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RESUMEN
Antecedentes

Existen limitadas opciones antivirales para el tratamiento de los pacientes con enfermedad por
coronavirus 2019 (COVID-19) que hayan demostrado eficacia clinica y ninguno de ellos es un
farmaco oral.

La ivermectina (IVM), una lactona macrocitica con un amplio espectro antiparasitario, ha
demostrado tener una potente actividad in vitro contra el SARS-CoV-2 en cultivos celulares.

Métodos

Completamos un ensayo clinico piloto, aleatorizado, controlado y cegado para el evaluador de los
resultados, con el objetivo de evaluar la actividad antiviral de dosis altas de IVM en pacientes con
COVID-19. Los pacientes elegibles eran adultos (de 18 a 69 afios) con infeccidn por SARS-CoV-2 leve
o moderado confirmado por RT-PCR, dentro de los 5 dias posteriores al inicio de los sintomas. 45
pacientes fueron aleatorizados en una proporcion de 2: 1 para estdndar de atencion mas IVM oral a
0,6 mg/ kg/ dia durante 5 dias versus estandar de atencion. El criterio primario de valoracién fue la
reduccion de la carga viral en las secreciones respiratorias en el dia 5. La carga viral en las
secreciones respiratorias se midio mediante RT-PCR cuantitativa. Las concentraciones de IVM en
plasma fueron medidas en varios dias de tratamiento. Este ensayo esta registrado en
ClinicalTrials.gov, NCT004381884.

Hallazgos

El ensayo se desarrolld entre el 18 de mayo y el 29 de septiembre de 2020 con 45 pacientes
aleatorizados (30 en el Grupo IVM y 15 controles). No hubo diferencia en la reduccién de la carga
viral entre los grupos, pero se encontré una diferencia significativa en la reduccion en pacientes con
niveles medios de IVM en plasma mds altos (72% IQR 59 - 77) versus controles no tratados (42% IQR
31-73) (p=0,004). Los niveles medios de la concentracién plasmatica de ivermectina también
mostraron una correlacion positiva con la tasa de descomposicion viral (r: 0, 47, p = 0, 02). Se
notificaron eventos adversos en 5 (33%) de los pacientes en los controles y 13 (43%) en el grupo
tratado con IVM, sin una relacién entre los niveles plasmaticos de IVM y los eventos adversos.

Interpretacién

En este ensayo piloto se identificé una actividad antiviral dependiente de la concentracion de IVM
oral en dosis altas, con un régimen de dosificaciéon que fue bien tolerado. Se necesitan ensayos
grandes con criterios de valoracion clinicos para determinar la utilidad clinica de IVM en COVID-19.

Financiamiento: Este trabajo fue apoyado por la subvencién IP-COVID-19-625 de la Agencia Nacional
de Promocidn de la Investigacidn, el Desarrollo Tecnolégico y la Innovacion, Argentina y Laboratorio
ELEA / Phoenix, Argentina.




INVESTIGACION EN CONTEXTO
Evidencia antes de este estudio

El papel potencial de la ivermectina contra el SARS-CoV-2 se informd por primera vez en abril de
2020 cuando un grupo australiano publicd resultados in vitro. Desde entonces, multiples articulos de
opinidén y estudios no controlados intentaron comprender el significado de esos resultados y la
utilidad de la ivermectina en COVID-19. Se realizaron busquedas en Clinicaltrials.gov el 16 de octubre
e identificamos 39 ensayos registrados. Una busqueda en Pubmed en la misma fecha identificé 72
articulos publicados sobre ("COVID" o "SARS") e “lvermectina”, ninguno de ellos era un ensayo
clinico o ensayo controlado aleatorio.

