o la estimulacion
selectiva de la proliferacion de las células iniciadas respecto a las normales. Posteriormente,
un proceso reversible, de tipo epigenético, conocido como promocidn facilita la expresion
del fenotipo iniciado y la expansion de células iniciadas. Durante la promocion las células en
las que se indujo el fenotipo iniciado expresan su potencial de proliferacion, estableciendo
poblaciones celulares localizadas (nodulos, papilomas, poélipos) de cardcter benigno.
Finalmente, durante el proceso de progresion la acumulacion de alteraciones fenotipicas en
la poblacion celular iniciada las convierten del estado pre-maligno en un tipo celular
neoplasico [12]. Esta ultima fase del desarrollo tumoral comienza una vez establecido de
forma irreversible el modelo focal de proliferacion celular tipico durante la promocién, uno
o mas de esos focos pre-neoplasicos sufren alteraciones adicionales que resultan en la
expresion del fenotipo maligno. En esta fase las células presentan una inestabilidad
gendmica, tipicamente son aneuploides, caracteristicas que puede ser debidas a las
mutaciones adquiridas en las fases anteriores, por herencia o factores extracelulares. Otras
caracteristicas de esta etapa son la capacidad de invadir y hacer metéstasis, incremento en la
velocidad proliferativa, des-diferenciacion celular, reduccion en la capacidad antigénica y

resistencia a agentes quimioterapéuticos [12].

1.2 El cancer en la actualidad

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo, tan solo en 2018 se
contabilizaron 18, 078, 957 nuevos casos a nivel mundial, siendo el cancer de mama el de
mayor incidencia y el cancer de pulmoén el de mayor mortalidad (OMS, 2018). En México
representa un problema importante de salud publica, es la tercera causa de muerte, después
de las enfermedades cardiovasculares y la diabetes. En el afio 2017 la Secretaria de Salud
registré 84 mil 142 defunciones causadas por cancer (51.2% en mujeres y 48.8 % en
hombres). Entre las mujeres, las principales causas de muerte por tumores malignos fueron:
cancer de mama (14.2%), de cuello del utero (11.3%), de higado (8.3%) y de estomago
(7.3%). Entre los hombres fueron el cancer de prostata (16.1%), de trdquea, bronquios y
pulmon (12.8%), de estémago (8.6%) y de higado (8.2%) (INEGI, 2018). Una de las razones

del por qué sigue habiendo una alta tasa de mortalidad en las personas que presentan esta



enfermedad es porque los agentes terapéuticos no apagan completamente todas las vias que
promueven el cancer permitiendo que algunas células tumorales sobrevivan y su progenie se

adapte a la presion selectiva impuesta por la terapia aplicada.

1.3 Células troncales cancerosas

Anteriormente, las células que se han transformado a un estado maligno dentro de los tumores
eran consideradas como una poblacién homogénea, sin embargo, actualmente sabemos que
un tumor es una entidad heterogénea que contienen regiones demarcadas por varios grados
de diferenciacion, proliferacion, vascularidad, inflamacion e invasividad. Una subpoblacion
recientemente estudiada son las denominadas “cancer stem cells” (CSC) o células troncales
cancerosas las cuales conducen al crecimiento, recurrencia del tumor y son resistentes a las

terapias convencionales [12,13].

Durante el proceso de maduracion de las células troncales normales pueden ocurrir
alteraciones genéticas, con las cuales se puede dar inicio al desarrollo tumoral. Puede suceder
que una célula troncal normal adquiera una primera mutacion (evento pre-tumoral) lo cual
provoque inestabilidad gendmica contribuyendo a la adquisicién de una segunda mutacion.
También puede ocurrir que una célula troncal normal adquiera una primera mutacion que le
permita continuar con su proceso de maduracioén y en el estado de célula progenitora o
precursora adquiera una segunda mutacion o bien, las células troncales y progenitoras tengan
un desarrollo normal y sea hasta que la célula est¢ completamente diferenciada que se
adquiera los eventos genéticos necesarios para el desarrollo de la enfermedad [14]. Lo
anterior genera la aparicion de una célula iniciadora de tumor que adquiere la capacidad de
autorenovacion, dando lugar a una célula troncal cancerosa (“stem-like”) responsable no
solo de la iniciacion, desarrollo, metéstasis y recurrencia del tumor sino también de la

resistencia terapéutica [15,16].

Una célula troncal se caracteriza por dos propiedades: auto-renovacion y la capacidad de
desarrollarse en multiples linajes celulares [17]. Las CSC pueden bloquear su diferenciacion
debido a alteraciones cromosOmicas en factores de transcripcion que regulan genes
importantes en el mantenimiento de un estado multipotencial [17]. Por otro lado, el
incremento en la proliferacion celular se debe a la activacion de receptores para factores de

crecimiento que envian continuamente sefiales mitogénicas, la activacion de vias de
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sefializaciéon que induzcan a la proliferacion celular y desregulacion en los niveles de
proteinas que regulen el control del ciclo celular [16]. Las CSC poseen numerosos
mecanismos de resistencia a las terapias convencionales, incluidas la expresion del
transportador con el cassette de union a ATP (ABC) [18,19] la activacion de la via de
sefializacion de Wnt/B-catenina [20], activacion de las vias de supervivencia Akt/PKB y
ATR/CHKI1 [21,22], presentan una sefializacion aberrante de la via PI3K/Akt/mTOR
[23,24], tienen amplificada la actividad de la enzima aldehido deshidrogenasa 1 (ALDHI1)
[25] y el factor NF- kB estd constitutivamente activado [26]. También pueden evadir la
apoptosis por la adquisicion de alteraciones en genes como BCL2 y FAS [27] y por senales

autdcrinas mediadas por interleucina (IL)-4 en CSC de colon [28].

Las CSC se pueden identificar y aislar por la presencia de diferentes marcadores de superficie
[29] (Tabla 1), su habilidad para formar esferas en un medio no adherente y su habilidad para
excluir ciertos fluorocromos [30]. Sin embargo, estos ensayos no permiten identificar
completamente a la subpoblacion de células troncales cancerosas que se encuentra en un
tumor. Por lo que, los ensayos in vivo son considerados los mds adecuados para determinar
la poblacion de este tipo celular; en estos ensayos la poblacion de las células troncales
tumorales es medida por la habilidad de producir tumores en diluciones limitadas en modelos
murinos [31]. Una de las caracteristicas mas notables de estas células es su habilidad para
generar metastasis. El proceso metastasico inicia con la transicion epitelial mesenquimal
(Epithelial to Mesenchymal Transition, EMT). Durante la EMT las células epiteliales pierden
sus caracteristicas diferenciadas, como adhesion y falta de motilidad, y adquieren
caracteristicas de células mesenquimales que le confieren habilidades de migracion, invasion
y resistencia a la apoptosis [32, 33]. Estas caracteristicas de las células troncales tumorales,

podrian utilizarse para ser blancos terapéuticos.

Tabla 1. Marcadores de superficie de diferentes células troncales cancerosas

Tipo de tumor Marcador de superficie Ref

Cancer de mama CD44+/CD24- [103,104]
CD44+/CD24-/ESA+

CD44+/CD24-/ALDH+
Cancer de ovario CD133+ [104]
CD44+/CD24-




Glioblastoma CDI133+ [105]
CD15+

Cancer de prostata CD44+/A2B1 hi/CD133+ [106]

Cancer de colon CD133+/CD44+ [107]

Melanoma CD20+ [108]
ABCB5+

Cancer de pancreas CD44+/CD24+/EpCAM+ [109]

1.4 Ivermectina como antiparasitario.

Las avermectinas son un complejo de lactonas macrociclicas de 16 miembros producidas por
la fermentacion del actinomiceto Streptomyces avermectinius [1,2]. Existen ocho
compuestos de avermectina (Ala, Alb, A2a, A2b, Bla, Blb, B2a y B2b), y entre ellos, la
mezcla de 80% de Blay 20% de Blb, conocida como ivermectina, es la mas segura y tiene
la mayor actividad antiparasitaria [3]. La ivermectina es un agente antihelmintico usado en
animales y humanos. Fue aprobada por primera vez para su uso en humanos en 1987 por la
Administracion de medicamentos y alimentos (Food and Drug Administration, FDA). Se usa
para tratar parasitosis humanas como: oncocercosis en dosis de 0.15-0.20 mg / kg) [4],
filariasis linfatica en dosis de 0.40 mg / kg [5], estrongiloidiasis en dosis de 0.15-0.20 mg /
kg [6], ascariasis y enterobiasis en dosis de 0.2 mg / kg [7]. Mientras que la dosis terapéutica
humana oscila entre 0.1-0.4 mg / kg, un estudio de fase I en voluntarios sanos informé que
la administracion de hasta 2 mg / kg es bien tolerada [8]. Como antiparasitario, la ivermectina
interacciona con los canales de iones cloruro dependientes de glutamato, evitando su cierre
y provocando la hiperpolarizacion de la membrana plasmatica, que a su vez bloquea la
neurotransmision y paraliza los musculos faringeos y somaticos del parasito, lo que lleva a

su muerte [34].

La ivermectina ha sido administrada a millones de pacientes con oncocercosis, y otras
infecciones, alrededor del mundo. Los efectos adversos de la terapia oral con ivermectina no
son poco comunes, mucho de ellos aparecen dentro de las 24-48 horas posteriores al inicio
de la terapia y estan relacionados con la dosis de ivermectina y con la carga microfilarial en
la piel [35,36]. Algunos de los efectos adversos leves incluyen mialgia, erupciones cutaneas,

hinchazon de las articulaciones, extremidades o del rostro, comezon, fiebre y resfriado, estos



efectos son transitorios y no requieren tratamiento [37, 38]. Los efectos moderados a severos
son menos comunes y pueden incluir prurito, edema en la piel con la presencia de dolor,
artralgia, dolores en los huesos, mareo severo, fiebre alta, disnea e hipotension (Reacion de
Mazzotti). Se ha reportado que ésta reaccion no estd relacionada con la admistracion de
ivermectina pero si con la cantidad de parasitos presentes en huésped [36, 39]. Lo anterior
sugiere que estas reacciones son debidas al efecto de los parasitos mas que a la toxicidad
intrinseca de la ivermectina. Adicionalmente a la reaccion de Mazzotti se han presentado
casos de encefalopatia severa, incluso letal en pacientes con oncocercosis y filariasis
posterior al tratamiento con ivermectina; los sintomas de la encefalopatia que comprenden
estado mental alterado, incontinencia y dificultad para estar de pie o caminar se presentan 48
horas post tratamiento con ivermectina [40, 41]. Es altamente probable que este efecto
adverso sea debido a la obstruccion de la microcirculacion cerebral por la acumulacion de
parésitos paralizados o muertos por la accioén de la ivermectina lo cual puede generar una
embolia masiva en el cerebro [39,40]. Pacientes infectados con escabies presentaron dolor
de cabeza severo, dolor abdominal, nduseas, taquicardia [42,43]. En pacientes con
estrongiliodiasis cronica se presentaron efectos adversos como nauseas y vomito posterior a
la ingesta de ivermectina [44]. En la tabla 2 se resumen los efectos adversos causados por el

tratamiento con ivermectina.

Tabla 2. Efectos secundarios del uso de ivermectina.

Leves Moderados Severos Ref
Oncocercosis mialgia,erupciones prurito, edema en la piel [4]
cutaneas, hinchazoén de | con la presencia de dolor,
las articulaciones, | artralgia, dolores en los
extremidades o del rostro, | huesos, mareo severo,
comezon, fiebre y | fiebre alta, disnea e
resfriado hipotencion
Filariasis dolor de cabeza, nauseas encefalopatia | [5]
dolor de cabeza severo, [6]
Escabiosis nauseas dolor abdominal,
taquicardia
Estrongiliodiasis | nausea, vomito [6]




1.5 Ivermectina usado para otras condiciones diferentes a las parasitosis.

Debido a su posible agonismo para el receptor del acido y-aminobutirico (GABA) [97] la
ivermectina se ha utilizado en humanos de manera experimental para tratar otras condiciones.
Por ejemplo, en pacientes espasticidad severa provocada por dafio en la médula espinal se
han administrado hasta 1.6 mg/Kg subcutdneamente 2 veces por semana durante 12 semanas
sin la presencia de efectos adversos [45]. También se han realizado estudios de toxicidad en
humanos y se ha demostrado que la ivermectina es tolerada a dosis superiores (hasta 2

mg/Kg) a las usadas cominmente como antiparasitario sin la presencia de efectos adversos

8].

1.6 Estudios fase I y dosis altas de ivermectina

A pesar de que la ivermectina es un antiparasitario muy utilizado en medicina veterinaria, su
administraciéon puede provocar efectos toxicos. La mayoria de ellos derivan de la
sobredosificacion del compuesto, aunque también se han descrito, a dosis terapéuticas, casos
de susceptibilidad a los efectos neurotoxicos del farmaco en determinadas razas o
subpoblaciones de animales, asi como reacciones anafilacticas por la destruccién masiva de
parésitos [46]. Este compuesto tiene un amplio margen de seguridad en rumiantes, cerdos y
équidos, asi como en la mayor parte de las razas de perros [47,48]. La toxicidad aguda de
este compuesto se ha investigado en diversas especies de animales usados como modelos de
estudio en la investigacion. Los signos de toxicidad fueron semejantes tras la administracién
oral e intraperitoneal en ratas y ratones y los efectos consistieron en ataxia, temblores, y
actividad reducida [49]. En etapas tempranas de desarrollo, la ivermectina a dosis de 0.4-0.8
mg/kg en ratones, 10 mg/kg en ratas y 3-6 mg/kg en conejos, increment6 la incidencia de
paladar hendido, sin embargo, no se le consideré embriotdxica dado que la frecuencia de
anomalias fue muy baja [50]. Los efectos toxicos se han relacionado con su interaccion con
la glicoproteina-P, la cual limita su acceso al sistema nervioso central. La ausencia de ésta
proteina determina la acumulacion de la ivermectina en el cerebro de ratones transgénicos
que no la expresan. Finalmente, en monos adultos que ingirieron diariamente durante 16 dias,
1.2 mg/kg, no se detectaron efectos adversos [50]. Hay diversos reportes toxicologicos de la
ivermectina en diferentes especies, la dosis letal media reportada en ratones es de 25 mg/kg

administrada oralmente y de 30 mg/kg administrada intraperitonealmente, para las ratas la



dosis letal media es de 50 mg/kg por via oral y 55 mg/kg por via intraperitoneal, en conejos
es de 406 mg/kg en aplicacion topica, en perro es de 80 mg/kg administrada oralmente
(reporte FDA, 1996). En conclusion, aunque la ivermectina es, generalmente, un farmaco
seguro y bien tolerado, su administraciéon puede dar lugar a algunos efectos toxicos, bien

como consecuencia de la sobredosificacion o por hipersusceptibilidad al compuesto.

1.7 Farmacocinética de la ivermectina.

La farmacocinética de la ivermectina ha sido bien estudiada en diversos mamiferos, incluidos
los humanos; es un compuesto liposoluble, su concentracion maxima en plasma se alcanza
de 4-5 horas posterior a su administracion oral, su vida media es aproximadamente de 19
horas y se metaboliza en el higado por el complejo citocromo CYP3A4 generando 10
metabolitos en su mayoria desmetilados e hidroxilados. Su excrecion es principalmente por
las heces y solo el 1% es excretado por la orina [51]. En individuos sanos y en pacientes
infectados con oncocercosis tratados con una dosis de 150 pg/kg de ivermectina no se
observaron diferencias significativas en parametros farmacocinéticos como absorcion,
distribucion, metabolismo y excrecion. En la tabla 3 se muestran los datos farmacocinéticos
de la ivermectina en humanos infectados con parésitos y en humanos sanos a diversas dosis

de ivermectina [51, 8].

Tabla 3. Datos farmacocinéticos de la ivermectina en humanos

Poblacion Dosis Via de | Cmax Tmax | AUC Ref.
(mg/kg) | admin. | (ng/mL) | (h) ug/h/mL

Pacienctes con | 0.1-0.2 Oral 52.0 5.2 2.852 [51]

oncocercosis

Sanos 0.35-0.6 | Oral 87.0 4.2 1.444 [8]

Sanos 0.7-1.1 Oral 165.2 3.6 2.099 [8]

Sanos 1.4-2.0 Oral 247.8 4.2 4,547 (8]

La concentracion molar alcanzada tomando en cuenta la exposicion total de la droga medida
por el area bajo la curva (AUC) en individuos sanos o pacientes es de: 3.25 pM/hora en

pacientes parasitados con una dosis de 0.1-0.2 mg/kg, 1.64 pM/hora en sujetos sanos con
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una dosis de 0.35- 0.6 mg/kg, 2.4 uM/hora en sujetos sanos con una dosis de 0.7-1.1 mg/kg
y de 5.2 nM/hora en sujetos sanos con una dosis de 1.4 a 2 mg/kg [8]

1.8 Reposicionamiento de la ivermectina como agente antitumoral.

Actualmente se sabe que la ivermectina tiene diversas funciones mas alld de su papel
antiparasitario [9], y existen multiples estudios in vitro e in vivo que han demostrado un
efecto antitumoral en varios tipos de cancer. Algunos de los blancos que son afectados por la
ivermectina incluyen la proteina de resistencia a multiples fArmacos (MDR) [59], las rutas
Akt / mTOR y WNT-TCF [60, 61], la proteina PAK1 [62, 63], el andamio molecular SIN3
[64], la helicasa NS3 DDX3 [65], los genes de pluripotencia Nanog, Sox2 y Oct4 [66], los
receptores de los canales de cloruro [67] y los receptores P2X4 / PX27 [68,69]. Ademas, se
reconoce su efecto para inducir dafo en el ADN, lo que lleva a la detencion del ciclo celular
[70,71]. Los diferentes mecanismos moleculares que se han descrito para la ivermectina
conducen a la muerte de las células cancerosas y a la reduccion del volumen tumoral. Estos
antecedentes hacen que la ivermectina sea un farmaco con gran potencial para reposicionar
terapéuticamente. Lo cual significa que ademas de su accion como antiparasitario podria

llegar a ser administrado como una terapia antitumoral.
2. ANTECEDENTES

En el afio 2009 se publicaron los resultados de un "screening" mediante el uso de una libreria
de 16,000 compuestos para encontrar drogas con actividad selectiva o preferencial sobre la
poblacion de CSC de cancer de mama, las cuales fueron aisladas mediante citometria de flujo
con la técnica de clasificacion de células activadas por fluorescencia, usando los marcadores
CD44"/CD24" Unicamente el 2% de los compuestos mostraron en menor o mayor grado
selectividad para las células de esta subpoblacion, resultando la salinomicina el compuesto
mas prometedor con esta actividad. La salinomicina es un ion6éforo que es rapidamente
embebido en las membranas bioldgicas, plasmatica y mitocondrial [73] y se usa como
antiparasitario en la medicina veterinaria, sin embargo, su uso en humanos no esta aprobado.
Debido a que se demostré que la salinomicina puede inhibir el crecimiento de las CSC, en
nuestro grupo de investigacion y en colaboracion con el Dr. José L. Medina-Franco se realiz6

un modelado in silico [81] para buscar drogas que se parecieran estructuralmente a la
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salinomicina [66], partiendo del principio de la similitud molecular el cual establece que
compuestos estructuralmente similares demuestran propiedades similares [98,99]. Con el
objetivo de poder identificar farmacos que estuvieran aprobados por la FDA y que tuvieran
similitud estructural a la salinomicina se realiz6 una busqueda computacional en la base de
datos DrugBank 4.0. La estructura quimica de la salinomicina se uso6 para calcular la similitud
en dos dimensiones de cada uno de los 1623 compuestos de DrugBank, se utilizaron las
claves del Sistema de Acceso Molecular [100] y el coeficiente de Tanimoto [101]. Los
resultados de este estudio mostraron que la ivermectina tuvo el valor de similitud mas alto
0.78 (Figura 1) Con estos datos podemos hipotetizar que la ivermectina podria tener
propiedades bioldgicas similares a la salinomicina y al ser un firmaco aprobado por la FDA
podria reposicionarse en la terapia del cancer.

Aunque el mecanismo exacto sobre como la salinomicina ataca preferencialmente a las CSC
no esta claro, hay diversos reportes que han contribuido a comprender algunos mecanismos
y modos de accidn de la salinomicina sobre éste tipo celular. Inhibe la viabilidad celular
particularmente de las CSC, asi como la formacion de mamosferas, el tamafio del tumor y el
proceso de metastasis en un modelo in vitro € in vivo de cancer de mama [72]. Induce muerte
celular por apoptosis, la cual puede ser diferente dependiendo el tipo celular. Por ejemplo, en
células leucémicas la apoptosis es independiente de caspasas [74,75], por el contrario en
células de cancer de prostata activa la via mitocondrial de apoptosis y el procesamiento de
PARP mediado por Caspasa3, también puede mediar la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) conduciendo a la apoptosis [76]. Se ha demostrado que la salinomicina es un
potente inhibidor del transportador ABC (P-glycoprotein/MDRI1) en diferentes lineas
celulares [76,77]. Existen reportes en los que se observo que la salinomicina reduce los
niveles del correceptor Wnt (LRP6) y de los genes blanco de la via de Wnt (LEF1 y Ciclina
D1) en células de leucemia linfocitica crénica, lo cual conduce a su muerte [78]. También
puede inhibir la fosforilacion oxidativa en la mitocondria, lo cual conduce a la muerte celular
[73]. Finalmente, la salinomicina puede promover la diferenciacion de las CSC e inducir a la
reprogramacion epitelial de las células que han entrado en la EMT, mediante la regulacién
de genes involucrados en este proceso [72, 79].

A pesar que éstos datos son muy alentadores la salinomicina es un farmaco que no esta

aprobado para su uso en humanos, por lo que, su reposicionamiento terapéutico para el
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tratamiento del cancer en humanos requeriria de mas informacion preclinica y clinica en
comparacion a otros farmacos que ya se usen en humanos para alguna enfermedad diferente
al cancer. Aun asi, cabe mencionar que se ha administrado salinomicina a 5 pacientes: dos
con cancer de mama, y una paciente con cancer de ovario, uno con cancer de cabeza y cuello
y una paciente con cancer de vulva. La salinomicina se administrd en 12 ocasiones por via
subcutinea a una dosis de 200-250 pg/kg™. En todos los pacientes se observo una regresion
tumoral y una detencion de la progresion de la enfermedad. Los efectos secundarios presentes

en los pacientes fueron taquicardia y temblor, sin toxicidad tardia [80].

Salinomicina Ivermectina
Figura 1. Estructuras quimicas de la salinomicina e ivermectina.

En 1999 se publico el primer reporte de la funcionalidad de las avermectinas como un
posible farmaco antitumoral [82]. En este reporte se evaluo el efecto del complejo de
avermectinas (aversectina) y de las avermectinas por separado (Al, A2, Bl y B2) en la
linea leucémica linfoide P-388, observaron que a concentraciones de 0.1 a 1 ug/ml hay una
inhibicion del crecimiento celular y una induccion a la muerte celular mediante la via
apoptotica. La sensibilidad de las células a aversectina fue mayor en comparacion a las
avermectinas por separado; solo la avermectina Al tuvo actividad citotoxica a la
concentracion administrada. La avermectina A2 tuvo actividad citostdatica y las
avermectinas B1 y B2 no presentaron actividad en estas condiciones experimentales.

Posteriormente, se demostro que la aversectina a una concentracion de 0.1 a 1 pg/ml inhibe
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la proliferacion celular de las lineas ECA (Erlich Carcinoma Ascites), Hep2 (carcinoma de
laringe) y Ns/o (mieloma murino) y se demostr6 que la inhibicion de la proliferacion fue
debido al arresto en el inicio del ciclo celular y al bloqueo del ciclo mitético. Los
investigadores observaron caracteristicas de muerte celular por apoptosis (condensacion y
fragmentacion de la cromatina y ADN). Nuevamente reportaron que la avermectina Al
tuvo actividad citotoxica a la concentracion administrada y ademas de la avermectina A2,
la avermectina B2 tuvo actividad citostatica, sin embargo la avermectina B1 no presenta
actividad en estas condiciones experimentales [83]. Por otra parte, se ha demostrado que
las avermectinas, en las lineas celulares quimioresistentes Hep2 y P388, modifican la
sensibilidad a los agentes antineoplasicos como el paclitaxel y la vincristina, los cuales se
une a los microtibulos impidiendo su despolimerizacion y polimerizacion durante la
division celular respectivamente, haciéndolas mas susceptibles a la muerte celular [84].
Finalmente, en 2001 se demostr6 que la avermectina B1, a una dosis de 1 mg/kg,
incrementa la supresion del crecimiento tumoral de las lineas ECA y P388, inducido por
vincristina, el cudl es un farmaco que inhibe la polimerizacion de la tubulina durante la

metafase de la mitosis [85].

Diversos grupos de investigacion han reportado que la ivermectina (avermectina Bla-B1b en
proporciones 80:20, es un potencial agente antitumoral, inhibe el crecimiento celular en
diferentes lineas tumorales y reduce el tamafio del tumor en modelos murinos [9]. De manera
general, la ivermectina actia como un regulador alostérico en diversas vias de sefializacion
involucradas en la proliferacion, muerte celular, diferenciaciéon celular y metastasis.
Particularmente, en lineas de cancer de ovario se describio que bloquea la actividad cinasa
PAK1 [62]. Esta proteina estd involucrada en diversas vias de sefializacion que juegan un
papel importante en la dindmica del citoesqueleto, adhesion celular, migracion, proliferacion,
apoptosis y mitosis y es requerida para el crecimiento de aproximadamente el 70% de
diversas neoplasias [86]. En estos trabajos monitorearon la actividad cinasa de PAKI1
evaluando la fosforilacion de uno de sus blancos principales, RAF-1, y se observo una
disminucién considerable en dicha fosforilacion, indicando que la ivermectina inactiva a
PAK1, dando como resultado la inhibicion del crecimiento celular a concentraciones
superiores a 10 uM [62]. En lineas de cancer de mama, la ivermectina estimula la

macroautofagia/autofagia citostatica in vitro € in vivo. Se demostré que puede inhibir la via
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de ATK/mTOR al promover la degradacion por ubiquitinacion de PAK1, esta proteina se
une a AKT, lo cual facilita la fosforilacion y activacion de AKT. Sin embargo, ivermectina
interrumpe dicha interaccion, lo cual resulta en la inactivacion de la via AKT/mTOR que es
un modulador negativo en la induccidon de autofagia en el cancer de mama; los efectos de la
ivermectina como antitumoral se observaron a concentraciones superiores a 10 pM [63].

En células de glioblastoma se observo que inhibe el crecimiento y la formacion de colonias
dependientes de anclaje y suprime el crecimiento tumoral en dos modelos murinos. En éstas
células bloquea la actividad enzimatica del complejo I de la cadena respiratoria, con lo que
disminuye la respiracion mitocondrial, el potencial de membrana, los niveles de ATP e
incrementa la generacion de superoxidos, lo cual induce a la muerte por apoptosis
dependiente de caspasas. También se observé una inhibicion de la angiogénesis al inhibir la
formacion de redes capilares; los efectos en éste tipo celular se observaron a concentraciones
superiores a 5 uM [60]. En células leucémicas, la ivermectina induce la muerte celular y
disminuye el crecimiento de tumor en modelos murinos. Esto es debido a un incremento en
la concentraciéon de cloro intracelular, lo cual genera un incremento en el tamano celular e
indice la hiperpolarizacion de la membrana, asi como la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS). El efecto antitumoral se observd con concentraciones superiores a 10 uM
[67].

La sobreexpresion de los receptores P2X4/7 correlaciona con el crecimiento tumoral y la
metastasis, la ivermectina modula alostéricamente a dichos receptores en células triple
negativo de cancer de mama humanas y murinas, las cuales careen de los receptores de
estrogeno, progesterona y del factor de crecimiento epidérmico humano. Esta modulacion
induce a la muerte celular por autofagia y la liberacion de ATP y a través de un incremento
en las sefales purinérgicas dependientes de P2X7 asociadas con la activacion de las caspasas
1 y 3, promueve la muerte celular apoptotica y necroética, estos efectos fueron evidentes a
concentraciones superiores a 8 uM [68]. Por otra parte, también se ha reportado que en
células de cancer de higado la ivermectina inhibe a YAPI, in vitro e in vivo, el cual es un
regulador transcripcional, activa la transcripcion de genes involucrados en la proliferacion
celular y suprime genes apoptoticos. Dicha inhibicidon detiene la proliferacion celular y

reduce el tamafio tumoral a concentraciones superiores a 10 uM [87].
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Recientemente se ha reportado que la ivermectina es un inhibidor de la ARN helicasa en su
dominio NS3 DEAD-box, el cual es indispensable para la replicacion de flavovirus [88], por
tal motivo en 2015 se realizaron ensayos en donde muestran que la ivermectina inhibe la
actividad de la ARN helicasa DDX23, la cual estd encargada del procesamiento del miR21.
Este microARN se ha asociado con la regulacién de la proliferacion celular e invasion debido
a que tiene la capacidad de regular a dos supresores tumorales: PTEN y RECK. Los
resultados indican que la ivermectina inhibe la proliferacion celular e invasion y disminuyen
el crecimiento tumoral en lineas de glioblastoma, cérvix, pulmon, prostata y pancreas a
concentraciones de 25 uM [65].

Se sabe que la via de sefalizacion de WNT/TCF esta constitutivamente activa en diversos
tipos de cancer y regula genes relacionados con el crecimiento y la proliferacion celular. Se
ha demostrado que la ivermectina puede inhibir la via de sefalizacion de WNT-TCF al
disminuir los niveles de un blanco directo de ésta via, la ciclina D1, afectando también la
fosforilacion de la Beta-catenina, lo anterior conduce a la inhibicion de la proliferacion e
incrementa la apoptosis en células tumorales de pulmon y colon, in vivo reduce el tamafio
tumoral dependiente del factor celular T (TCF), estos efectos son evidentes a concentraciones
superiores a 5 uM [61].

Finalmente se ha demostrado que la ivermectina y la selamectina inhiben la interaccion del
co-represor SIN3 con el dominio SID de la proteina MAD, lo cual resulta en una induccion
de la expresion de CDH1 y ESR1 y el restablecimiento a la sensibilidad al tamoxifen en un
modelo de cancer de mama triple negativo. In vitro se observd una disminucién en la
formacion de mamosferas y en modelos in vivo se observo una disminucion de en la
capacidad de metastasis por la reduccion de la expresion de genes involucrados en el
mantenimiento del estado pluripotencial (Sox2 y Nanog); estos resultados se observaron con
una concentracion de 1 uM de ivermectina, es importante mencionar que los estudios in vivo
unicamente se realizaron con salemectina [64]. La tabla 5 resume los diferentes estudios

publicados sobre ivermectina como un potencial agente antitumoral.
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Tabla 5. Efectos de la ivermectina como agente antitumoral.

Tumor Linea Concentra- Efectos Modelo in vivo Efectos Mecanismo de Ref
celular cién molar y dosis accion
Leucemia y OCI- 10,15y 20 Induccién de Ratones Reduce | Incrementa el [67]
prostata AML2 pM muerte celular. | desnudos el cloro
HL60 Induce un NOD/SCID volumen | intracellular y
U937 incremento en la | 3 mg/kg tumoral | genera
Ké6la cantidad de hiperpolariza-
DU145 ROS cion de la
PPC-1 membrana
plasmatica
Glioblastoma | U87 10 utM Inhibicién del Ratones Reduce Inhibicion de [60]
T98G crecimiento y la | desnudos el la respiracion
HBMEC formacion de SCID volumen | mitocondrial
colonias. 40 mg/kg tumoral | al bloquear la
Induccion de y angio- | actividad
apoptosis génesis. | enzimatica del
dependiente de complejo I
caspasas mitocondrial
Ovario RMUG-S 10,100 Inhibiciéon de la | No hay Inhibicion de [62]
TYK pM proliferacion experimentos la actividad
HEI-193 in vivo cinasa de
PAKI1
Mama MDA- 10,20 y 40 | Inhibicion de la | Ratones Reduce Promueve la [63]
MB435231 pM proliferacion desnudos el degradacion,
,468, 361 celular. NOD/SCID volumen | de PAKl e
MCF7 Estimula la 6 mg/kg tumoral | inactivacion la
HS578T autofagia via AKT-
mTOR
Mama MDA- 8,16 y32 | Inhibicion dela | No hay Modula los [68]
MB231 pM proliferacion experimentos receptores
MCEF7 celular y in vivo P2X4/P2X7 lo
SKBR3 capacidad cual induce
4T1.2 clonogénica. apoptosis y
Induce un necrosis.
incremento en la Induce
cantidad de autofagia
ROS
Cérvix U8TMG 25 M Inhibicion de la | Ratones Reduce Inhibe la [65]
Pulmoén HeLa proliferacion desnudos el actividad de
Prostata A549 celular e Balb/c volumen | DDX23
Pancreas DU145 invasividad 3y10 mg/kg | tumoral | generando una
PANC-1 disminucion
de miR-21
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Higado H1299 10 pM Inhibicion de la | Ratones Reduce Inhibe YAPI.

H290 proliferacion desnudos el
KKU- celular Balb/c volumen
M213 10 mg/kg tumoral

[86]

Es evidente que el efecto de la ivermectina es pleiotropico y depende del tipo celular. Su
efecto sobre otros tipos de células tumorales es atin desconocido y en los reportes anteriores
las dosis que se han usado en lineas celulares y en modelos murinos son superiores a la dosis
maxima aprobada por la Food and Drug Administration (FDA) para su uso en humanos. Por
este motivo, en este proyecto queremos responder si la ivermectina es capaz de reducir la
viabilidad de lineas celulares tumorales de diferentes origenes y si tiene actividad antitumoral

in vivo en un modelo murino a la dosis maxima tolerada en humanos.

3. JUSTIFICACION

Diversos autores han demostrado que la ivermectina tiene la capacidad de inducir la muerte
celular de diversas lineas celulares cancerosas y es capaz de reducir el tamafio tumoral en
modelos murinos. Sin embargo, los tratamientos con ivermectina han sido usados a
concentraciones superiores a la maxima reportada como segura en humanos. Por esta razon,
en este proyecto evaluaremos si este farmaco tiene las mismas capacidades a concentraciones
que entran en el margen de seguridad para los humanos; in vitro, en lineas celulares de
diversos origenes, asi como en la poblacion CSC e in vivo en un modelo murino. Con lo cual,
esperamos a mediano plazo permita reposicionar a la ivermectina como un tratamiento para

pacientes con cancer.

4. HIPOTESIS

El tratamiento con ivermectina a la concentracion mas alta reportada como segura en
humanos producird efectos de inhibicion de crecimiento o muerte en lineas celulares

tumorales y efectos antitumorales en un modelo murino.
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5. OBJETIVO GENERAL

Determinar si ivermectina a la concentracion mas alta reportada como segura en humanos
produce efectos de inhibicion de crecimiento o muerte en lineas celulares tumorales y

efectos antitumorales en un modelo murino.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Analizar el efecto de la ivermectina (5 uM) en la viabilidad celular, potencial de
clonogenicidad, ciclo y muerte celular, en diversas lineas celulares cancerosas de
diferentes origenes (mama, ovario, prostata, colon, rifion, cérvix, estomago,

pancreas, vejiga, higado, piel, endometrio, sarcoma, linfoma).

2. Determinar si existe sinergismo entre la ivermectina y farmacos usados como
terapia estandar en los diferentes tipos de cancer derivados de las lineas mas

sensibles y mas resistentes.

3. Analizar el efecto de la ivermectina (5 uM) sobre las células troncales tumorales de

las lineas mas sensibles al tratamiento.

4. Determinar si el tratamiento con ivermectina, a una dosis de 3 mg/kg, tiene un

efecto antitumoral iz vivo en un modelo murino de cancer.
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7. METODOLOGIA

7.1 Lineas celulares y farmacos.

Todas las lineas celulares se obtuvieron de la American Type Culture Collection (ATCC)
(Manassas, VA, USA). Los medios se suplementaron con suero fetal bovino (FBS) al 10%
(Invitrogen, = ThermoFisher  scientific,  Inc., = Waltham, @ MA, USA) 'y
estreptomicina/anfotericina (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) a una
concentracion final de 100 pg/mL y 0.25 pg/mL respectivamente. Las lineas celulares
utilizadas en este proyecto, asi como su tejido de origen y el medio de cultivo utilizado, se
pueden encontrar en la tabla suplementaria 1. Particularmente, para la linea celular MCF10-
A se utilizd el medio DMEM/Ham’s F12 (Caisson Labs, Inc., North Logan, UT)
suplementado con suero de caballo al 5% (Invitrogen, CA, USA), 20 pg / ml de factor de
crecimiento epidermal humano (hEGF) (Sigma-Aldrich, MO, EE), 0.5 npg/ml de
hidrocortisona (Stem Cell Technologies, Vancouver, CA), 10 ug/ml de insulina (Eli Lilly,
IN, USA) y estreptomicina/anfotericina a una concentracioén final de 100 pg/mL y 0.25
ug/mL respectivamente. Todas las lineas celulares se cultivaron a 37 °C en una atmosfera
humidificada con 5% de CO2. A continuacion, se enlistan los farmacos y sus respectivos

vehiculos usados en este proyecto.