Valor agregado de este estudio

Nuestro estudio es el primero que aporta evidencia de la actividad antiviral de la ivermectina contra
el SARS-CoV-2 en pacientes con COVID-19, a través de ensayo clinico ciego, aleatorizado y
controlado. La incorporacion de determinaciones cuantitativas de carga viral y las mediciones de los
niveles plasmaticos de ivermectina permiten una interpretacion en profundidad de los datos y la
identificacion de las concentraciones sistémicas de ivermectina necesarias para un efecto antiviral
significativo. El uso de un grupo de control no tratado destaca la necesidad de ensayos controlados y
sobre la dindmica de la carga viral en la historia natural de COVID-19. Finalmente, también
agregamos mas informacidn sobre la seguridad de la ivermectina en dosis altas.

Implicaciones de toda la evidencia disponible

Se identificd un efecto antivirico dependiente de la concentracion de la ivermectina en COVID-19,
con reducciones significativas en la carga viral del SARS-CoV-2 en las secreciones respiratorias entre
los pacientes, logrando una alta concentracién de ivermectina sistémica en comparacion con los
controles no tratados. Estos resultados, que no mostraron toxicidad relacionada con el uso de
ivermectina en dosis altas, proporcionan evidencia del efecto antiviral y apoyan el disefio de ensayos
para investigar las implicaciones clinicas de nuestras recomendaciones. También se requieren
estudios adicionales de los factores involucrados en la biodisponibilidad oral de la ivermectina.

Introduccion

La aparicién de un nuevo coronavirus, el SARS-CoV-2 en Wuhan en diciembre de 2019 y su
propagacion pandémica causando el COVID-19 en un escala mundial, con mas de 33 millones de
casos notificados y 1 millén de muertes a finales de septiembre 2020, ha impulsado la busqueda de
intervenciones farmacoldgicas para tratar, prevenir y mitigar las consecuencias de esta infeccion
respiratoria aguda potencialmente devastadora. Se han evaluado varios agentes terapéuticos en
diferentes etapas de la enfermedad como posibles terapias antivirales; la mayoria de como parte de
una estrategia de reutilizacién de farmacos para principios activos que ya se utilizan en otros
tratamientos. Aunque diferentes moléculas como hidroxicloroquina, lopinavir y remdesivir han
demostrado actividad antiviral contra el SARS-CoV-2 in vitro, la evidencia de los ensayos clinicos
controlados solo ha demostrado beneficios clinicos para el remdesivir intravenoso en subgrupos de
pacientes hospitalizados. *




La ivermectina (IVM) es un farmaco antiparasitario ampliamente utilizado contra varias
enfermedades por filarias, sarna, y estrongiloidiasis, con mas de 900 millones de comprimidos
distribuidos en 2019 a través de la OMS para el tratamiento de la oncocercosis y la filariasis linfatica,
como parte de la Lista de Medicamentos Esenciales de la OMS.** Después de décadas de uso
intensivo, seguro y eficaz, la IVM ha mads recientemente se evalud para posibles nuevas indicaciones,
incluida la malaria y varias infecciones virales que demostraron ser susceptibles a la IVM in vitro
como el dengue, el zika y la influenza. *

Se informd una potente actividad contra el SARS-CoV-2 en cultivos de células Vero-hSLAM utilizando
altas concentraciones de IVM.” Diferentes modelos farmacocinéticos (PK) y farmacodindmicos (PD)
sugirieron que las concentraciones plasmaticas extremadamente altas necesarias para el efecto
antiviral observado in vitro requeriria dosis lejos de las utilizadas con seguridad en humanos, para
alcanzar concentraciones cercanas a 2 UM, la mitad de la concentracién inhibitoria maxima (1C50)
requerida contra el SARS-CoV-2 in vitro. ® La IVM se prescribe en regimenes basados en el peso, con
mayor frecuencia a 0,2 mg/kg, aunque 0,4 mg/kg estd aprobado para las infecciones por Wuchereria
bancrofti.” Basado en su perfil de seguridad, los regimenes de dosificacion mas altos estan bajo
evaluacién debido a su utilidad potencial para nuevas indicaciones y estrategias de dosificacion.