Farmaco Vehiculo Concentracion Catalogo
Ciclofosfamida Solucioén salina 0.2,0.5,1, 1.5 uM 469M98 (Laboratorios PiSA S.A
de C.V)
Docetaxel Etanol absoluto 6, 10,40 y 100 pM 307M2011 (Laboratorios PiSA
0.1,0.15,0.20 y 0.25 nM S.AdeC.V)
Ivermectina Etanol absoluto 0.2,04,0.8, 1y 5uM 18898 (Sigma-Aldrich, Merck
KGaA, Darmstadt, Germany)
Tamoxifeno Etanol absoluto 0.6,1,2,3 uM T-5648 (Sigma-Aldrich, Merck
KGaA, Darmstadt, Germany)
Paclitaxel Solucidén salina  0.03, 0.06, 0.09 y 0.15 nM 322M2000 (Laboratorios PiSA
S.AdeC.V)

20



7.2 Ensayos de viabilidad celular mediante ensayo de exclusion con azul de tripano.

Para cada linea celular se sembraron 5x10* células por pozo en placas de 12 pozos (Corning
Incorporated, Corning, NY, USA) con 1 ml de su respectivo medio, durante un periodo de
pre-incubacion de 24 h. Posteriormente, las células se trataron con dosis crecientes de
ivermectina (0.2, 0.4, 0.8, 1 y 5 uM) y con el vehiculo (etanol absoluto al mismo volumen
que el de la dosis mas alta evaluada de ivermectina), durante un periodo de 72 h. El medio
con las diferentes dosis de ivermectina y del vehiculo fue reemplazado cada 24 h. Después
de las 72 h, las cé€lulas se recuperaron con una solucion de 0.5% de tripsina 10X - 1% de
EDTA (Gibco, NY, USA e Invitrogen, CA, USA, respectivamente). Para el recuento celular
con el ensayo de exclusion con azul de tripano las células se mezclaron suavemente en una
proporcion de 1:1 con la solucion de tincion de azul de tripano al 0.4% (Life Technologies®),
la viabilidad celular se evalu6 con un contador de células automatizado TC10TM (BioRad®).
El efecto citotoxico de cada tratamiento se expresd como el porcentaje de la viabilidad celular
en relacion con las células control. Los datos obtenidos se introdujeron en el software
SigmaPlot® version 10.0., con lo cual se calculo el porcentaje de inhibicion del crecimiento
y las concentraciones inhibitorias (IC) 10-50 se obtuvieron mediante curvas de

supervivencia.
7.3 Ensayos de clonogenicidad

A partir de los ensayos de viabilidad celular se recuperaron 1000 células por cada condicion,
las cuales se resuspendieron para permitir la formacion de una colonia por cada célula. Se
cultivaron en cajas Petri cuadriculadas para cultivo celular (60x15 mm; Corning
Incorporated, Corning, NY, USA®) con 2 ml de su respectivo medio de cultivo libre de
farmaco durante un periodo de 14 -21 dias, dependiendo de la tasa de replicacion de cada
linea celular (tabla suplementaria 2). Posteriormente, las colonias se fijaron con una solucioén
de metanol y &cido acético (3: 1 v/v), y se tifieron con cristal violeta al 0.4% (Sigma-Aldrich,
Merck KGaA). El nimero de colonias formadas se cuantificd automaticamente utilizando el

software ImagelJ (version 2.0).

7.4 Ensayos de apoptosis con anexina V mediante citometria de flujo.
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Las lineas celulares MCF-7, SKOV-3, MDA-MB-231, MDA-MB-468 y DU145 se trataron
con ivermectina (5 uM) o vehiculo (etanol absoluto al 0.1%) durante 72 h. Después, las
células se recuperaron con una solucion de 0.5% de tripsina 10X-1% de EDTA y se lavaron
dos veces con PBS 1X. Posteriormente, las células se marcaron con anexina-V-FLUOS
(Roche®, Alemania) e ioduro de propidio (Sigma®) y se cuantificaron en el citdmetro de
flujo BD FACSCantoTM II. 50,000 eventos por muestra fueron analizados para apoptosis y
necrosis mediante el software BC FACSDivaTM V6.1.3 (Becton Dickinson, USA). En el
caso de la apoptosis temprana el marcador anexina-V-FLUOS fue positivo y el marcador
ioduro de propidio negativo, mientras que para la apoptosis tardia ambos marcadores fueron
positivos. Para la deteccion de la necrosis se establecié con el marcador anexina-V-FLUOS

negativo y el marcador ioduro de propidio positivo.
7.5 Analisis del ciclo celular mediante citometria de flujo.

Las lineas celulares MCF-7, SKOV-3, MDA-MB-231, MDA-MB-468 y DU145 se trataron
con ivermectina (5 uM) o vehiculo (etanol absoluto al 0.1%) durante 72 h. Después, las
células se recuperaron con una solucion de 0.5% de tripsina 10X-1% de EDTA y se lavaron
dos veces con PBS. Inmediatamente, las células se resuspendieron en una solucion de etanol
al 70% y se fijaron a 4 ° C durante 30 minutos. Posteriormente, las células se centrifugaron
a 1200 rpm durante 5 minutos y se lavaron con PBS. Finalmente, se tifieron con ioduro de
propidio (Sigma®) durante 20 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. Se
contabilizaron 50,000 eventos por muestra para evaluar el porcentaje de células que se
encuentran en las diferentes fases del ciclo celular con un citometro de flujo BD
FACSCantoTM II (Becton Dickinson, USA). El andlisis de cada evento se realizd con el
software ModFit LT V.2.0 (Verity Software House).

7.6 Curvas de viabilidad e identificacion de concentraciones inhibitorias (CI) de los

farmacos quimioterapéuticos.

Se sembraron 5x10* células, de las lineas celulares DU145, MCF-7, MDA-MB-231, MDA-
MB-468 y SKOV-3, en microplacas de 12 pozos con 1 ml de su respectivo medio durante un
periodo de preincubacion de 24 h. Posteriormente, las células se trataron con dosis crecientes
de cisplatino (1, 3, 5, 10 0 20 uM), ciclofosfamida (0.5, 1, 3, 5 o 10 uM), docetaxel (1, 10,
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100 pM, 1 o 10 nM), paclitaxel (0.01, 0.05, 0.1, 0.5 o 1 nM), o tamoxifeno (0.5, 1,3, 50 10
uM), o con su vehiculo correspondiente, durante un periodo de 72 h. El medio de cultivo con
las diferentes dosis de los quimioterapéuticos o el vehiculo fue reemplazado cada 24 h.
Después de 72 h se cuantifico la viabilidad celular como se indico anteriormente. Finalmente,

los valores CI20, 30, 40 y 50 se identificaron con el software SigmaPlot®
7.7 Combinaciones farmacoldgicas

Las concentraciones inhibitorias (CI) Clzo, CI30, Clao y Clso de ivermectina se combinaron
con las Clz, Clso, Clao y Clso de paclitaxel, docetaxel, tamoxifeno, ciclofosfamida o
cisplatino, determinadas en cada una de las lineas celulares DU145, MCF-7, MDA-MB-231,
MDA-MB-468 y SKOV-3 durante 72 h, para posteriormente realizar ensayos de viabilidad
como se describi6 anteriormente. Las posibles interacciones farmacoldgicas resultantes de la
combinacion de ivermectina con las diferentes quimioterapias se determinaron utilizando el
método del indice de combinacion (IC) de la formula de Chou y Talalay, con el software

Calcusyn (Biosoft®) [89].

7.8 Obtencion de CSC a través de marcadores de troncalidad mediante citometria de

flujo.

Se cultivaron las lineas celulares MCF-7, MDA-MB-468 y SKOV-3 en una caja de cultivo
de 75 cm? (Corning Incorporated, Corning, NY, USA), con su respectivo medio hasta que
alcanzaron 80 % de confluencia. Posteriormente, las células se colectaron con una solucion
de PBS-EDTA (Invitrogen, CA, USA), y se lavaron dos veces con PBS. A continuacion, se
resuspendieron en 1 ml de la solucion de lavado (PBS+ 3% SFB). Un millon de células se
incubaron con anticuerpos monoclonales (2 pg/mL) conjugados con un fluor6éforo contra
CD44-FITC humano (BD Biosciences, 555742) y CD24-PE humano (BioLegend, Inc,
311106), o contra sus respectivos controles de isotipo (FITC-IgG2bk, BD Biosciences,
555742; PE-IgG2ax, BD Biosciences, 555574) a 4 °C en condiciones de oscuridad durante
40 minutos. Las células marcadas se lavaron 2 veces con la solucion de lavado. La poblacion
con caracteristicas de troncalidad con los marcadores CD44"/CD24  se separ6 del resto de la
poblacion celular mediante el citometro de flujo BD FACSAria II (BD Biosciences) y se

utilizo el software BD FACSDiva version 6.1.3 (BD Biosciences). La poblacion troncal se
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sembr6 en cajas de baja adherencia (Corning, ME, USA) en condiciones de troncalidad,
como se describe en la siguiente seccion, a 37°C en una atmosfera humidificada con 5% de

CO2 durante 15 dias.
7.9 Evaluacion de viabilidad celular en CSC.

Las células con caracteristicas de troncalidad (CD44"/CD24") recuperadas de las lineas
celulares MCF-7, MDA-MB-468 y SKOV-3 se cultivaron en cajas de baja adherencia
(Corning, ME, USA) con medios de cultivos que favorecen el crecimiento de este tipo
celular. Para la linea celular de cancer de ovario se utilizo el siguiente medio: DMEM/Ham's
F12 (Caisson Labs, UT, USA) suplementado con 4 ug/ml de insulina (Eli Lilly, IN, USA),
20 ng/ml de hEGF (Sigma-Aldrich, MO, USA), 1 ng/ml de hidrocortisona (Stem Cell
Technologies, Vancouver, CA) y suplemento B27 (Gibco, NY, USA). Para las lineas
celulares de cancer de mama, se utilizo el siguiente medio: MammoCult (Stem Cell
Technologies, Vancouver, CA) suplementado con 10% de suplemento de proliferacion
MammoCult (Stem Cell Technologies, Vancouver, CA), 4 pug/ml de heparina (Sigma-
Aldrich, MO, USA) y 0.48 pg/ml de hidrocortisona (Stem Cell Technologies, Vancouver,
CA). El medio suplementado de todas las lineas celulares se cambio cada 2 dias. Después de
un periodo de crecimiento de 15 dias, las esferas alcanzaron una confluencia cercana al 60-
70%, posteriormente, se recuperaron y centrifugaron a 350 g durante 5 minutos. A
continuacion, se sembraron 5x10° células de cada linea celular en placas de 24 pozos de baja
adherencia (Corning, ME, USA) y se trataron con ivermectina (5 uM) o etanol durante 72 h.
Finalmente, las células se tifieron con azul de tripano para evaluar la viabilidad celular como

se describio anteriormente.

7.10 Retro-transcripcion y reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (RT-

qPCR)

La expresion de genes fue cuantificada mediante RT-qPCR. La poblacion no- y la poblacion
CSC de las lineas celulares MCF-7, MDA-MB-468 y SKOV-3 se trataron con ivermectina
(5 uM) o etanol durante 72 h como se describi6 anteriormente. Posteriormente, se aislo el
ARN total mediante el empleo de TRIzol (Gibco, ThermoFisher Scientific, Inc.) de acuerdo
con el protocolo del fabricante. Se us6 1 pg de ARN total para la sintesis de ADNc con el kit

24



GeneAmp ARN PCR Core (Applied Biosystems; ThermoFisher Scientific, Inc.). E1l ADNc
se mezcld con iQ SYBR Green SuperMix (Bio-Rad Laboratories, Inc.) de acuerdo con el
protocolo del fabricante. Las reacciones qPCR se realizaron utilizando un termociclador ABI
Prism 7000 (Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific, Inc.). Las condiciones del ciclo
de qPCR fueron las siguientes: 10 minutos a 95 °C; 40 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 30
segundos a 60 °C y 30 segundos a 72 °C. Los datos se analizaron utilizando el método 2-
AACq (12), y se reportaron como el cambio en la expresion de los genes normalizado con el
control endogeno para el cual se utiliz6 al gen hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa
1 (HPRT1). Los cebadores utilizados para cada gen fueron los siguientes: Nanog (forward
5'-ACC TCG CTG ATT AGG CTC CAA-3', reverse 3'-AGT CTGGAC ACT GGC TAA
TCC-5"); Oct-4 (forward 5'-CAG GCC CGA AAG AGA AAG C-3', reverse 3'-CCA CAC
TCG GAC CAC ATC CT-5"); Sox-2 (forward 5'-GCT AGT CTC CAA GCG ACG AAA-3',
reverse 3'-AAT TCA GCA AGA AGC CTC TCC TT-5") y Mami3 (forward 5'-GGG CGG
CAT AAA CAC CAA-3', reverse 5-GAC ACG CGC GAC ACA CA-3").

7.11 Western Blot

Las lineas celulares DU145, MCF-7, MDA-MB-231 y MDA-MB-468 y se cultivaron en
cajas de cultivo de 25 cm? y se trataron con ivermectina (5 pM) o su vehiculo durante 72 h,
como se menciond anteriormente. Las proteinas totales se extrajeron con tampdén de
radioinmunoprecipitacion (NaCl 150 mM; IGEPAL CA-630 al 1.0%; desoxicolato de sodio
al 0.5%; SDS al 0.1%; Tris 50 mM, pH 8.0) en presencia de inhibidores de proteasas
(catalogo no. P8340, Sigma-Aldrich, Merck KGaA). La concentracion de proteinas se
determind mediante el ensayo de acido bicinconinico. Se usaron 30 pg de proteina, se
separaron mediante SDS-PAGE en un gel al 12% o 15%, y se hizo la transferencia a una
membrana de difluoruro de polivinilideno (cat. No 162-0177, Bio-Rad Laboratories, Inc). La
membrana se bloqued con leche desnatada al 10% en PBS 1X durante 1 hora a temperatura
ambiente y posteriormente se incubd con los siguientes anticuerpos primarios: anti-PCNA
(1: 1500; cat. No. SC56, Santa Cruz Biotechnology), anti-Ciclina E (1: 1500; cat. No. SC198,
Santa Cruz Biotechnology), anti-Ciclina D (1: 1500; cat. No. SC753, Santa Cruz
Biotechnology), anti-p21 (1: 1500; cat. No. SC- 6246, Santa Cruz Biotechnology) y anti-3-
actina (1: 20000; cat. No. A 3854, Sigma-Aldrich) todos los anticuerpos se incubaron en
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solucion de bloqueo (5% de leche descremada en TBS + 0.1% Tween20), toda la noche a
4°C. Se utilizaron los siguientes anticuerpos secundarios: para ciclina E y ciclina D, bovino
anti-conejo (1: 2000; cat. No. Sc-2370, Santa Cruz Biotechnology); para p21 y PCNA bovino
anti-raton (1: 2000; cat. No sc-2371, Santa Cruz Biotechnology) todos acoplados a
peroxidasa y se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente. Las bandas de proteinas se
visualizaron usando el sustrato cromogénico Clarity Western Enhanced Chemiluminescence
Substrate (catalogo no. 1705060; Bio-Rad Laboratories, Inc.). Finalmente, las bandas se
cuantificaron densitométricamente usando Image J version 1.50f (National Institutes of

Health, Bethesda, MD, USA).
7.12 Estudios in vivo en un modelo murino

Todos los experimentos con animales fueron aprobados y realizados bajo las pautas de los
comités Cientificos y de Bioética del Instituto Nacional de Cancerologia con numeros de
protocolo CEI/1145/17 y 017/016/IBI, respectivamente. Se realizaron ensayos de viabilidad
celular y clonogenicidad en la linea celular murina de cancer de mama JC (ATCC) como se
describi6 anteriormente, para evaluar si el tratamiento con ivermectina tiene efecto
antitumoral en esta linea celular. Posteriormente esta linea celular se cultivo hasta alcanzar
un 80% de confluencia y se verific que tuviera una viabilidad > 95% previo al trasplante.
Enseguida 500,000 células JC se inocularon en el flanco derecho de ratones hembra BALB/c
de 6 semanas de edad (n = 36), cuando el tumor alcanzé 200 mm?® los ratones fueron asignado
aleatoriamente al grupo control (n = 18) o tratado (n = 18). Los ratones se trataron con el
vehiculo ciclodextrina [90] o con ivermectina conjugada con ciclodextrina (concentracion
final del 45%) para una dosis final de 3 mg / kg. Los ratones fueron inyectados
intraperitonealmente con los compuestos durante un periodo de 21 dias. El volumen del
tumor se calculd de acuerdo con la férmula: volumen = (eje mayor*eje menor 2)*(n/6) [91].
Los volumenes tumorales y el peso global de los ratones se midieron cada tercer dia hasta el
sacrificio en el dia 21. Los animales se mantuvieron a 25 = 1°C en un ciclo de luz / oscuridad

de 12 hy se les proporciond agua y comida ad libitum.
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7.13 Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron con el software GraphPad Prism (version 6.0;
GraphPad Software, CA, USA). Todos los experimentos in vitro e in vivo se realizaron al
menos por triplicado, con tres réplicas internas. Para los ensayos de apoptosis, ciclo celular,
viabilidad celular y clonogenicidad de la poblacion CSC, asi como, para el peso de los ratones
los valores de p se calcularon usando la prueba t de Student no pareada seguida de la prueba
post-hoc de Welch’s, para la viabilidad celular y los ensayos de clonogenicidad de las 30
lineas celulares se utilizé el andlisis de varianza unidireccional (ANOVA) seguido de la
prueba post-hoc de Tukey y para el volumen del tumor se emple6 ANOVA de dos vias
seguido de la prueba post-hoc de Kruskal-Wallis. Los datos se expresaron como promedio +

desviacion estandar. Un valor de p <0.05 se considero estadisticamente significativo.
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8. RESULTADOS

8.1 El tratamiento con ivermectina inhibe la viabilidad celular y la capacidad
clonogénica, preferencialmente en lineas celulares de mama y ovario. Se evaluaron 28
lineas celulares cancerosas de diferentes origenes y 2 lineas celulares inmortalizadas pero no
tumorigénicas (Tabla suplementaria 1) con diferentes concentraciones de ivermectina (0.2,
0.4, 0.8, 1 y 5 uM), las cuales se encuentran dentro del rango de concentraciones reportadas
como seguras en humanos, durante 120 h. Se observo que las dos lineas celulares
inmortalizadas MCF10-A y HaCaT, asi como, las lineas celulares cancerosas U-2SO y
DU145 fueron las mas resistentes al tratamiento con ivermectina a una concentracion de 5
uM, ya que el porcentaje de viabilidad solo disminuy6é en un 4%, 7%, 7% y 9%
respectivamente, comparado con sus respectivos controles. Por el contrario, las lineas
celulares MDA-MB-231, MCF-7, MDA-MB-468 y SKOV-3 fueron las lineas mas sensibles
al tratamiento con ivermectina a una concentraciéon 5 uM, ya que la viabilidad celular
disminuyd en un 58%, 67%, 67% y 70% respectivamente (Figura 1A). Para determinar el
efecto de la ivermectina sobre la habilidad para formar colonias, se realizaron ensayos de
clonogenicidad en las 30 lineas celulares. No se observo un efecto significativo en la
capacidad clonogénica de las lineas celulares MCF10-A, DU145, A375 y U-2SO. Por el
contrario, una disminucion significativa en la capacidad de formar colonias fue observada en
las lineas celulares HT-1080, MDA-MB-468, MDA-MB-231 y SKOV-3 (Figura 1B-C).
Posteriormente, se realizd6 una correlacion lineal entre viabilidad celular y capacidad
clonogénica para seleccionar a las lineas celulares empleadas en futuros ensayos. La linea
celular de cancer de prostata, DU145 fue seleccionada como la linea resistente y las lineas
celulares de cancer de mama MCF-7, MDA-MB-231 y MDA-MB-468 y SKOV3 como las
lineas mas sensibles al tratamiento con ivermectina (Figura 1D). Las curvas de viabilidad
celular y de clonogenicidad de las 30 lineas celulares a las concentraciones 0.2, 0.4, 0.8 y 1

UM se muestran en las figuras suplementarias 1A- H.
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Figura 1. Efecto de la ivermectina sobre la viabilidad celular y clonogenicidad en diversas lineas
tumorigénicas. Respuesta al tratamiento con ivermectina sobre diferentes lineas celulares (A).
Respuesta al tratamiento con ivermectina medido como capacidad clonogénica sobre diferentes lineas
celulares (B-C). Evaluacion de la viabilidad celular en las lineas mas resistentes y sensibles al
tratamiento con ivermectina a diferentes concentraciones molares (D). Evaluacion de la capacidad
clonogénica en las lineas mas resistentes y sensibles al tratamiento con ivermectina a diferentes
concentraciones molares (E). Correlacion lineal entre viabilidad celular y clonogenicidad en las lineas
mas sensibles y resistentes al tratamiento con ivermectina (F). En todos los ensayos el control que se
utilizo6 fue etanol, el cual es el vehiculo en el que se disuelve la ivermectina. [VM: ivermectina,
*0<0.05; ¥**p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.