Evaluar la actividad antiviral y el perfil de seguridad de la IVM en dosis altas en pacientes con COVID-
19 y para avanzar en el conocimiento sobre el papel de este fdrmaco, completamos una prueba de
ensayo clinico controlado aleatorizado en pacientes hospitalizados con enfermedad leve y
moderada. Para conseguir mas informacion sobre la posible utilidad clinica de la IVM en COVID-19,
se investigd la relacidon entre los aspectos de PK (exposicion sistémica) y PD (dindmica de la carga
viral). Aqui presentamos los resultados del ensayo con descripciones sobre el impacto de la IVM en
la carga viral de SARS-CoV-2 en las secreciones respiratorias.

Métodos

Disefio del estudio y participantes

Un ensayo multicéntrico, aleatorizado individualmente, abierto, cegado de los resultados para el
observador y controlado, para evaluar la actividad antiviral y la seguridad, de un régimen de 5 dias
de dosis alta de IVM, versus ningln tratamiento, en una proporcién de asignacidon de 2: 1, en
pacientes adultos hospitalizados con COVID-19 leve a moderado. Todos los pacientes de ambos
grupos recibieron atencién estandar. El ensayo se realizé en 4 hospitales del Area Metropolitana de
Buenos Aires, Argentina.

Se obtuvo la aprobacién ética de los Comités de Etica Institucionales Independientes y de las
agencias reguladoras nacionales y de distrito. Todas las personas participantes proporcionaron su
consentimiento informado por escrito. El ensayo se realizé de acuerdo con los principios de |a
Declaracién de Helsinki. Este estudio esta registrado en ClinicalTrials.gov, NCT004381884.

Los participantes elegibles fueron pacientes con COVID-19, de 18 a 69 afios con infeccidon confirmada
por RT-PCR, hospitalizados, con etapas de enfermedad 3 a 5 de la escala ordinal de 8 categorias de
estado clinico de la OMS, y sin necesidad de ingreso en unidad de cuidados intensivos. Los criterios
de elegibilidad incluian inicio de los sintomas del COVID-19 < 5 dias en el momento del



reclutamiento, ausencia de uso de farmacos con potencial actividad contra el SARS-CoV-2
disponibles en Argentina durante el ensayo (hidroxicloroquina, cloroquina, lopinavir y azitromicina);
y esas drogas no fueron permitidas durante la primera semana del ensayo. Los criterios de exclusiéon
incluyeron el uso de inmunomoduladores dentro de los 30 dias del reclutamiento, embarazo,
lactancia, comorbilidades mal controladas y alergias conocidas a la IVM. Los pacientes en edad fértil
(hombres y mujeres) eran elegibles si estaban de acuerdo en tomar medidas anticonceptivas
(incluyendo anticoncepcién hormonal, métodos de barrera o abstinencia) durante el periodo del
estudio y al menos 30 dias después de la ultima administracion del fadrmaco del estudio.

Aleatorizacion y enmascaramiento

Los participantes inscriptos fueron asignados aleatoriamente (2: 1) al grupo de IVM o al grupo
control no tratado. La aleatorizacidn se estratificd para cada centro. La secuencia de aleatorizacion
fue preparada por un sistema centralizado basado en la web en bloques de tamafio variable (3,6 09
casos por bloque) y comunicada a los médicos del ensayo, una vez que reclutaron a los pacientes, al
ingresar al sistema web, con la informacidn sobre la disponibilidad del formulario de consentimiento
informado firmado y la verificacion de todos criterios de elegibilidad. Los pacientes, enfermeras y
médicos no estaban cegados al grupo de tratamiento.

Los evaluadores de los resultados (personal de virologia) estaban cegados al grupo de tratamiento al
recibir las muestras etiquetadas con cédigo de aleatorizacion y nimero de visita.

Procedimientos

Todos los pacientes participantes fueron evaluados al ingresar al estudio, cuando se realizé una
historia clinica y un examen fisico completo, incluido el peso y la altura. Los pacientes del grupo IVM
recibieron tratamiento oral durante 5 dias consecutivos con el desayuno o el almuerzo, a intervalos
de aproximadamente 24 horas. Se utilizé IVM 6 mg, comprimidos ranurados (IVER P, Laboratorios
Elea / Phoenix, Argentina) en todos los casos, a dosis de 0,6 mg/kg/dia basada en el redondeo del
peso inicial al total inferior (6 mg) y la mitad (3 mg) de dosis. Los pacientes fueron evaluados
diariamente por enfermeras del hospital y médicos de los equipos de investigacién en cada hospital
durante el periodo inicial de 7 dias y del dia 21 al 30, desde el ingreso al estudio. Todos hallazgos
clinicos, incluidos los eventos adversos y la medicacidon concomitante, se registraron y luego se
ingresé en un formulario de informe de caso electrénico que fue monitoreado y validado por el
personal del ensayo. Se recogieron hisopados nasofaringeos al inicio del estudio y a las 24, 48 y 72
horas y el dia 5, para la cuantificacidn de la carga viral del SARS-CoV-2. Las muestras de sangre
fueron obtenidas por venopuncidn para las concentraciones plasmaticas de IVM, 4 horas después de
la ingesta del fdrmaco en los dias de tratamiento 1, 2, 3, y 5 (con el objetivo de medir los niveles
plasmaticos maximos) y el dia 7 (con el objetivo de estimar la eliminacién del farmaco) en el grupo
IVM. Se obtuvieron muestras de sangre de los participantes de ambos grupos para parametros
hematoldgicos y quimicos.

Resultados

La medida de resultado primario fue la reduccién de la carga viral del SARS-CoV-2 entre el inicio y el
dia 5 en ambos grupos. Los resultados secundarios incluyeron la evolucidn clinica al dia 7, la relacidon



entre las concentraciones plasmaticas de IVM y el resultado primario, y la frecuencia y gravedad de
los eventos adversos en cada grupo.

Medidas de carga viral del SARS-CoV-2

La carga viral de SARS-CoV-2 de hisopados nasofaringeos se cuantificd a partir de muestras
almacenadas en medio de transporte viral a -802C hasta su uso. Para el ensayo de carga viral, se
extrajo ARN viral utilizando QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) a partir de 140 pL
de las muestras almacenadas. Luego, se realizé una PCR cuantitativa de transcriptasa inversa interna
(RT-gPCR) dirigida al gen N de SARSCoV-2. La curva estandar consistié en un ARN viral transcrito in
vitro en serie diluido en una matriz de ARN celular de muestras nasofaringeas negativas. Este ensayo
incluyé la medicion de un gen doméstico como control interno y normalizador. El gen de la limpieza
del umbral de ciclo (Ct) se utilizé para corregir el Ct especifico de SARS-CoV-2 segun el nimero de las
células en la muestra. Por lo tanto, las mediciones de carga viral se expresaron como logi, de copias
por reaccion en lugar de logy, copias por ml, como discutieron Han y colegas. ° La performance del
ensayo incluye: i) eficiencia = 99%, ii) reproducibilidad con un coeficiente de variacién (CV) entre 1,
01 a 2,31, iii) repetibilidad con un CV entre 0,27 a 1,89%, iv) rango dindmico de 10a 1 x 10° copias
por reaccion, v) especificidad = 100% probado contra muestras de SARS-CoV-2 negativas y un panel
de virus respiratorios. Todos estos parametros se determinaron segun las directrices para ensayos

. ) . . . . . , . 10,11
de diagndstico cuantitativo in vitro como se informd anteriormente. o