8.2 El tratamiento con ivermectina no induce muerte celular por apoptosis.

Para determinar si la reduccion en la viabilidad celular posterior al tratamiento con
ivermectina fue debido a apoptosis o necrosis, tratamos a la linea mas resistente DU145 y a
las lineas mas sensibles MCF-7, MDA-MB-231 y MDA-MB-468 con ivermectina 5 puM. No

se observo un efecto significativo en apoptosis o necrosis en ninguna de las lineas celulares
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evaluadas (Figura 2 A-E). Estos resultados sugieren que el tratamiento con ivermectina 5 uM

no induce a una muerte celular por apoptosis o necrosis.
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Figura 2. El tratamiento con ivermectina 5 pM no conduce a la muerte celular por apoptosis.
Ensayos de apoptosis en la linea celular mas resistente DU145 (A) y en las lineas mas sensibles MCF-
7 (B), MDA-MB-231 (C), MDA-MB-468 (D) y SKOV-3 (E) posterior al tratamiento con
ivermectina. No se observaron cambios significativos en apoptosis o necrosis en ninguna de las lineas
celulares evaluadas. La apoptosis temprana y tardia se midio por la cantidad de células anexina V-
FITC positivo e ioduro de propidio negativo o positivo, respectivamente. La necrosis se midié por la
cantidad de células anexina V-FITC negativo e ioduro de propidio positivo.

8.3 El tratamiento con ivermectina induce un arresto en la fase Go-Gi del ciclo celular e
induce cambios en reguladores del ciclo celular.

Al no observar efecto directo sobre la muerte celular por apoptosis con ivermectina,
decidimos evaluar si el mismo tratamiento tiene algin efecto sobre el ciclo celular en las
lineas celulares sensibles y resistentes. Para este objetivo, se realizaron ensayos de ciclo
celular mediante citometria de flujo. Los resultados no mostraron cambios significativos en
la linea resistente DU145 (Figura 3A), por el contrario, observamos un arresto en la fase Go-
G del ciclo celular de las lineas sensibles MCF-7, MDA-MB-231 y MDA-MB-468 (Figura
3B-D). Posteriormente se analizaron los niveles de expresion de las proteinas involucradas
en el ciclo celular como ciclina D, ciclina E ,PCNA y p21 mediante ensayos Western blot,
para los cuales se utilizaron 30 pg de proteina. Los resultados demostraron una disminucion
en las proteinas ciclina D, ciclina E y PCNA y un incremento en los niveles de p21 en las
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lineas sensibles. No se observd ningliin cambio significativo en los niveles de expresion de
proteinas en la linea resistente DU145 (Figura 3 E-F).
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Figura 3. El tratamiento con ivermectina 5 pM induce a un arresto en la fase G0-G1 del ciclo
celular e induce cambios en reguladores del ciclo celular. Ensayo de ciclo celular en la linea
resistente DU145 (A), MCF-7 (B), MDA-MB-231 (C) and MDA-MB-468 (D). Se utilizaron 30 pg
de proteina para realizar Western blot de ciclina D, ciclina E, PCNA, p21 y B-actina en las lineas
mencionadas (E) y su respectiva comparacion mediante densitometria (F). IVM: ivermectina;
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.

8.4 La combinacion farmacolégica de ivermectina y quimioterapéuticos estandar tiene
un efecto sinérgico.

Debido a que la ivermectina es un farmaco con potencial para ser reposicionado decidimos
evaluar un posible efecto sinérgico en combinacion con quimioterapéuticos que son
comunmente usados para tratar cancer de mama (tamoxifen, ciclosfosfamida y paclitaxel) y

prostata (docetaxel). Primero realizamos curvas de dosis-respuesta, las Cls 20, 30, 40 y 50
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se calcularon para ivermectina y para los quimioterapéuticos, y posteriormente, el IC fue
determinado con las diferentes Cls de ivermectina y de los quimioterapéuticos (Tabla 5).
Para establecer el tipo de interaccion que existe entre ivermectina y los otros
quimioterapéuticos se calcul6 el IC, un concepto planteado por Chou y Talalay en 1983, el
IC comprende una ecuacion general de dosis-efecto la cual permite cuantificar la relacion de
sinergismo o antagonismo de los firmacos combinados, en donde un efecto sumativo sera
igual a 1 (IC=1), un efecto sinérgico sera menor a 1 (IC<1) y un efecto antagonico sera mayor
a 1 (IC>1) [89]. En una interaccion sumativa los efectos de los farmacos, en la viabilidad
celular, que se obtienen son iguales a la suma de sus efectos por separado. En una interaccion
sinérgica los efectos de los farmacos, en la viabilidad celular, que se obtienen son superiores
a la suma de sus efectos por separado y en una interaccion antagonica los efectos de los
farmacos, en la viabilidad celular, disminuyen o se anulan por la accién del otro farmaco.
Interesantemente, la linea resistente DU145 presento el mayor efecto sinérgico, ya que desde
la combinacion Clzo de ivermectina con docetaxel mostrd valores por debajo de 1 (Figura
4A). En las lineas sensibles MCF-7, MDA-MB-231y MDA-MB-468 el efecto sinérgico se
observo a partir de la combinacion de Clso (Figura 4B-D). Por el contrario, todas las
combinaciones de CI de ivermectina y paclitaxel resultaron en un efecto antagénico (Figura
4E). Estos resultados sugieren que ivermectina podria administrarse en conjunto con otras

terapias estandar como tratamiento para ciertos tipos de cancer.

Tabla 5. Interacciones farmacoldgicas resultantes de la combinacion de ivermectina

con quimioterapéutico estandar.

Linea Quimioterapéutico  CI 20-50 CI120-50 CI20-50 Indice de Interaccion
celular Ivermectina Quimioterapéutico combinacién farmacolégica
DU145 Docetaxel 20 10.3 uM 0.000006 uM 0.766 Sinergismo
Docetaxel 30 11.5 uM 0.00001 uM 0.743 Sinergismo
Docetaxel 40 12.5 uM 0.00004 uM 0.726 Sinergismo
Docetaxel 50 13.5 uM 0.00011 uM 0.746 Sinergismo
MCF-7 Tamoxifeno 20 0.42 uM 0.57 uM 1.54 Antagonismo
Tamoxifeno 30 0.69 uM 1.16 uM 0.85 Sinergismo
Tamoxifeno 40 1.09 uM 1.86 uM 0.77 Sinergismo
Tamoxifeno 50 1.66 uM 2.8 uM 0.64 Sinergismo
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MDA- Docetaxel 20 0.47 uM 0.000096 uM 3.8 Antagobnico
MB-231
Docetaxel 30 0.85 uM 0.00013 uM 1 Sumativo
Docetaxel 40 2 uM 0.00017 uM 0.7 Sinergismo
Docetaxel 50 5uM 0.00022 uM 0.5 Sinergismo
MDA- Ciclofosfamida 20 0.31 uM 0.23 uM 5.65 Antagonismo
MB-468
Ciclofosfamida 30 0.55 uM 0.56 uM 0.79 Sinergismo
Ciclofosfamida 40 0.93 uM 1.06 uM 0.73 Sinergismo
Ciclofosfamida 50 1.52 uyM 1.65 uM 0.22 Sinergismo
SKOV-3 Paclitaxel 20 0.42 uM 0.03 nM 1.29 Antagoénico
Paclitaxel 30 0.63 uM 0.06 nM 1.37 Antagobnico
Paclitaxel 40 0.93 uM 0.09 nM 1.42 Antagoénico
Paclitaxel 50 1.39 uM 0.14 nM 1.40 Antagoénico
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Figura 4. La combinacion de ivermectina con agentes quimioterapéuticos tiene un efecto
sinérgico. Efecto en la viabilidad celular e interacciones farmacologicas entre las concentraciones
inhibitorias (CI) 20-50 de ivermectina y docetaxel, tamoxifen, ciclofosfamida o paclitaxel en las
lineas celulares DU145 (A), MCF-7 (B), MDA-MB-231 (C), MDA-MB-468 (D) y SKOV-3 (E).
IVM: ivermectina;, DTX: docetaxel; TAM: tamoxifen, CFM: ciclofosfamida; PTX: paclitaxel. *p<
p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.
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8.5 El tratamiento con ivermectina reduce la viabilidad celular y el porcentaje de
colonias en la poblacion de células troncales tumorales.

Previamente se report6 por nuestro grupo de investigacion que el tratamiento con ivermectina
disminuye la viabilidad celular de las CSC en la linea celular MDA-MB-231, al regular
negativamente los niveles d¢ ARNm y de proteina de genes de pluripotencialidad como
Nanog, Sox2 and Oct4 [18]. Por esta razon, quisimos determinar si la ivermectina tiene el
mismo efecto en las lineas MCF-7, MDA-MB-468 y en la linea enriquecida con CSC SKOV-
3. Para cumplir con este objetivo, aislamos la poblacion troncal del resto de las células
mediante citometria de flujo usando los marcadores de superficie CD447/CD24". El
porcentaje de CSC para cada linea celular son diferentes; MCF-7 tiene 5 % de CSC, MDA-
MB-468 tiene 24% de CSC y SKOV-3 tiene 24% de CSC. Las poblaciones troncales
separadas fueron tratadas con ivermectina 5 uM, en todas las lineas celulares evaluadas
observamos una disminucion en la viabilidad celular y en la capacidad de formar colonias,
esta disminucion fue mas evidente que en sus correspondientes lineas parentales (Figura SA-
C). Posteriormente, realizamos ensayos de qPCR para medir los niveles de transcrito de los
genes Nanog, Sox2, Oct4 y Maml3, las cuales son proteinas que regulan la transcripcion de
genes implicados en el mantenimiento de un estado indiferenciado. Observamos que los
niveles de expresion de estos genes disminuyeron de manera significativa en todas las lineas
evaluadas posterior al tratamiento con ivermectina (Figura 5D-F). Estos datos sugieren que

ivermectina tiene un efecto preferencial sobre la poblacion troncal tumoral.
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Figura 5. El tratamiento con ivermectina reduce la viabilidad celular y la capacidad de formar
colonias en la poblacion troncal tumoral. Efecto en la viabilidad celular y la habilidad de formar
colonias posterior al tratamiento con ivermectina en la poblacion troncal tumoral de las lineas
celulares MCF-7 (A), MDA-MB-468 (B) y SKOV-3 (C). Niveles relativos de ARNm de genes de
pluripotencialidad de las lineas celulares MCF-7 (D), MDA-MB-468 (E) and SKOV-3 (F). I[VM:
ivermectina; **p<0.01; ****p<0.0001.

8.6 El tratamiento con ivermectina reduce el volumen tumoral en un modelo murino
alogénico.

Debido a que utilizamos una linea celular murina de cancer de mama para evaluar el efecto
de la ivermectina in vivo, lo primero que hicimos fue evaluar si el tratamiento con ivermectina
a 5 uM tiene algun efecto en la viabilidad y capacidad clonogénica de esta linea celular in
vitro. Observamos que la viabilidad celular de la linea JC disminuy6 hasta un 75% posterior
al tratamiento con ivermectina (Figura 6A), y el porcentaje de formacion de colonias
disminuyd en un 21% (Figura 6B) comparado con el control algo que habiamos observado
en otras lineas de cancer de mama como MCF-7, MDA-MB-468, MDA-MB231.
Posteriormente, se inocularon ratones subcutdneamente con la linea JC para inducir los
tumores y a continuacion se trataron por un periodo de 21 dias con ivermectina 3 mg/kg y
observamos que los tumores de los ratones tratados con ivermectina+ciclodextrina crecieron
mas lentamente en comparacion con el grupo control al cual se le administrd Uinicamente
ciclodextrina (Figura 6C). Al dia 21 del tratamiento, el volumen promedio del tumor de los
ratones tratados fue 63% menor que el grupo control (Figura 6D-E). De manera interesante,
el peso del tumor de los ratones tratados disminuy6 un 56% con respecto al grupo control
(Figura 6F), el peso del ratobn no mostr6 diferencias significativas entre el grupo tratado y el
grupo control (Figura 6G). Estos resultados son consistentes con nuestras observaciones
previas, donde la ivermectina detiene la proliferacion celular in vitro y sugiere que

probablemente ivermectina actie de la misma manera in vivo.
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Figura 6. El tratamiento con ivermectina reduce el volumen y el peso del tumor en un modelo
murino. Disminucion de la viabilidad celular de la linea murina de cancer de mama JC posterior al
tratamiento con ivermectina (A). Reduccion del porcentaje de colonias en la linea JC posterior al
tratamiento con ivermectina (B). Volumen tumoral a través del tiempo (C). Peso de los ratones a
través del tiempo (D). Fotografias representativas de los ratones y tumores control y tratados con
ivermectina al dia 21 de tratamiento (E-F). Peso del tumor al dia 21 de tratamiento (G). IVM:
ivermectina; *p<0.05; ****p<(.0001.

9. DISCUSION

Actualmente, la asequibilidad de medicamentos contra el cancer mas seguros y efectivos se
necesita con urgencia para los pacientes, por esta razon el reposicionamiento terapéutico es
una estrategia muy eficaz para el nuevo uso de medicamentos, ya que ofrece diversas
ventajas, como la reduccion de gastos generados por la investigacion de nuevos farmacos, el
desarrollo farmacéutico es mas rapido y los efectos secundarios han sido previamente
estudiados, lo cual proporciona un amplio margen de seguridad para los pacientes. Entre los
diversos medicamentos que actualmente estdn en estudio bajo el enfoque del
reposicionamiento terapéutico, la ivermectina es un firmaco muy prometedor ya que ha
demostrado tener efectos antitumorales in vitro e in vivo [9]. Ademas, se ha administrado a
millones de pacientes en el mundo sin la presencia de efectos adversos y por lo tanto la
convierten en un medicamento seguro. Los pacientes con enfermedades parasitarias tratados
con ivermectina reciben dosis que van de los 150 - 400 pg/kg, en estos pacientes la
concentracion en plasma alcanza su punto maximo 5.2 horas después de su administracion y
el area bajo la curva después de 48 horas alcanza una concentracion de 2852 ng*h/ml [51].
Una farmacocinética similar fue reportada en voluntarios sanos que recibieron una dosis de
hasta 2 mg/kg sin la presencia de efectos adversos que comprometan la vida de las personas,
el tiempo requerido para alcanzar la concentracion maxima del fArmaco en la sangre (Tmax)
se alcanzd a las 4.2 h después de su administracion y el area bajo la curva fue de 4.547
ng*h/ml, lo cual equivale a una concentraciéon 5 uM [8]. Los resultados de diversos grupos
de investigacion, indican que mas de 50 lineas celulares cancerigenas humanas son inhibidas
en algin grado por la ivermectina [9], sin embargo, las concentraciones usadas en estos
estudios son superiores a la concentracion reportada como segura en humanos. En este

proyecto de investigacion se realizo un cribado en 30 lineas tumorales y observamos que la
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ivermectina, a la concentracion maxima reportada como segura para su uso humano, tiene un
efecto antitumoral principalmente en lineas de cancer de mama y ovario (MDA-MB-231,
MCF-7, MDA-MB-468 y SKOV-3). Las lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231
y MDA-MB-468 pertenecen al subtipo basal, lo cual significa que no expresan los receptores
de estrogenos, progesterona y del factor de crecimiento epidermal (HER2) por lo cual la
terapia hormonal no es funcional para este tipo de cancer. Por el contrario la linea celular
MCEF-7 expresa los receptores de estrogenos y progesterona pero no expresa a HER2 por lo
que pertenece al subtipo luminal A. La viabilidad de estas lineas celulares se reduce entre
58% y 70% posterior al tratamiento con ivermectina. Lo cual puede indicar que la
ivermectina se podria utilizar como tratamiento en pacientes con cancer de mama con un

fenotipo basal.

La sensibilidad de estas lineas celulares al tratamiento puede estar relacionada al porcentaje
de CSC presentes en la poblacion total, se ha reportado que las lineas MDA-MB-23, MDA-
MB-468 y SKOV-3 tienen un alto contenido de células troncales tumorales [92,93]. MCF-7
no es una linea enriquecida con este tipo celular [94], sin embargo, expresa el gen Wnt7B
[95] el cual esta relacionado con el mantenimiento de la pluripotencialidad. Para comprobar
que el efecto antitumoral de ivermectina sobre estas lineas celulares es debido a la presencia
de la poblaciéon CSC, enriquecimos a esta poblacion mediante marcadores de superficie
CD44°/CD24". El porcentaje de CSC en las lineas celulares sensibles al tratamiento con
ivermectina de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-468 es de 5% y 24%, respectivamente
y para la linea celular de cancer de ovario es de 35% SKOV-3. En el caso de la linea resistente
de cancer de prostata DU145 el porcentaje de CSC es muy reducido 0.3%. Posterior a la
separacion de la poblacion troncal la tratamos con la ivermectina y observamos que el efecto
sobre la disminucion de la viabilidad celular y la capacidad clonogénica es mas evidente en
la poblacion troncal con respecto a la poblacion parental en las lineas sensibles. El
tratamiento con ivermectina desencadena una modulacion transcripcional de genes que estan
asociados a la EMT y el mantenimiento de un fenotipo troncal, esto tiene como consecuencia
que las CSC no puedan autorenovarse, disminuyendo su capacidad clonogénica in vitro. Se
ha demostrado que la ivermectina inhibe preferentemente la viabilidad de las poblaciones
enriquecidas con CSC (CD447/CD24"), en comparacion con las células parentales, en las

células de cancer de mama MDA-MB-231 [66]. Para ampliar estas observaciones, en este
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trabajo mostramos que la ivermectina inhibe preferentemente la poblacion de células
CD447/CD24, de dos lineas celulares de cancer de mama (MCF-7 y MDA-MB-468) y una
de cancer de ovario (SKOV-3). Estos efectos se asociaron con una disminucion de la
expresion de los genes de pluripotencialidad y autorenovacion Sox2, Nanog, Oct4 'y Maml3
[96]. Todavia se desconoce el mecanismo por el cual la ivermectina tiene este efecto sobre
las CSC. Sin embargo, un estudio mostrd que la ivermectina inhibe la funcién de SIN3, que
es parte de un complejo que regula positivamente a Nanog y Sox2 [64]. De acuerdo con estas
observaciones, la ivermectina ha demostrado reducir el crecimiento de esferas tumorales de
lineas celulares de cancer de mama triple negativo con una concentracion de 2.5 uM [64] y
cancer de colon a una concentracion de 1uM [61]. Nuestros resultados demuestran que el
tratamiento con ivermectina a una concentracion de 5 uM, reduce la viabilidad celular de las

CSC en un 90%.