Medicidn de perfiles de concentracién plasmatica de IVM

Las concentraciones de IVM en las muestras de plasma recolectadas de pacientes tratados fueron
determinadas por cromatografia liquida de alta resolucidn (HPLC) con deteccién de fluorescencia. La
técnica de cromatografia se adaptd como se describié anteriormente. ** Una alicuota de plasma se
combind con moxidectina (utilizado como patrén interno). Después de una extraccién quimica
mediada por acetonitrilo, la IVM se convirtié en una molécula fluorescente utilizando N-
metilimidazol y anhidrido trifluoroacético (Sigma Chemical, St Louis, MO, EE. UU.). Una alicuota (100
uL) de esta solucion se inyectd directamente en el sistema de HPLC (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japon). El analisis de HPLC se realizé usando una columna C18 de fase inversa (Kromasil, Eka
Chemicals, Bohus, Suecia, 5 um, 4,6 mm x 250 mm) y un acido acético al 0,2% en agua / metanol /
acetonitrilo (1 x 6/60/38 x 4) fase mévil a un caudal de 1 x5 ml / min a 30 ° C. El detector
fluorescente se fijé a 365 nm (excitacion) y 475 nm (longitud de onda de emisidn). La validacion
completa de los procedimientos analiticos utilizados para medir las concentraciones plasmaticas de
IVM fue realizada. El coeficiente de determinacidn (r2) de la curva de calibracion fue 0,995. El
porcentaje medio absoluto de recuperacion del farmaco fue del 94%. La precisidon del método
mostro un coeficiente de variacidn por debajo del 8 £ 1%. El limite de cuantificacién del farmaco fue
0,3 ng/mL. Las concentraciones del farmaco en las muestras de plasma experimentales se
obtuvieron mediante la integracion del area de los picos utilizando el software Solution (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japdn).

Analisis farmacocinético y farmacodinamico de los datos

Las concentraciones plasmaticas del farmaco medidas en cada paciente en los diferentes momentos
posteriores al tratamiento fueron graficadas. Los parametros farmacocinéticos se determinaron
utilizando PK Solutions 2.0 (Ashland, Ohio, EE. UU.) Software informatico. El area bajo las curvas de



concentracién-tiempo de IVM para (AUCivm) (denominada exposicion sistémica a farmacos) se
calcularon mediante la regla trapezoidal .

La estimacidn del area bajo las curvas de carga viral-tiempo (AUCvI) se estimé como un indicador
farmacodinamico de la actividad del farmaco. La tasa de desintegracion viral se calculé a partir de la
curva de carga-tiempo usando 4 puntos como 2.303 x pendiente.” El andlisis de datos incluyd la
estimacidn de la relacion farmacoldgica PK/PD. La relacion entre la exposicion al farmaco (PK)
(expresada como AUCivm) y la dinamica de la carga viral (PD) (expresada como AUCvI) se estimé
como un indicador de la relacidn entre la exposicién a farmacos y la actividad antiviral.

Andlisis estadistico

El disefio del ensayo incluyd un cdlculo del tamafio de la muestra que se determind segun las
recomendaciones actuales para ensayos piloto, indicando al menos 10 casos por grupo ** o basado
en el calculo del tamafio de la muestra para el ensayo clinico a gran escala e incluir al menos el 9%
de ese tamafio para un intervalo de confianza del 80% (Cocks)." Con base en estos motivos y el
tamanio del efecto bajo (0,3), el tamafio de la muestra para un ensayo a gran escala seria 342 y un
ensayo de al menos 31 seguin Cocks et al. En vista del presunto efecto de la IVM sobre la replicacién
del SARS-CoV-2 y la limitada informacion disponible sobre la dindmica viral en el momento del
disefio del estudio (abril de 2020), el tamario de la muestra de la prueba piloto con un error a de 0.
05 y una potencia de 0.80 y un tamafo de efecto bajo de acuerdo con los efectos de tamario
estandarizados, se calculd 16 para una aleatorizacion 2:1 en 30 pacientes en el grupo IVM y 15 en el
grupo control, para detectar diferencias entre los 2 grupos independientes en la disminucidn de la
carga viral media en los hisopados nasofaringeos entre el inicio y el dia 5. Se compararon los grupos
y se analizaron las variables continuas para determinar la significacion estadistica con la prueba no
paramétrica de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis. Se analizaron las correlaciones utilizando la prueba
de rango de Spearman. El analisis de datos se realizdé con GraphPad Prism versién 5.00 para
Windows (La Jolla California EE. UU. (www.graphpad.com)). El analisis estadistico para los
parametros PKy los porcentajes de reduccién de la carga viral en el dia 5 post-tratamiento se
realizaron utilizando el software Instat 3.0 (GraphPad Software, CA, EE. UU.). Paramétrico (ANOVA,
Bonferroni multiple scomparaciones) y no paramétricas (Kruskal-Wallis) se utilizaron para la
comparacién estadistica. Cuando la diferencia entre los tres grupos fue significativa, las
comparaciones por pares fueron realizadas con la prueba de comparaciones multiples de Dunn. Se
utilizé correlacidon no paramétrica para la relacion entre la reduccidn de la carga viral y |a
concentracién sistémica de IVM. En todos los casos, los valores de p <0,05 se consideraron
estadisticamente significativos. Dos valores perdidos de carga viral fueron estimados por analisis de
regresion utilizando los datos existentes.