Ademas de las células sensibles a ivermectina, observamos un grupo de células que fueron
resistentes al tratamiento con ivermectina, entre las cuales se encuentran las lineas
inmortalizadas pero no tumorales MCF-10A y HaCaT, lineas celulares tumorales como la de
cancer de prostata DU145; para estas lineas celulares la reduccion en la viabilidad celular no
va mas alld del 10%. La resistencia al tratamiento con ivermectina de la linea DU145 fue
previamente reportada por Schimmer y col [67] donde observaron que en esta linea el flujo
de iones cloruro hacia el interior de la célula es menor que en las células mas sensibles. Como
se esperaba, no se observd ningun efecto significativo posterior al tratamiento con
ivermectina en los ensayos de ciclo celular y apoptosis en la linea DU145, mientras que en
las células sensibles, se observo un arresto en la fase GO-G1 del ciclo celular, pero no se
observd la muerte celular por apoptosis. Estos resultados coinciden en parte con otros
trabajos donde la ivermectina inhibe la proliferacion celular [60,62,63,68,70,71]. Un estudio
mostro que en las células de carcinoma de colon, la ivermectina indujo la expresion de p21
y redujo la expresion de ciclina D1 [71]. Nuestros resultados demuestran que el tratamiento
con ivermectina induce un arresto en la fase GO-G1 del ciclo celular y hay un incremento en
la expresion de p21 y una disminucion en la expresion de las ciclinas D y E, asi como de
PCNA. Estas modificaciones en los niveles de expresion de dichas proteinas puede explicar

la induccion del arresto celular generado posterior al tratamiento con ivermectina.
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La ivermectina puede considerarse como un firmaco con multiples blancos terapéuticos, ya
que modula directa o indirectamente al menos nueve blancos o vias [9]. Estos resultados
sugieren que usar terapias convencionales de quimioterapia concomitante con ivermectina
puede aumentar las acciones antitumorales de la ivermectina. Se ha reportado que en las
células de leucemia mieloide la ivermectina tiene sinergismo farmacologico con la
daunorrubicina y la citarabina [67]. En este proyecto demostramos la existencia de
sinergismo farmacologico entre ivermectina y docetaxel en la linea celular de cancer de
mama MDA-MB-231. Se observo el mismo efecto farmacoldgico en la linea celular de
cancer de mama MCF-7 con la combinacion de ivermectina y tamoxifeno, asi como, en la
linea celular MDA-MB-468 con la combinacion de ivermectina y ciclofosfamida. De manera
interesante, la linea celular de cancer de prostata DU145 la cual es muy resistente al
tratamiento con ivermectina, en combinacion con docetaxel se observo una fuerte interaccion
sinérgica. El docetaxel se une al heterodimero de o y B-tubulina que conforma a los
microtibulos estimulando su ensamblaje, los estabiliza e inhibe su despolimerizacion, esta
accion produce que la célula no se pueda dividir. También afecta la organizacion del
centrosoma en la fase S del ciclo celular, lo que ocasiona una mitosis incompleta y la muerte
de la célula. Ashraf y colaboradores reportaron que la ivermectina es capaz de unirse al
heterodimero de tubulina en el nematodo Haemonchus contortus conduciendo a un efecto
muy similar al que produce el docetaxel en células humanas, en este mismo estudio se realizd
un analisis molecular in silico y se demostré que la ivermectina puede interaccionar con el
heterodimero de a y B-tubulina humana. El mecanismo de la ivermectina como agente
atimitdtico puede explicar el fuerte sinergismo que existe con el docetaxel [102] Por otra
parte, la ivermectina se une a los mismos sitios a los cuales se une el paclitaxel [102], esta
interaccion competitiva puede explicar el antagosnimo observado con paclitaxel en la linea

celular de cancer de ovario SKOV-3.

Finalmente, el tratamiento in vivo de la ivermectina en un modelo murino demostrd que es
capaz de reducir el volumen del tumor, sin afectar la condicion fisica del raton. Este efecto
ha sido demostrado por otros grupos de investigacion [60,63, 65, 67, 87], en el caso particular
de cancer de mama se ha realizado con lineas celulares con la clasificacion molecular basal;
la linea celular que evaluamos fue la linea celular de cancer de mama JC, que tiene una

clasificacion molecular luminal, la cual representa el 70% de todos los tipos de cancer
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diagnosticados. Las dosis que utilizamos en este proyecto para los experimentos in vitro € in
vivo son equivalentes a la dosis maxima reportada como segura en humanos y con los
resultados obtenidos se sugiere que la ivermectina puede ser considerada como un farmaco

antiparasitario reposicionado farmacologicamente para el tratamiento de cdncer de mama.

10. CONCLUSIONES

En este estudio se demostré que el tratamiento, in vitro € in vivo, con ivermectina, a la
concentracion mas alta reportada como segura en humanos tiene un efecto inhibitorio en la
proliferacion celular principalmente en células de cancer de mama y ovario al inducir el

arresto del ciclo celular en la fase GO-G1.

También se demostré que el efecto en la disminucién de la viabilidad celular y de la
capacidad clonogénica fue mayor en la poblacion de CSC con respecto a la poblacion

parental.

Por otro lado, la ivermectina tiene un efecto sinérgico en combinacion con diferentes

quimioterapéuticos.

Finalmente se observo que el tratamiento con ivermectina inhibe el crecimiento tumoral en

un modelo murino de cancer de mama.

Toda la evidencia pre-clinica resultante de este proyecto, respaldada por los reportes pre-
existentes, es sugerente de continuar con el estudio de ivermectina como un farmaco

antitumoral en cancer de mama en un estudio clinico.
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Figura suplementaria 1. Efecto de la ivermectina sobre la viabilidad celular y clonogenicidad
en diversas lineas tumorigénicas. Respuesta al tratamiento con ivermectina sobre la viabilidad en
diferentes lineas celulares a diferentes concentraciones (A-D). Respuesta al tratamiento con
ivermectina medido como capacidad clonogénica sobre diferentes lineas celulares a diferentes
concentraciones (E-H). IVM: ivermectina, *p<0.05; **p<0.01;***p<0.001;****p<0.0001.
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Tabla suplementaria 1. Lineas celulares, origen y medio de cultivo.

Linea celular Origen Medio de cultivo
MDA-MB-231 Mama Leibovitz's L-15 (Corning,Manassas, VA, USA)
MDA-MB-453 Leibovitz's L-15 (Corning, Manassas, VA, USA)
MDA-MB-468 Leibovitz's L-15 (Corning, Manassas, VA, USA)
MCEF-7 DMEM-F12 (Caisson Labs, Inc., North Logan, UT, USA)
SK-BR-3 McCoy's 5a (Life technologies, Grand Island, NY, USA)
U-2 OS Hueso McCoy's 5a (Life technologies, Grand Island, NY, USA)
K-562 Médula 6sea RPMI-1640 (Caisson Labs, Inc., North Logan, UT, USA)
Ca Ski Cérvix RPMI-1640 (Caisson Labs, Inc., North Logan, UT, USA)
HeLa DMEM-F12 (Caisson Labs, Inc., North Logan, UT, USA)
SiHa DMEM-F12 (Caisson Labs, Inc., North Logan, UT, USA)
HCT116 Colon McCoy's 5a (Life technologies, Grand Island, NY, USA)
SW480 Leibovitz's L-15 (Corning, Manassas, VA, USA)
HT-1080 Tejido DMEM-F12 (Caisson Labs, Inc., North Logan, UT, USA)
conectivo
Ishikawua Endometrio DMEM-F12 (Caisson Labs, Inc., North Logan, UT, USA)
D54 Glia RPMI-1640 (Caisson Labs, Inc., North Logan, UT, USA)
786-0 Rifion RPMI-1640 (Caisson Labs, Inc., North Logan, UT, USA)
HepG2 Higado DMEM-F12 (Caisson Labs, Inc., North Logan, UT, USA)
A549 Pulmoén RPMI-1640 (Caisson Labs, Inc., North Logan, UT, USA)
NCI-H1975 RPMI-1640 (Caisson Labs, Inc., North Logan, UT, USA)
Toledo Sangre RPMI-1640 (Caisson Labs, Inc., North Logan, UT, USA)
periférica
SKOV-3 Ovario McCoy's 5a (Life technologies, Grand Island, NY, USA)
PANC-1 Pancreas DMEM-F12 (Caisson Labs, Inc., North Logan, UT, USA)
AsPC-1 RPMI-1640 (Caisson Labs, Inc., North Logan, UT, USA)
DU145 Prostata DMEM-F12 (Caisson Labs, Inc., North Logan, UT, USA)
PC-3 DMEM-F12 (Caisson Labs, Inc., North Logan, UT, USA)
A375 Piel DMEM-F12 (Caisson Labs, Inc., North Logan, UT, USA)
AGS Estdmago RPMI-1640 (Caisson Labs, Inc., North Logan, UT, USA)
T24 Vejiga McCoy's 5a (Life technologies, Grand Island, NY, USA)
MCF10-A Mama DMEM-F12 (Caisson Labs, Inc., North Logan, UT, USA)
(inmortalizada)
HaCaT Piel RPMI-1640 (Caisson Labs, Inc., North Logan, UT, USA)
(inmortalizada)

Tabla suplementaria 2. Dias transcurridos en cultivo para ensayos de clonogenicidad por

linea celular.



Linea celular

Dias en cultivo

MDA-MB-231 14
MDA-MB-453 14
MDA-MB-468 21
MCF-7 14
SK-BR-3 21
U-20S 18
K-562 14

Ca Ski 21
HelLa 21
SiHa 21
HCT116 14
SW480 14
HT-1080 14
Ishikawua 21
D54 21
786-0 21
HepG2 21
A549 14
NCI-H1975 14
Toledo 14
SKOV-3 14
PANC-1 21
DU145 21
PC-3 21
A375 14
AGS 14

T24 21
MCF10-A 21
HaCaT 21
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Abstract

Purpose Ivermectin is an antiparasitic drug that exhibits antitumor effects in preclinical studies, and as such is currently
being repositioned for cancer treatment. However, divergences exist regarding its employed doses in preclinical works.
Therefore, the aim of this study was to determine whether the antitumor effects of ivermectin are observable at clinically
feasible drug concentrations.

Methods Twenty-eight malignant cell lines were treated with 5 pM ivermectin. Cell viability, clonogenicity, cell cycle, cell
death and pharmacological interaction with common cytotoxic drugs were assessed, as well as the consequences of its use
on stem cell-enriched populations. The antitumor in vivo effects of ivermectin were also evaluated.

Results The breast MDA-MB-231, MDA-MB-468, and MCF-7, and the ovarian SKOV-3, were the most sensitive cancer cell
lines to ivermectin. Conversely, the prostate cancer cell line DU145 was the most resistant to its use. In the most sensitive
cells, ivermectin induced cell cycle arrest at G—G, phase, with modulation of proteins associated with cell cycle control.
Furthermore, ivermectin was synergistic with docetaxel, cyclophosphamide and tamoxifen. Ivermectin reduced both cell
viability and colony formation capacity in the stem cell-enriched population as compared with the parental one. Finally, in
tumor-bearing mice ivermectin successfully reduced both tumor size and weight.

Conclusion Our results on the antitumor effects of ivermectin support its clinical testing.

Keywords Ivermectin - Cancer - Cancer stem cells - Drug repurposing

Introduction compound is known as ivermectin [3]. Ivermectin is a broad-

spectrum antiparasitic agent with human therapeutic dose

Avermectins are a complex of 16-membered macrocyclic
lactones produced from soil fermentation of the actinomy-
cete Streptomyces avermitilis [1, 2]. Eight avermectin com-
pounds exist (Ala, Alb, A2a, A2b, Bla, Blb, B2a and B2b),
and among them, the mixture of 80% B1la and 20% B1b has
the highest antiparasitic activity and safety [3]. Such mix

Electronic supplementary material The online version of this
article (https://doi.org/10.1007/s00280-020-04041-z) contains
supplementary material, which is available to authorized users.
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14080 Mexico City, Mexico

Published online: 30 May 2020

rang between 0.1 and 0.4 mg/kg [4-7]. As an antiparasitic,
ivermectin prevents the closure of glutamate-gated chloride
ion channels, leading to plasma membrane hyperpolariza-
tion, which paralyzes pharyngeal and somatic muscles of the
parasite, leading to its death [8].

Ivermectin is a drug candidate for repurposing as an
anticancer drug [9]. As such, it is important to determine
whether its antitumor effects in vitro can be achieved at
pharmacological doses. The therapeutic doses as an antipar-
asitic compound in human ranges between 0.1 and 0.4 mg/
kg, resulting in an AUC of 1444 pg/h/mL, which translates
into 1.65 pM using the calculator found in https://www.
tocris.com/resources/molarity-calculator, which considers
the molecular weight of ivermectin of 875.1 g/mol, a volume
of 1 mL, and the mass of 1.444 ug/h/mL. Nevertheless, stud-
ies showing the in vitro antitumor effects of ivermectin use
this drug at concentrations up to 100 pM, which could not
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be clinically reachable [9-20]. In a phase I pharmacokinetic
study done in healthy volunteers, it was demonstrated that
doses up to 2 mg/kg can be tolerable [21] using the same
formula, we calculated that at this dose, which leads to an
AUC of 4547 pg/h/mL [21], the in vitro concentration to be
tested test would be 5 uM of ivermectin.

In this sense, we analyzed the in vitro antitumor effects
of ivermectin in 28 cancer cell lines using a 5 uM concen-
tration. We found that ivermectin differentially reduced cell
viability and clonogenic capacity, through the induction of
cell cycle arrest. Moreover, ivermectin synergized with doc-
etaxel, tamoxifen and cyclophosphamide. We also identified
a higher antineoplastic effect on cancer stem cells than in the
parental population. Finally, we demonstrated an important
antitumor effect of ivermectin in vivo.

Materials and methods
Cell lines and drugs

All the cell lines were obtained from the American Type
Culture Collection (ATCC) (Manassas, VA, USA). All the
media were supplemented with fetal bovine serum and strep-
tomycin/amphotericin solution (Invitrogen, MA, USA), for a
final concentration of 10% and 1%, respectively. All the cell
lines, as well as their tissue of origin and the culture medium
used for each one, are found on Suppl. Table 1. Particularly,
the complete medium of MCF10-A cells was supplemented
as previously reported [22]. Cells were cultured at 37 °C in a
humidified 5% CO, atmosphere. The drugs and their respec-
tive vehicles that were employed for this work are found in
Suppl. Table 2.

Viability assays and inhibitory concentrations (ICs)
with ivermectin

Each cell line was seeded with 1 mL of its respective
medium, during a pre-incubation period of 24 h. Then, cells
were treated during 72 h with either 5 uM ivermectin or
its vehicle (0.1% absolute ethanol). After that, cells were
detached with a 0.5% trypsin—1% EDTA solution (Gibco,
NY, USA and Invitrogen, MA, USA, respectively) for cell
counting with the trypan blue exclusion assay. Briefly, cells
were gently mixed at 1:1 ratio with trypan blue stain solution
(Life Technologies®), and cell viability was evaluated with a
TC10™ Automated Cell Counter (BioRad®). The cytotoxic
effect was expressed as the percentage of cell viability rela-
tive to control cells. The resulting data were introduced in
the SigmaPlot® software version 10.0. The percentage of
growth inhibition was calculated, and IC,;—ICs, values were
obtained from survival curves.
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Clonogenic assays of ivermectin-treated cells

After finishing cell viability assays, 1000 cells/condition
were recovered and cultured in 2 mL of drug-free complete
medium during 14-21 days, according to the specific cell
line (Suppl. Table 1). Subsequently, colonies were fixed with
a methanol/acetic acid (3:1 v/v) solution, and stained with
0.4% crystal violet (Sigma-Aldrich, Germany). Colonies
on culture dish were counted with a stereo microscope and
quantified using the ImageJ software (2.0 version).

Flow cytometry determination of apoptosis
and necrosis of ivermectin-treated cells

DU145, MCF-7, MDA-MB-231 and MDA-MB-468 cell
lines were treated with 5 M ivermectin or its vehicle during
72 h. After that, cells were trypsinized, collected and washed
with PBS 1X. Then, cells were labelled with the annexin-
V-FLUOS staining Kit (Roche, Germany), and quantified
with a BD FACSCanto™ II flow cytometer. 50,000 events/
sample were employed to simultaneously analyze apoptosis
and necrosis, with the BC FACSDiva™ V6.1.3 software
(Becton Dickinson, USA).

Cell cycle analysis of ivermectin-treated cells by flow
cytometry

DU145, MCF-7, MDA-MB-231 and MDA-MB-468 cell
lines were treated with 5 uM ivermectin or its vehicle dur-
ing 72 h. After that, cells were trypsinized, collected and
washed with PBS 1X. Then, cells were stained with pro-
pidium iodide (Sigma®) during 20 min at room temperature
in the dark. 50,000 events/sample were collected to evaluate
cell cycle with a BD FACSCanto™ II flow cytometer (Bec-
ton Dickinson, USA). Cell cycle analysis was performed
with the ModFit LT V.2.0 software.

Viability curves and identification of ICs
of the chemotherapeutic drugs

DU145, MCF-7, MDA-MB-231 and MDA-MB-468 cell
lines were treated with increasing doses of either cyclophos-
phamide (0.5-10 pM), docetaxel (1-100 pM, 1-10 nM), or
tamoxifen (0.5-10 uM), and compared against the corre-
sponding vehicle, during a 72 h period. Then, cell viability
and the IC, 5, values were evaluated as stated before.

Pharmacological interactions

Increasing doses of ivermectin (IC,,, IC5,, IC,,, and 1Cs)
were combined with their respective increasing doses of
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either docetaxel, tamoxifen or cyclophosphamide, depend-
ing on the evaluated cell line. The resulting mixes were
employed during 72 h for viability assays on the DU145,
MCF-7, MDA-MB-231 and MDA-MB-468 cell lines, as
previously described. The pharmacological interaction was
determined using the combination index (CI) method with
the Calcusyn software (Biosoft®) [23], to determine the
presence of synergism, antagonism, or additive effects.

Selection of cancer stem-like cells by sorting
markers of stemness

Cells from MCF-7, SKOV-3, and MDA-MB-468 cell
lines (6 X 10%, 6x 10° and 4 x 10° cells, respectively) were
incubated at 4 °C in the dark during 40 min with fluoro-
phore-conjugated monoclonal antibodies against human
CD44-FITC (BD Biosciences, 555742) and human CD24-
PE (BioLegend, Inc, 311106), or against their respective
isotype controls (FITC-IgG2bk, BD Biosciences, 555742;
PE-IgG2ax, BD Biosciences, 555574). Labeled cells were
washed twice with wash buffer. The marker populations
were evaluated using BD FACSDiva version 6.1.3 (BD Bio-
sciences), with a BD FACSAria II™ (BD Biosciences) flow
cytometer (Suppl. Figure 1).

Cell viability evaluation on cancer stem-like cells

Spheres from MCF-7, MDA-MB-468 and SKOV-3 cell
lines were grown in low-adherence flasks (Corning, ME,
USA) under stem-cell conditions, as reported by [24, 25].
After a 15-day period of growing, spheres were harvested
and centrifuged (350G, 5 min). Next, cellular viability was
measured as stated before. 5x 10° cells/well were seeded
in low-adherence 24-well plates (Corning, ME, USA), and
treated with either 5 pM ivermectin or its vehicle during
72 h. Finally, cells were stained with trypan blue to assess
cell viability, as aforementioned. The number of colonies
was counted every 24 h with an inverted optical microscope.

Quantitative reverse transcription and real-time
PCR

Cancer stem-like cells from the MCF-7, MDA-MB-468
and SKOV-3 cell lines were treated with either 5 uM iver-
mectin or its vehicle during 72 h. RNA isolation, qPCR,
and primers for Nanog, Oct-4 and Sox-2 genes were done
according to our previous report [9]. The employed primers
for mastermind-like transcriptional coactivator 3 (Maml3)
were: forward, 5'-GGG CGG CAT AAA CAC CAA-3', and
reverse, 5'-GAC ACG CGC GAC ACA CA-3’, and were
employed by following [9].

Western blot analysis

DU145, MCF-7, MDA-MB-231 and MDA-MB-468 cell
lines were treated with either 5 pM ivermectin or its vehi-
cle during 72 h. Then, total protein extraction and western
blot analysis were done, by following our previous report
[9]. The primary antibodies anti-PCNA (1:1500; cat. no.
SC56, Santa Cruz Biotechnology), anti-Cyclin E (1:1500;
cat. no. SC198, Santa Cruz Biotechnology), anti-Cyclin D
(1:1500; cat. no. SC753, Santa Cruz Biotechnology), and
anti-p21 (1:1500; cat. no. SC-6246, Santa Cruz Biotechnol-
ogy) or anti-actin peroxidase (1:20,000; cat. no. A 3854,
Sigma-Aldrich, Germany) were used. For cyclins E and
D, the secondary bovine anti-rabbit antibody (1:2000; cat.
no. sc-2370, Santa Cruz Biotechnology) was used, and for
p21 and PCNA, the secondary bovine anti-mouse antibody
(1:2000; cat. no. sc-2371, Santa Cruz Biotechnology) was
employed.

In vivo animal studies

All animal experiments were approved and conducted under
the guidelines of the Bioethical and Scientific committees
of the National Institute of Oncology (protocol numbers
CEl/1145/17 and 017/016/1IBI, respectively), in Mexico City,
Mexico. 5% 10° JC murine breast cancer cells were subcu-
taneously injected in one flank of 6-week-old female Balb/c
mice (n=36). Each mouse was daily treated with cyclodex-
trin [26] carrier alone, or with ivermectin conjugated with
cyclodextrin (45% final concentration), for a final dosage of
3 mg/kg, during 21 days. This dose is equivalent to 243 ug/
kg in humans, according to the Reagan-Shaw formula [27]:
human equivalent dose =animal dose (mg/kg) X mouse K.,/
human K, where the human and mouse K, was 37 and
3, respectively. Tumor volumes were calculated according
to the formula: volume = (Major axis X minor axis?) X (1/6).
Tumor volumes and mice global weight were measured
every 3 days until they were killed at day 21, when the tumor
was also weighted.

Statistical analyses

Analyses were performed with the GraphPad Prism soft-
ware (version 6.0; GraphPad Software, CA, USA). All the
in vitro and in vivo experiments were conducted at least in
triplicate, with three internal replicates. p values were calcu-
lated using the unpaired Student’s # test followed by Welch’s
post hoc test for apoptosis and cell cycle assays, as well as
for both spheres’ viability and colony-forming capacity on
the stem population, for mice weight one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by the Tukey post-hoc test for
viability and clonogenicity assay over the 30 cell lines; and
two-way ANOVA followed by the Kruskal-Wallis post-hoc
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test for tumor volume. Data were expressed as mean + SD.
A p value <0.05 was considered as statistically significant.

Results

Ivermectin mainly inhibits cell viability
and clonogenic capacity on breast and ovarian
cancer cell lines

We screened 28 malignant and two healthy cell lines with
the maximum safe human serum concentration of ivermectin
(5 uM). We found that the two healthy cell lines MCF10-A
and HaCaT, as well as the U-2S0O and DU145 malignant
cell lines, were the most resistant to ivermectin treatment.
On the contrary, the MDA-MB-231, MCF-7, MDA-MB-468
and SKOV-3 cell lines were highly responsive, since the
percentage of viability decreased by 58%, 67%, 67%, and
70%, respectively (Fig. 1a). Next, clonogenicity tests were
performed to determine the ivermectin effect over the ability
to form colonies (Fig. 1b). There was no significant effect
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on the clonogenic capacity in MCF10-A, DU145, A375 and
U-2S0 cells. Conversely, HT-1080, MDA-MB-468, MDA-
MB-231 and SKOV-3 cells got reduced their ability to form
colonies (Fig. 1c). To select the cell lines for further assays,
we made a linear correlation between viability and clono-
genicity. We selected DU145 as a resistant cell line, and
MCEF-7, MDA-MB-231 and MDA-MB-468 as sensitive cell
lines to ivermectin (Fig. 1d).

Ivermectin does not induce cell death by apoptosis
on cancer cell lines

Next, to evaluate whether the reduction on cell viability after
treatment with ivermectin was due to apoptosis or necro-
sis, we treated DU145, MCF-7, MDA-MB-231 and MDA-
MB-468 cell lines, with 5 uM ivermectin. We observed an
absence of significant effect on apoptosis and necrosis in all
the evaluated cell lines (Fig. 2a—d). Therefore, we suggested
that 5 uM ivermectin does not induce cell death through
these pathways.
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Fig.1 Ivermectin effect on cell viability and clonogenic capacity
over different tumorigenic cell lines. Viability (a) and clonogenic (b)
effects on different cancer cell lines after 5 uM ivermectin. Colony
formation on the most sensitive and resistant cell lines to the treat-
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Ivermectin arrests cells at G,-G, phase of the cell
cycle

To conclude whether the effect of ivermectin on sensitive
and resistant cell lines was associated with disturbances on
the cell cycle phases, we performed cell cycle assays. We
observed no significant changes on the resistant line DU145
(Fig. 3a). However, the sensitive cell lines MCF-7, MDA-
MB-231 and MDA-MB-468 were arrested in the cell cycle
phase G(-G,. (Fig. 3b—d). Western blot assays showed that
the treatment with ivermectin on the sensitive cell lines
decreases the levels of cyclin D, cyclin E and PCNA, while
p21 got increased (Fig. 3e—f). These results suggest that
ivermectin blockades the transition from G(-G, to S phase.

The pharmacological combination of ivermectin
and standard chemotherapeutics has synergistic
effects

Since ivermectin could be therapeutically repositioned, we
decided to evaluate a possible synergistic effect between
ivermectin and some chemotherapy drugs currently used
to treat breast and prostatic cancer. To this end, we per-
formed dose—response curves with docetaxel, tamoxifen and

cyclophosphamide. The inhibitory concentrations (ICs),, 5,
were calculated for both ivermectin (Table 1) and the chemo-
therapeutic compounds (Table 2). Subsequently, the combi-
nation index (CI) was determined by combining the ICs of
ivermectin plus the chemotherapeutic drug. Interestingly,
the resistant cell line DU145 had the most synergistic effect,
since the IC,, combination of ivermectin plus docetaxel
showed a strong negative CI value (Fig. 4a). Besides, we
observed a synergistic effect on MCF-7, MDA-MB-231 and
MDA-MB-468 cell lines, starting at IC;, doses of the ana-
lyzed compounds (Fig. 4b—d). This suggests that ivermectin
could be combined with some standard therapies as a treat-
ment against certain types of cancer.

Ivermectin reduces cell viability and colony
percentage on the cancer stem-like malignant
population

We have previously reported that ivermectin preferentially
targets the cancer stem-like population on the MDA-MB-231
cell line [9]. Therefore, we wanted to determine whether
ivermectin has the same effect over the cancer stem-like
cells derived from MCF-7, MDA-MB-468 and SKOV-3
cell lines. After isolating the cancer stem-like population
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Table 1 Inhibitory concentrations (IC), s, of ivermectin

Cell line IC,, (uM)  IC55 (uM)  IC,, (M)  ICs, (UM)
DU145 10.3 11.5 12.5 13.5
MCF-7 0.42 0.69 1.09 1.66
MDA-MB-231 0.47 0.85 2.03 6
MDA-MB-468 0.31 0.55 0.93 1.52

from the parental cells (total of sorted populations 7.8 x 10°,
9.4x 10, and 1.8 x 10*, respectively), the sorted populations
were treated with 5 pM ivermectin. We observed that among
all the evaluated cell lines, a decrease in cell viability and
clonogenicity is more evident in the cancer stem-like cells
than in their parental population (Fig. Sa—c). In addition, we
performed qPCR experiments to measure Nanog, Sox2, Oct4
and Mamal3, and it was found that the expression levels

PCNA, p21 and actin proteins of the aforementioned cell lines (e)
and their densitometry comparison (f). /VM Ivermectin; *p<0.05;
#p <0.01; **¥p <0.001; **¥*p <0.0001

of those genes was reduced (Fig. 5d—f). This suggests that
ivermectin has a preferential depletion effect on the cancer
stem-like cell population.

Ivermectin reduces the tumoral volume
in a syngeneic mice model

After treating the murine breast cancer cell line JC with
5 uM ivermectin, the cell viability and the number of colo-
nies decreased by 75% and 21%, respectively (Fig. 6a, b).
Next, after treating JC-bearing mice with ivermectin, we
observed that tumors grew slower than those in mice from
the control group (Fig. 6¢). At day 21 of the assay, the aver-
age volume of tumors in treated mice was 63% smaller
than in the control group (Fig. 6d—f). Interestingly, while
the tumor weight was 56% lower in the treated group with
respect to the control (Fig. 6e), the mice weight did not show

Table 2 Inhibitory

concentrations (G, 5 of Cell line Drug IC,, (uM) 1C,, (uM) IC,, (uM) ICy, (uM)

docetaxel, tamoxifen and DU145 Docetaxel 6.25 14.34 41 111.1

cyclophosphamide MCEF-7 Tamoxifen 0.57 1.16 1.86 2.8
MDA-MB-231 Docetaxel 0.00096 0.00013 0.00017 0.00022
MDA-MB-468 Cyclophosphamide 0.23 0.56 1.05 1.65
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Fig.5 Ivermectin (5 uM) reduces the viability and the colony-form-
ing capacity on the cancer stem-like malignant population. Effect in
cell viability and colony formation ability of cancer stem-like popula-
tions from the MCF-7 (a), MDA-MB-468 (b) and SKOV-3 (¢) cell
lines. Representative photography of colonies of each cell line at 24,

significant differences between the groups (fig. 6g, h). Such
results are consistent with our previous observations where
ivermectin stops cell proliferation in vitro, suggesting that
ivermectin acts the same way in vivo. A weakness of this
study is that we were unable to purchase immunosuppressed
mice to be injected with human cancer cells.

Discussion

Currently, affordability of safer and effective anticancer
drugs is urgently needed for cancer patients. Drug repur-
posing can help to solve the current problem. Among many
drugs in development under the repurposing approach, iver-
mectin is very promising because its antitumor effects are
seen at concentrations achievable in patients receiving this
drug, which are around 5 uM [21]. Secondly, ivermectin has
been administered to millions of patients, and therefore, its
safety is not a major concern. Together, our results on the
growth inhibition of the human cancer cell lines plus the
previous data from around 26 cancer cell lines treated with
ivermectin [10] indicate that more than 50 human cell lines
are inhibited in some degree by ivermectin, which supports
its potential as a wide-spectrum cancer drug. Moreover, we
observed a directed correlation between in vitro sensitivity
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48 and 72 h of treatment, and of colonies from control cells after
72 h, are also provided. Relative mRNA levels of stemness genes
from the MCF-7 (d), MDA-MB-468 (e) and SKOV-3 (f) cell lines.
1VM Ivermectin; **p <0.01; ****p <0.0001

with clonogenicity (Fig. 1). Regarding in vivo data, human
xenografts of glioblastoma, leukemia and carcinomas of
breast and colon origins in nude mice, as well as numerous
murine cell lines in syngeneic models, have shown that a
median dose of 5 mg/kg ivermectin has a strong antitumor
effect [12, 13, 15, 17, 18]. Here we were unable to get immu-
nosuppressed mice. Hence, we tested the JC murine breast
cancer cells in Balb/c mice. At a dose of 3 mg/kg (human
equivalent dose of 243 pg/kg), according with the formula
by [27], we observed more than 60% reduction in tumor size,
without changes in mice weight.

To further analyze the cellular effects of ivermectin, we
selected a resistant (prostate DU145, inhibition of 9% only)
and sensitive cell lines (breast MDA-MB-231, MCF-7 and
MDA-MB-468, viability inhibition ranging between 58 and
70%). As expected, no significant effect with 5 pM iver-
mectin in cell cycle and apoptosis was observed in DU145,
whereas in the sensitive cells, there was a statistically sig-
nificant arrest in G-G,, but cell death by apoptosis was not
observed. These results partly agree with other works where
ivermectin inhibits cell proliferation [12, 14, 15, 19, 28, 29].
A study showed that in colon carcinoma cells, ivermectin
induced the expression of p21 and reduced cyclin D1 [13].
As we observed mainly a G;-G,, arrest, we demonstrated
that ivermectin increased the expression of p21, while
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reduced cyclin D, cyclin E and PCNA proteins. Further char-
acterization of ivermectin regarding the expression of cdk4
and cdk6 (G1 regulatory proteins), as well as cdk2 and cyc-
lin A (S phase regulators), are needed for better characteriza-
tion of ivermectin effects upon cell cycle. Nevertheless, our
results are in agreement with the data from Song et al. [29].

Ivermectin has shown to preferentially inhibit the viabil-
ity of cancer stem-like cells enriched populations (CD44%/
CD247), as compared to parental cells, in MDA-MB-231
breast cancer cells [9]. To extend these observations, here
we show that ivermectin preferentially inhibits the sorted
CD44%/CD24~ cells, of two breast cancer and one ovar-
ian cancer cell lines. These effects were associated with a
decreased expression of the stem cell pluripotency and self-
renewal genes, Sox2 and Nanog [30]. The mechanism by
which ivermectin has this effect on cancer stem-like cells
is still unknown. However, a study showed that ivermectin
inhibits the function of SIN3 [16], which is part of a com-
plex that positively regulates Nanog and Sox2 [13]. Accord-
ing to these observations, ivermectin has shown to reduce
the growth of tumorspheres of triple-negative breast cancer
[16] and colon cancer [13] cell lines.
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resentative photography of recovered tumors (f) at the end of the
21-day assays. Mice weight over time (g). Mice weight after remov-
ing the tumor at the end of the 21-day assays (h). /[VM Ivermectin;
#p <0.05; ***%p <0.0001

Ivermectin can be considered as a multi-targeted drug
as it directly or indirectly modulates at least nine targets or
pathways [10]. Adding chemotherapy drugs may increase
the antitumor actions of ivermectin. A work has shown
in myeloid leukemia cells that ivermectin synergizes with
daunorubicin and cytarabine [18]. Here we demonstrate a
synergy between ivermectin with docetaxel or cyclophos-
phamide in estrogen receptor-negative breast cancer cells,
and with tamoxifen in MCF-7 cells. Of note, while DU145
is minimally inhibited by docetaxel, when used together with
ivermectin, a strong synergy is observed. As ivermectin is a
multitargeted drug, it is difficult to determine these interact-
ing mechanisms leading to synergy. Inhibition of MDR by
ivermectin [11, 31] may underlie the synergy with tamox-
ifen, which itself is a MDR inhibitor [32], as well as the
inhibition of Pakl as a described mechanism of tamoxifen
resistance [33]. MDR inhibition may also participate in syn-
ergy with docetaxel and cyclophosphamide [34, 35]. Iver-
mectin decreases expression of stem-cell like markers and
exerts relative selectively upon stem-cell like populations
[9]. A potential reduction on the stem cell marker ALDH
[36] by ivermectin can be responsible for its synergy with
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cyclophosphamide, as this is a key enzyme for its detoxifi-
cation [37].

In summary, we show that ivermectin, at clinically feasi-
ble concentrations, has inhibitory actions mainly in human
breast cancer cells, which are related to cell cycle arrest. It
also showed a preferential effect on cancer stem cells, and
synergized with several chemotherapy drugs. Finally, we
showed that ivermectin inhibits the tumor growth in a breast
cancer mouse model. Although this work is not mechanistic,
it adds preclinical evidence to support the clinical testing of
ivermectin as an anti-cancer drug.
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Abstract: Drug repositioning is a highly studied alternative strategy to discover and develop anticancer drugs. This
drug development approach identifies new indications for existing compounds. Ivermectin belongs to the group
of avermectins (AVM), a series of 16-membered macrocyclic lactone compounds discovered in 1967, and FDA-
approved for human use in 1987. It has been used by millions of people around the world exhibiting a wide margin
of clinical safety. In this review, we summarize the in vitro and in vivo evidences demonstrating that ivermectin ex-
erts antitumor effects in different types of cancer. lvermectin interacts with several targets including the multidrug
resistance protein (MDR), the Akt/mTOR and WNT-TCF pathways, the purinergic receptors, PAK-1 protein, certain
cancer-related epigenetic deregulators such as SIN3A and SIN3B, RNA helicase, chloride channel receptors and
preferentially target cancer stem-cell like population. Importantly, the in vitro and in vivo antitumor activities of
ivermectin are achieved at concentrations that can be clinically reachable based on the human pharmacokinetic
studies done in healthy and parasited patients. Thus, existing information on ivermectin could allow its rapid move

into clinical trials for cancer patients.

Keywords: Ivermectin, cancer, drug repurposing

Introduction

The antiparasitic drug ivermectin was initially
approved in humans in 1987 to orally treat
onchocerciasis, also known as river blindness,
caused by the blackfly-transmitted parasite
Onchocerca volvulus in poor populations aro-
und the tropics, mostly in West and Central
Africa [1, 2]. In humans, its use has improved
the nutrition, general health and well-being of
billions of people worldwide since it was first
used to treat onchocerciasis. Not only that, but
in veterinary medicine, ivermectin is used to
treat billions of livestock and pets around the
world, helping to boost production of food and
leather products, as well as to keep billions of
companion animals, particularly dogs and hors-
es, healthy. Nowadays, ivermectin by its own
has produced sales greater than US$1 billion/
annum during the past two decades [3] and is
annually taken by close to 250 million people
[4].

Ivermectin belongs to the group of avermectins
(AVM), which is a group of 16-membered mac-

rocyclic lactone compounds discovered in 1967
in the Japanese Kitasato Institute [1, 3] in fer-
mentation broths of actinomycetes cultures
with the fungus Streptomyces avermitilis [4-6].
AVM family members include, among others,
selamectin, abamectin, monoxidectin and iver-
mectin (Figure 1), all of which differ from the
antibacterial and antifungal 16-membered
macrocyclic lactones by owning a bisoleandro-
syloxy substituent at the C13 [3]. Ivermectin is
the most commonly employed compound from
the AVM group, being a more potent and sa-
fer semi-synthetic mixture of the two AVMs
22,23-dihydroavermectin-B, . and dihydroaver-
mectin-B, , at a reason of 4.1, respectively [1].
Since 1981 ivermectin has been employed for
agriculture, veterinary and aquaculture purpos-
es [1], and is recognized as nematocidal, acara-
cidal and insecticidal [3, 7]. The antiparasitic
efficacy of ivermectin is not limited to onchocer-
ciasis, since it is also effective for filarial infec-
tions such as those caused by Wuchereria ban-
crofti, Brugia malayi, Loa loa, Mansonella per-
stans, and Mansonella ozzardi [7]. It also er-
adicates gastrointestinal parasites, including
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HO

ABAMECTIN

Figure 1. Compounds belonging to the
avermectin family. Some AVM family
members are showed in the picture.
All of them are recognized by a 16-car-
bon macrocyclic lactone core with the
bisoleandrosyloxy substituent at C13.
The characteristics substituents of iver-
mectin are marked in gray.

Ascaris lumbricoides, Strongyloides stercora-
lis, Enterobius vermicularis, Trichuris trichiuria,
and Ancylostoma duodenale [7]. Besides, it is
employed to treat trypanosomiasis, malaria,
leishmaniasis, scabies and head lice [1]. In par-
asites and helminths, ivermectin, as well as
the rest of AVMs, increases the activity of
y-aminobutyric acid (GABA) receptors or gluta-
mate-gated chloride ion channels (Glu-Cl) [3, 4,
6], which blockades the signal between neuron
and muscle [3].

In mammals, GABA-sensitive neurons are sec-
ured by the blood-brain barrier (BBB) within the
central nervous system (CNS), protecting verte-
brates against potential harmful effects of
AVMs [3, 6]. In support of this statement, sub-
population of collie dogs that have defective
function of the multidrug resistance (MDR) pro-
tein (commonly a 4 base-pair deletion of the
mdr-1 gene which produces a stop codon),
which is an integral part of the BBB and func-
tions as a drug-transport pump in the BBB,
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have increased neurotoxicity to ivermectin [8].
On the other hand, invertebrates are dose-
dependent susceptible due to the widespread
allocation of Glu-Cl channels, in whom ivermec-
tin induces the opening of GABA-regulated CI
channels that generates an influx of CI- [1, 7].
The resulting hyperpolarization impedes the
phosphorylation of the regulatory light chain of
myosin Il by PAK1 [9], promoting paralysis of
somatic muscles with concomitant uncoordi-
nated movement, starvation due to inhibition of
pharyngeal pumping, and death [1, 3, 5, 7].
Certainly, the affinity of ivermectin for the para-
site is 100 times greater than for the mamma-
lian brain, but at least in onchocerciasis, iver-
mectin action is mostly restricted to the micro-
filariae stage of Onchocerca volvulus [7] as the
macrofilariae form does not require pharyngeal
pumping to survive [1]. The rate of reduction in
microfilarial worms is close to 98% with only
two weeks of ivermectin administration, an
effect maintained within the next 12 months
[4].
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Current use and dosage as an antiparasitic
drug

In humans, the most used dose of ivermectin
for onchocerciasis, strongyloidiasis and entero-
biasis ranges between 150 to 200 ug/kg [10-
12], while it is used at higher doses of 400 ug/
kg for lymphatic filariasis [13]. It is noteworthy
the report of a clinical trial on the use of iver-
mectin for patients with spinal damage and
muscle spasms where the drug was adminis-
tered up to 1.6 mg/kg subcutaneously twice a
week for 12 weeks [14].

Toxicity

This compound has a wide margin of safety in
ruminants, pigs and equine, as well as in most
of the dog breeds [15, 16]. The acute toxicity of
ivermectin has been investigated in various
species of animals. The signs of toxicity were
similar after oral and intraperitoneal adminis-
tration in rats and mice, and the effects con-
sisted in ataxia, tremors, and reduced activity
[17]. In early stages of development, ivermectin
at doses of 0.4-0.8 mg/kg in mice, 10 mg/kg in
rats, and 3-6 mg/kg in rabbits, increased the
incidence of cleft palate, but it was not consid-
ered as embryotoxic since the frequency of
anomalies was very low [18]. The toxic effects
have been related to its interaction with the
P-glycoprotein, which limits its access to the
CNS. The absence of this protein determines
the accumulation of ivermectin in the brain of
transgenic mice that do not express it. Finally,
in adult Rhesus monkeys that ingested it daily
for 16 days at 1.2 mg/kg, no undesirable
effects were detected [18].

There are several toxicological reports of iver-
mectin in different species. The lethal dose 50
(LD50) reported in mice [19] is 25 mg/kg
administered orally, whose human equivalent
dose (HED) is 2.02 mg/kg. The LD50 increases
up to 30 mg/kg when this compound is admin-
istered intraperitoneally in mice (HED 2.43 mg/
kg). For rats the average lethal dose is 50 mg/
kg orally (HED 8.01 mg/kg) and 55 mg/kg
intraperitoneally (HED 8.91 mg/kg). In rabbits
it is 406 mg/kg in topical application, while in
dogs it is 80 mg/kg administered orally (HED
43.24 mg/kg) [20]. Clearly, it seems that the
higher the phylogenetic scale the lower toxicity
by ivermectin. These data are in accord with
the findings in a review paper on avermectins
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poisoning (14 on suicidal attempt). In this retro-
spective review, among 18 patients exposed to
abamectin and one to ivermectin, 15 were poi-
soned by oral ingestion. Four were asymptom-
atic and 8 had minor symptoms with a mean
ingestion of 23 mg/kg (range in 4.2-67 mg/kg).
Seven patients manifested severe symptoms,
such as coma (seven), aspiration with respira-
tory failure (four), and hypotension (three), after
a mean ingestion of 100.7 mg/kg avermectin
(15.4 mg/kg for ivermectin and 114.9 mg/kg
for abamectin). All 7 seven patients received
intensive supportive care; 1 patient died 18
days later as a result of multiple organ failure
[21].

In humans it is considered that ivermectin gen-
erates low levels of toxicity because its targets
are confined within the CNS. Indeed, most
patients treated with ivermectin have no side-
effects other than those caused by the immune
and inflammatory responses against the para-
site, such as fever, pruritus, skin rashes and
malaise [7, 22], and when present, they appear
within 24-48 h after treatment [23]. Certainly,
moderate symptoms such as arthralgia, dizzi-
ness, fever, skin edema, dyspnea and hypoten-
sion may be more related with the microfilarial
load in the patient rather than with the intrinsic
toxicity of ivermectin [24]. Reports on cases of
encephalopathy in patients co-infected with
onchocerciasis and lymphatic filariasis after 48
h of treatment with ivermectin can be found in
the literature [25], but it is believed that this
adverse reaction is due to the obstruction of
the microcirculation of the brain by the accumu-
lation of dead or paralyzed parasites, which
leads to brain embolism [26].

In conclusion, the immense number of patients
who have been treated with ivermectin shows
that it is a safe and a well-tolerated drug.
Beyond the side effects attributable to the
immunological and inflammatory reaction elic-
ited by dying or death parasites, there are sym-
pathetic signs related to ivermectin intoxica-
tion, including tremors, mydriasis, sialorrhea,
motor incoordination and coma [27].

Pharmacokinetics

The pharmacokinetics of ivermectin have been
widely studied in various mammals, including
humans; is a fat-soluble compound, with a dis-
tribution volumen of 46.9 L; it has a mean peak
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Table 1. Pharmacokinetics of ivermectin in healthy and para-

sited subjects

ment. Therefore, drug repurposing
has the potential to reduce the

Doses C

(mg/ke) (ng/mL)

Condition

Route max o T (h)

Parasitic infection 0.1-0.2 Oral 52.0 5.2

Healthy 0.35-0.6  Oral 87.0 4.2
Healthy 0.7-1.1 Oral 165.2 3.6
Healthy 1.4-2.0 Oral 2478 4.2

AUC whole process up to 3-12 years,
(ug/h/mL) and consequently, the potential
2.852 recycle of compounds towards a
1.444 new indication is an attractive
2.099 opportunity for patients on need

4547 [30]. The relevance of drug reposi-

plasma level of ~4 h after oral administration
with a second peak at 6-12 h because of
enterohepatic recycling [1], and possesses an
oral clearance of 1.2 L/h [7]. With a plasma
protein binding of 93% [7], this drug experienc-
es low biotransformation within the organism
[4-6]. The maximum concentration in plasma is
reached 4-5 h after its oral administration; its
half-life is approximately 19 h and is metabo-
lized in the liver by the cytochrome CYP1A and
CYP3A4 complexes, generating 10 metabo-
lites, mostly demethylated and hydroxylated.
Its excretion is mainly by feces and only 1% is
excreted in the urine [28]. Table 1 shows the
pharmacokinetic data of ivermectin in humans
infected with parasites, as well as in healthy
humans treated with various doses of ivermec-
tin [28, 29]. According with Table 1, the molar
concentrations achieved taking into account
the total exposure of the drug measured by the
area under the curve (systemic exposure) in
healthy individuals or patients treated for para-
sitic diseases are:

3.25 yM/h in parasitized patients with a dose
of 0.1-0.2 mg/kg, 1.64 pM in healthy subjects
with a dose of 0.35-0.6 mg/kg, 2.4 uM/h in
healthy subjects with a dose of 0.7-1.1 mg/kg,
and 5.2 uM/h in healthy subjects with a dose of

2 mg/kg.

Drug repurposing in cancer

Drug repurposing, drug redirecting or drug
reprofiling is defined as the identification of
novel usages for existing drugs. Both develop-
ment risks and costs, as well as safety-related
failure, are reduced with this approach because
such drugs have well-known formulation devel-
opment, in vitro and in vivo screening, as well
as pharmacokinetic and pharmacodynamic
profiles. Also, the first clinical phases of many
drugs had been completed and can be
bypassed to reduce several years of develop-
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tioning in research is demonstrat-
ed with the fact that since the first
publication of the subject back to 2004, there
are more than 500 papers about it until 2013,
at least in PubMed [31]. However, the majority
of repositioned agents were discovered before
starting with systematic efforts on 2006 to
identify drugs with potential additional use,
suggesting a serendipitous detection [30, 32,
33]. Currently, other ways to identify com-
pounds with repositioning potential are infor-
med insights and platforms established to
identify in silico repositioning opportunities
[32, 34]. Furthermore, with the recently assem-
bly of the Drug Repurposing Hub, an online
repurposing library that systematically classi-
fies a collection of clinically tested compounds
from existing databases, now it is possible to
easily search and view drugs according to their
clinical status, drug indications, or mechanism
of action, allowing to rapidly find agents for fur-
ther evaluation [35].

Important efforts have been made for drug
repositioning in cancer. Pantziarka et al. have
recently summarized on this topic. They report
at least 235 non-cancer drugs with proven anti-
tumor activity either in vitro or in vivo, and
among these, 67 (29%) are in the World Health
Organization (WHO) list of essential medicines,
and 176 (75%) are off-patent [36]. 133 (57%)
had human data in cancer patients [36]. Four
were listed in clinical guidelines, namely thalid-
omide, all-trans retinoic acid, zoledronic acid
and non-steroidal anti-inflammatory drugs
(NSAID) [36]. Of note, at least 3 drugs have
shown a survival benefit in randomized trials:
cimetidine (colorectal cancer), progesterone
(breast cancer) and itraconazole (lung cancer)
[36]. Few examples of drug-target networks
analyses show that both simvastatin and keto-
conazole are anti-proliferative compounds in
breast cancer [32], while gene expression pro-
files suggest that topiramate can be used to
treat small-cell lung cancer and that sirolimus
can be useful for glucocorticoid-resistant acute
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Figure 2. Antitumor mechanisms of ivermectin. 1. lvermectin inhibits the P-glycoprotein pump, that induces a mul-
tidrug phenotype in the cancer cell. 2. lvermectin acts as an ionophore and up-regulates chloride channels to gen-
erate apoptosis and osmotic cell death. 3. By decreasing the function of the mitochondrial complex |, ivermectin
limits the electronic movement in the oxidative phosphorylation pathway that stimulates oxygen consumption rate
to generate ATP for the cell. Concomitantly there is a reduction in the phosphorylation levels of Akt, impacting in
the mitochondrial biogenesis process. Furthermore, alterations in the mitochondrial machinery are related with in-
creased levels of reactive oxygen species that damage DNA. 4. lvermectin induces ICD through the stimulation of an
ATP- and HMGB1-enriched microenvironment, which promotes inflammation. This drug also increases ATP sensitiv-
ity and calcium signals in P2X membranal receptors, particularly P2X4 and P2X7, to induce ATP-dependent immune
responses. 5. Ivermectin promotes the poly-ubiquitination of the kinase PAK1, which directs it to degradation in the
proteasome. Defective PAK1, in turn, inhibits the Akt/mTOR pathway. At the same time, ivermectin stimulates the
expression of Beclinl and Atgb, both related with induction of autophagy and reduces the function of the negative
regulator of apoptosis Bcl-2. Together, this generates autophagy and apoptosis. 6. lvermectin represses AXIN2,
LGR5 and ASCL2, all of them positive regulators of WNT-TCF while promotes the repressor of the WNT signaling FIL-
IP1L. Concomitantly, ivermectin promotes the expression of several IFN-related genes, such as IFIT1, IFIT2, IF144,
ISG20, IRF9 and OASL. 7. Ivermectin modifies the epigenetic signature and the self-renewal activity in the malignant
cell due to its ability to mimic the SIN3-interaction that binds to the PAH2 motif of the cancer-associated deregula-
tors SIN3A and SIN3B. SIN3A naturally induces NANOG and SOX2, which are stimulants of stem cell pluripotency.
8. Ivermectin limits the function of the RNA helicases NS3 and DDX23, both of which are related with ribosome
biogenesis and post-transcriptional modifications, as well as with mRNA degradation. DDX23 acts as a promoter
of miR-21, which is a well-recognized stimulator of tumor progression. 9. lvermectin inhibitis preferentially the CSC
population and up-regulates pluripotency and self-renewal genes NANOG, SOX2 and OCT4. IVM: ivermectin; ATP:
adenosine triphosphate; OCR: oxygen consumption rate; ROS: reactive oxygen species.

lymphocytic leukemia [35]. On the other hand,
drugs that were first formulated to treat cancer

might also be useful to treat non-malignant dis-
eases. That is the case of inhibitors of histone
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Table 2. Summary of the antitumor targets of ivermectin

and the tumor growth inhibition value

reached a maximum when avermectin

Target Effect References
MDR protein Inhibition [39]
Chloride channel Increase of activity [44]
Akt/mTOR pathway Inhibition [47]
P2X7/P2XT receptors Activation [50, 51]
PAK1 protein Inhibition [9, 54]
WNT-TCF pathway Inhibition [57, 58]
SIN3 domain Inhibition [59]
NS3 DDX23 helicase Inhibition [64]
Nanog/Sox2/0ct4 genes Downregulation [67]

B1 was injected on day 3 after tumor
inoculation. Based on the fact that iver-
mectin inhibits multidrug resistance in
tumors, avermectin IB1 was tested with
vincristine in the Ehrlich carcinoma, with
results indicating that the antitumor
effect of vincristine is greatly increased
when avermectin 1B1 is administered
after vincristine [40]. No further studies
have exploited the anti-MDR effect of

deacetylase enzymes that are approved for
T-cell lymphoma, but are prospective targets
for malaria, leishmaniasis and trypanosomiasis
[371.

Molecular mechanisms of the antitumor ef-
fects of ivermectin

Despite the relatively short time on which iver-
mectin has been investigated as a drug for can-
cer repositioning, a number of molecular mech-
anisms of action have been discovered (Figure
2 and Table 2). Among these are the following;:

Ivermectin as an inhibitor of the multi-drug
resistance (MDR) phenotype

The firsts reports on the potential antitumor
activity of ivermectin appeared almost 20 years
ago, and these were somehow linked with the
recently discovered basis for the MDR pheno-
type at that time. Gros P et al. in 1986 reported
the isolation of DNA clones complementary to
the cellular messenger RNA transcripts of MDR
genes, and showed that high-level expression
of a full-length complementary DNA clone in an
otherwise drug-sensitive cell confers a com-
plete MDR phenotype [38]. Later on, Didier
and Loor proved by a short-term assay the
P-glycoprotein function inhibition, which mea-
sures the restoration of the retention of two
P-glycoprotein probes in MDR cells to their
parental cells, concluding that ivermectin is
also a substrate and an inhibitor of P-glyco-
protein [39]. Though not named as ivermectin,
avermectin IB1 showed the ability to reduce
tumor growth in vivo by 50% at day 5 at dose of
1 mg/kg (HED 81 pg/kg) in SHK male mice
bearing a solid Ehrlich carcinoma. In addition,
at the same dose it inhibits the growth of the
carcinoma cell line 755 (C57/BL6 male mice),
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ivermectin. Nevertheless, the search for
novel strategies and/or schedule optimi-
zation of MDR inhibitors continues [41], which
suggests that there is still room for investigat-
ing ivermectin roles in reversing or preventing
the development of the MDR phenotype.

Ivermectin as an ionophore drug

The term ‘ionophore’ was first used in 1967 in
reference of the ability of organic molecules to
bind metal cations and to form lipid soluble
complexes that facilitate their transport across
cellular membranes. Thus, ionophores can dif-
fuse back and forth between the extracellular
and intracellular spaces, or may remain in the
plasma membrane as their transport metal
ions between intracellular and extracellular
spaces [42]. lonophore antibiotics act by gener-
ating pores in biological membranes that dra-
matically alter the ionic household of cells.
Salinomycin is an example of an ionophore anti-
biotic which generates ion channel-like struc-
tures that exhibit strong selectivity for K, but
other monovalent cations are also conducted
(e.g., Na* and H*) [43]. Traditionally, the cell-
killing activity of ionophore antibiotics is
thought to originate from profoundly deregulat-
ing osmosis, as well as from direct cytotoxic
effects of the altered biochemical landscape. It
is known that malignant cells tend to upregu-
late chloride channels, which potentially could
mark them as more sensitive to alterations in
chloride flux, and that an unbalance in intracel-
lular chloride concentrations affects intracellu-
lar Ca?* levels, as well as pH and cell volume,
which can lead to apoptosis in the affected cell
[44).

In line with these statements, in a screen of a
small chemical library of antibiotics and meta-
bolic regulators to identify anti-leukemia com-
pounds, Sharmeen et al. found that ivermectin
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induces cell death at low micromolar concen-
trations (IC50 of 10 uM) in HL60O, KG1la, and
OCI-AML2 acute myeloid leukemia cell lines, as
well as in primary patient samples. Cell death
was caspase-dependent and interestingly, nor-
mal hematopoietic cells were much less sensi-
tive to ivermectin as it did not induce apoptosis
at concentrations up to 20 yM. Similar effects
were seen when leukemia and normal cells
were tested for clonogenicity. They also showed
that increased chloride influx correlated with
cell death and changes in both cell size and cell
hyperpolarization, as these effects were much
more marked in sensitive leukemia cells as
compared to normal cells. Interestingly, there
was a synergistic or additive interaction in OCI-
AML2 and U937, but not in normal cells, when
they treated with ivermectin plus cytarabine or
daunorubicin [44].

Ivermectin as an inductor of mitochondrial
dysfunction and oxidative damage

On the basis that anthelmintics or antibiotics
may target mitochondria in mammalian cells
[45, 46], ivermectin was tested in glioblastoma
cell lines to identify whether its antitumor effect
occurs via inhibition of mitochondrial biogene-
sis or function. As expected, ivermectin inhibits
in a dose-dependent manner the basal and
maximum oxygen consumption rate (OCR),
most likely by decreasing the enzyme activity of
respiratory complex | but not II, IV or V, and con-
sistent with that, both the membrane potential
and electrochemical proton gradient decrease
while a significant increase in mitochondrial
superoxide and decreased ATP are observed.
Furthermore, by establishing a subline of the
U87 cell line deficient in mitochondrial respira-
tion it was proved that under these conditions
ivermectin was unable to induce cell death, as
well as when these cells were co-treated with
the antioxidants alfa-tocopherol or mannitol.
These effects were tracked down by studying
the Akt/mTOR pathway, which at least in part
controls mitochondria biogenesis and function.
Results showed that ivermectin decreases
phosphorylation of Akt (S473), mTOR (S2481)
and the ribosomal S6 protein (rS6) in U87,
T98G and HBMEC cells, indicating that iver-
mectin inhibits the Akt/mTOR pathway [47].
The effect of ivermectin upon mitochondria and
oxidative damage has been recently corrobo-
rated in a study on renal cancer cell lines,
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where it was demonstrated that renal cancer
cells do have higher mitochondrial mass and
basal and maximal OCR [48]. As in the Liu et al.
study, ivermectin in this model also decreased
mitochondrial membrane potential as well as
basal and maximal respiratory capacities. Of
note, ivermectin significantly increased intra-
cellular ROS and 8-OHdG levels, suggesting
that the antitumoral effects of ivermectin are
related to oxidative stress and DNA damage.
This was confirmed by the abolition of the inhib-
itory effect of ivermectin in these renal cancer
cell lines when co-treated with acetyl-L-carni-
tine (ALCAR) or N-acetyl-L-cysteine (NAC), a
stimulant of mitochondrial biogenesis and an
antioxidant, respectively [48].

Ivermectin as an inductor of immunogenic cell
death (ICD)

Immunogenic cell death (ICD) is characterized
by the presence of damage-associated molecu-
lar patterns (DAMPs) such as the membranal
exposure of calreticulin and the release of both
ATP and high-mobility group box 1 (HMGB1)
into the extracellular space, which are then rec-
ognized by immune cells to elicit antineoplas-
tic activities [49]. Exogenous ATP regulates
defense through P1, P2X and P2Y purinergic
receptors [50]. However, recently P2X7 overex-
pression has been correlated with promotion
of both tumor growth and metastases [50].
Although within the tumor microenvironment
ATPases such CD39 and CD73 degrade ATP to
its immunosuppressive form, adenosine, iver-
mectin can surpass their effect by a potent
induction of both HMGB1 and ATP extrusion
which, in turn, induces inflammation [50].
Certainly, it has been reported in triple-nega-
tive breast cancer cells (TNCB) that ivermectin
allosterically potentiates P2X4/P2X7- and cas-
pase-1-mediated ICD due to the stimulation of
an ATP-enriched tumor microenvironment, dis-
rupting the balance between the survival and
cytotoxic roles of purinergic signaling in malig-
nant cells, which also induces autophagy [50].
One additional work done with human mono-
cyte-derived macrophages corroborated the
ivermectin association with PX24 and P2X7
receptors. Such research demonstrated that
ivermectin increases ATP sensitivity and delays
current deactivation after ATP wash-out in
PX24 receptors, which together with the aug-
mentation of ATP-induced currents and Ca?*
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signals in P2X7 receptors, suggests that iver-
mectin may stimulate ATP-dependent immune
responses [51]. Altogether, literature indicates
that ivermectin could promote and potentiate
ICD at the tumor microenvironment.

Ivermectin as an inductor of autophagy

Autophagy, a self-degradative catabolic path-
way is characterized by formation of double-
membrane autophagosomes, which sequester
excess or defective organelles and fuse with
lysosomes for degradation of enclosed materi-
als in the lysosome to mobilize energy and
nutrients under certain cellular stimuli such as
starvation, developmental transitions, hypoxia
and/or oxidative stress [52, 53]. lvermectin in
ovarian and glioblastoma cancer cell lines pro-
motes ubiquitination-mediated degradation of
the oncogenic kinase PAK1 [1, 47], a key pro-
tein in cytoskeletal reorganization and nuclear
signaling for tumor growing in more than 70% of
all human cancers [1]. PAK1 downregulation in
turn blockades the repressor of autophagy Akt/
mMTOR as evidenced by decreased phosphoryla-
tion of Akt, mTOR, p70S6K and 4EBP1 via direct
interaction of PAK1 with Akt [54]. In fact, one
work with multiple breast cancer cell lines
treated with ivermectin showed its autophagy-
promoter role by the formation of acidic vesicu-
lar organelles, with double-membraned autoph-
agosomes by transmission electronic micros-
copy, and with the promotion of the expression
levels of the autophagy-related proteins Beclin
1 and Atgh in a dose-dependent fashion.
Ivermectin, in turn, increases the interaction of
Beclin 1 with positive regulators of autophagy,
specifically Atg14L and Vps34, while diminish-
es its interaction with negative regulators such
as Bcl-2 [54]. All together it is demonstrated
that the ivermectin autophagic effects in this
model results from inhibition of the PAK1/Akt/
mTOR pathway.

Ivermectin as an inhibitor of the WNT-TCF
pathway

The antiproliferative function of ivermectin has
been widely documented. A study aimed to find
out drug candidates for repositioning with the
ability to block the WNT-TCF signaling, which
inactivates the tumor suppressor APC in sever-
al sporadic human cancers and stimulates the
constitutive activation and translocation into
the nucleus of B-catenin during neoplastic
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transformation [55, 56], revealed that ivermec-
tin at low micromolar concentrations performs
anti-WNT-TCF response in cancer cells [57]. The
authors showed the efficacy of ivermectin to
inhibit BrdU incorporation in colon cancer, glio-
blastoma and melanoma cell lines, indicating
repression in cell proliferation [57]. Besides,
they demonstrated upregulation of activated
caspase 3 and repression of the positive WNT-
TCF targets AXIN2, LGR5, and ASCL2 in DLD1
and Ls174T colon cancer cells [57], opening the
possibility to use ivermectin to block WNT-TCF-
dependent cancers, such as those from breast,
skin, lung and intestine [1, 57]. Moreover, after
investigating the ivermectin anti-clonogenic
activity by analyzing spheroid formation, they
showed that pre-treatment of such cell lines
with ivermectin diminishes clonal floating
spheroids by up to 73%, which together with
the repression of the positive cell cycle regula-
tor cyclin D1, suggests a limiting cancer stem
cell formation driven by ivermectin [57]. In fact,
ivermectin role as an WNT-TCF inhibitor led to
use it as a positive control of such pathway in
one research that screened a library of plant
and microorganism natural compounds, which
confirmed ivermectin suppressor activity by
transcriptomic analysis that showed an upregu-
lation of the repressor of WNT signaling FILIP1L
up to 10-fold by the use of this compound
[58]. Such study also revealed the increase of
the interferon-responsive genes ISG20, IFIT1,
OASL, IRF9, IF144, and IFIT2, in colon cancer
cells [58]. Interestingly, it has been suggested
the employment of interferon to inhibit WNT-
TCF pathway [58].

Ivermectin as an epigenetic modulator

Other recognized field of action of ivermectin in
cancer involves epigenetic regulation. One work
done with the breast cancer cell line MDA-
MB-231 reported the functional effect of iver-
mectin after an in silico screen of 2,000 FDA-
approved small molecule drugs. The authors
evaluated the ability of ivermectin to mimic the
SIN3-interaction domain (SID), which naturally
binds to the PAH2 motif belonging to the breast
cancer-related epigenetic deregulators SIN3A
and SIN3B [59]. By nuclear magnetic reso-
nance they demonstrated that ivermectin
indeed blocks the PAH2-SID interaction [59].
Furthermore, since SIN3A is part of a complex
that positively regulates the stem cell and self-
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Table 3. Antitumor effects of ivermectin in vitro

Tumor type Cell lines [uM] Effects Reference
Human leukemia OCI-AML2 5, Induces cell death through upregulation of [44]
HL60 10, ROS.
uosr 15,
K61la 20
Prostate cancer DU145
PPC-1
Human glioblastoma us7 1, Induces growth inhibition, apoptosis and [47]
T98G 5, anti-angiogenesis.
10
Ovarian cancer TYK-nu 0.1, Inhibition of cell proliferation. [9]
KOC7C 1,
SKOV3 10,
RMUG-S 100
HEI-193
Breast cancer MDA-MB-435, 5,  Stimulates autophagy and inhibition of cell [54]
MDA-MB-231 10, proliferation.
MDA-MB-468 15,
MDA-MB-361 20
MCF-7
HS578T
Murine breast cancer 4T1.2 1, Induces apoptosis and necrosis. Induces [50]
DDHer2 4, autophagy.
8,
Murine melanoma C57BL/6 16 Inhibition of cell proliferation and clono-
genic capacity.
Murine colon adenocarcinoma CT.26 Increases the amount of ROS.
Human breast cancer MDA-MB-231
MCF7
SKBR3
Human melanoma A2058
A375
Human pancreatic cancer PANC1
MiaPaca2
Human prostate cancer DU145
Human head and neck cancer A253
Human leukemia Mv411
Human colon cancer CcCi14 0.1, Inhibits cell proliferation and induces [567]
apoptosis.
CC36 1,
Ls174T 5,
HT29 10
Human glioblastoma DLD1
U251
Human melanoma SKMe12
Murine breast cancer 4T1 0.01, Inhibition of invasiveness and restoration of [59]
tamoxifen sensitivity.
MMTV-Myc 0.1,
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MDA-MB-231 1
D3H2LN

Human breast cancer

Human breast cancer

1,

5,
8

MDA-MB-231 0.2,
0.4,
0.8,

Inhibition of cell growth and metastases.

Preferentially inhibits cell viability and clo- [67]
nogenicity of the stem cell population.

renewal markers NANOG and SOX2, the authors
analyzed the role of ivermectin to inhibit such
genes and proved that in D3H2LN cells at
doses of 0.5 uM it reduces NANOG and SOX2
gene expression by 80%, with a decrease
between 90-100% in clonogenic tumorsphere
growth [59].

Ivermectin as a helicase inhibitor

RNA helicases represent a large family of pro-
teins implicated in many biological processes,
including ribosome biogenesis, splicing, trans-
lation and mRNA degradation [60]. Members of
the DEAD-box family of RNA helicases play
important roles in various aspects of RNA pro-
cessing, including transcription, spliceosome
biogenesis, ribosome biogenesis, splicing, nucl-
eocytoplasmic transport, translation and decay
[61, 62]. These family members share a con-
served core that includes the amino acid
sequence D-E-A-D (aspartate-glutamate-ala-
nine-aspartate). They use energy received from
ATP hydrolysis to unwind double-stranded RNA,
generally act as components of multi-protein
complexes, and have diverse functions that
depend on their interacting partners. Several
DEAD-box RNA helicases are aberrantly ex-
pressed in various types of cancer, where they
may play important roles in cancer develop-
ment and/or progression [61, 62]. In 2012,
Mastrangelo et al. uncovered that ivermectin
was an effective inhibitor of the NS3 helicase
activity from the Kunjin virus (an Australian vari-
ant of the yellow fever virus) by an in silico test,
and confirmed it by in vitro helicase enzymatic
assays [63]. On the other hand, a recent study
in glioma cell lines has found that the RNA heli-
case DDX23 regulates the oncogenic miR-21
biogenesis at post-transcriptional level [64],
and it is over-expressed in glioma tissues as
compared to normal brain, which is associated
with poor survival of glioma patients. After the
authors assayed a number of drugs known to

326

inhibit viral helicases, they found that ivermec-
tin inhibits the DDX23-mediated potentiation of
pri-miR-21 processing that, in turn, decreases
the levels of both precursor and mature miR-
21, a well-recognized poor prognostic upregu-
lated marker in cancer [65]. The treatment with
ivermectin in glioma cell lines both in vitro and
in vivo was able to induce antitumoral effects,
which suggests that the antihelicase role of
ivermectin can be considered as another
mechanism of its anticancer effect.

Ivermectin as a stem-cell cancer inhibitor

In 2009, Gupta et al. performed a high-through-
put screening to discover selective inhibitors of
cancer stem cells (CSCs), and found that sali-
nomycin reduces the proportion of CSCs by
>100-fold relative to paclitaxel. Besides, they
showed that salinomycin inhibits mammary
tumor growth in vivo, and that it induces
increased epithelial differentiation of tumor
cells accompanied by the loss of expression of
breast CSC genes [66]. As salinomycin is an
antiparasitic drug for veterinary use only, our
group searched similar compounds for human
use that could also act as selective inhibitors of
CSCs. Our results showed that ivermectin has
high similarity with salinomycin (similarity of
0.78), and therefore we hypothesized that the
antiparasitic drug ivermectin could also have
similar biological properties as salinomycin
[67]. The results of this study showed that iver-
mectin has growth inhibitory effects upon
MDA-MB-231 cells in the range of 0.2-8 uM,
and as predicted, ivermectin preferentially
inhibits the viability of CSCs-enriched popula-
tions (CD44*/CD24") and cells growing in spher-
oids, as compared to bulk cell population. The
opposite pattern was observed with paclitaxel
where the non-CSCs (CD44*/CD24*) were sen-
sitive to paclitaxel at nanomolar concentra-
tions, while the inhibition of the stem cell sub-
population was only observed at higher drug
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Table 4. Antitumor effects of ivermectin in vivo

Days of

Dose

Tumor type Tumor cell line treat. mg/ke Mice Effects of Ivermectin Ref.
Murine leukemia MDAY-D2 10 3, NOD/SCID mice Reduces tumor volume [44]
5, up to 70% in all models
6
i.p.
Human leukemia K562 3 oral
OCI-AML2
Human glioblastoma ug7 21 40 SCID mice Reduces tumor volume [47]
T98G i.p. up to 50%
Breast cancer MDA-MB-231-GFP 10 2.4 NOD/SCID mice Reduces tumor volume [54]
i.p. up to 60%
Human glioma u87MG 42 3, Balb/c nude mice Reduces tumor volume [64]
up to 50% at 3 mg/kg.
10 At 10 mg/kg tumors were
not detectable
i.t.
Human colon cancer LDL1 21 10 NMRI nude mice Reduces tumor vol- [57]
ume up to 85% (LDL1
cell line). No effect is
observed in the tumor
cc14 i.p. TCF-independent cell line
HT29 (CC14)

i.t.: intratumoral. i.p.: intraperitoneal.

concentrations. According with this, ivermectin
reduces the expression of maintenance of the
pluripotency and self-renewal markers Nanog,
Oct4 and Sox2 at both mRNA and protein levels
[67]. A summary of the molecular mechanisms
of the antitumor effects of ivermectin are
shown in Table 2 and Figure 2.

Antitumor effects of ivermectin, in vitro and
in vivo

There are a number of in vitro and in vivo pre-
clinical studies where ivermectin demonstrates
its efficacy against a wide range of malignant
conditions, including solid and hematological
malignancies. In breast cancer, ivermectin has
been studied in MDA-MB-435, MDA-MB-231,
MDA-MB-468, MDA-MB-361, MCF-7, HS578T
and SKBR3 cell lines where it demonstrates its
ability to inhibit cell proliferation, induction of
apoptosis, autophagy and reversion of tamoxi-
fen resistance among other effects [51, 55, 60,
67]. These effects are also reported in cancer
cell lines from ovarian, prostate, head and
neck, colon, and pancreas, as well as in mela-
noma [9, 45, 51]. Similar results are also
observed in a number of murine cancer cell
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lines including breast, melanoma and colon
[51, 60]. Two studies in glioblastoma cell lines
show that ivermectin not only induces growth
arrest and apoptosis, but induces anti-angio-
genic effects [48, 58], whereas two more stud-
ies extend these observation upon myeloblas-
tic acute leukemia cell lines [41, 51]. Of inter-
est, the median concentration used for the in
vitro treatment from all studies referred in
Table 3 was 5 uM (0.01-100 pM) which is clini-
cally achievable according with the pharmaco-
kinetic data in humans shown in Table 1.
Regarding the in vivo evaluation of ivermectin
(Table 4), this has been done in immune defi-
cient mice using human acute myeloblastic leu-
kemia, glioblastoma, breast and colon carcino-
ma, as well as in the murine lymphosarcoma
cell line MDAY-D2. These studies show more
than a 50% reduction in tumor volumes after
ivermectin treatment, which varied from 10 to
42 days of treatment by either oral, intraperito-
neal or intratumoral routes (more commonly
intraperitoneal). The median dose employed
was 5 mg/kg (2.4-40 mg/kg), which is equiva-
lent to 0.40 mg/kg in humans, a dose below to
the highest dose safely used in human subjects
evaluated so far (2 mg/kg) (Table 1). Thus, the
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in vitro and in vivo results with ivermectin
strongly suggest that its antitumor effects in
cancer patients can be achieved at feasible
doses.

Conclusions

The recognition that drug repositioning is a
clever opportunity to accelerate the develop-
ment of cancer drugs is increasing. So far, at
least 235 clinically-approved, non-cancer drugs
have proven antitumor activity either in vitro, in
vivo, or even clinically. Among these, ivermec-
tin, an antiparasitic compound of wide use in
veterinary and human medicine, is clearly a
strong candidate for repositioning, based on
the fact that i) it is very safe, causing almost no
side-effects other than those caused by the
immune and inflammatory responses against
the parasite in infected patients, and ii) it has
proven antitumor activity in preclinical studies.
On the other hand, it is now evident that the
use of very selective “unitargeted” drugs is
commonly associated to early development of
resistance by cancer cells, hence the use of
“dirty” or “multitargeted” drugs is important to
explore. In this sense, ivermectin has this
potential as it modulates several targets such
as the multidrug resistance protein (MDR), the
Akt/mTOR and WNT-TCF pathways, the puriner-
gic receptors, the PAK-1 protein, certain can-
cer-related epigenetic deregulators such as
SIN3A and SIN3B, RNA helicase activity, while
stimulates chloride channel receptors leading
to cell hyperpolarization, and down-regulates
stemness genes to preferentially target cancer
stem-cell like population, at least in breast can-
cer. Importantly, the in vitro and in vivo antitu-
mor activities of ivermectin are achieved at
concentrations that can be clinically reachable
based on the human pharmacokinetic studies
done in healthy and parasited patients. Thus,
existing information on ivermectin could allow
its rapid move into clinical trials for cancer
patients.
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