Papel de la fuente de financiacién

Los patrocinadores del estudio participaron en el disefio del estudio, pero no tuvieron ningtn papel
en la recopilacidn de datos primarios, los andlisis de datos, la interpretacién de datos, la redaccion
del informe o la decisién de enviarlo para su publicacién. Todos los autores tuvieron acceso
completo a todos los datos del estudio y tuvieron la responsabilidad final de la decision para enviar
para publicacion.



Resultados

La inscripcion comenzé el 18 de mayo y finalizé el 9 de septiembre de 2020, con 45 participantes
reclutados entre los 4 hospitales participantes. El 29 de septiembre se completaron las ultimas
visitas programadas. Segun lo planeado, 30 fueron asignados al azar al grupo de IVM y 15 al grupo
de control no tratado. Dos de los sujetos retiraron el consentimiento en el grupo IVM; en 1 caso
debido a una erupcidn leve y nauseas después de 1 dosis de IVM y |a otra debido a ansiedad; en
ambos casos, los eventos adversos se juzgaron como posiblemente relacionado con IVM y se
resolvieron espontaneamente; los 28 sujetos restantes en el grupo IVM completaron el tratamiento.
Todas las dosis de IVM se completaron durante la hospitalizacidn. Un caso en el grupo de control se
retird del estudio debido al inicio de lopinavir el dia 5 por progresion de la enfermedad. Todos los
pacientes asignados al grupo de tratamiento lo comenzaron, por lo tanto, todos los sujetos fueron
incluidos en el analisis de seguridad (figura 1). Se perdié un paciente del grupo de control para
seguimiento después de la visita del dia 7.

Las caracteristicas basales mostraron una edad media de 40,89 (DE 12,48) entre los participantes del
estudio, sin diferencias entre grupos; la distribucion por sexos fue de 20 (44%) mujeres y 25 (56%)
hombres (tabla 1). Las comorbilidades y los estadios de la enfermedad fueron similares entre los
grupos; la comorbilidad mas frecuente fue la obesidad en ambos grupos, seguida de la hipertensién,
la diabetes y la enfermedad pulmonar obstructiva (tabla 1). El nimero de dias entre el inicio de los
sintomas y la inscripcién tuvo una media (DE) de 3,6 dias (1-4) en el grupo de controly 3,5 (1) en el
grupo tratado, sin diferencias significativas entre grupos ni casos inscriptos mas alla del criterio de
elegibilidad de hasta 5 dias desde el inicio de los sintomas. No hay diferencias importantes en los
sintomas clinicos, signos, ni los parametros de laboratorio entre los grupos al inicio del estudio (tabla
1). Se registrd progresion en 3 (7%) de la poblacién de estudio; 2 en el grupo tratado y 1 en entre los
controles, con 1 caso en el grupo de IVM que requirid ventilacion mecdnica invasiva y sin diferencias
significativas en la evolucidn clinica al dia 7 entre los grupos.

La carga viral cuantitativa al inicio del estudio de toda la poblacién del mismo tenia una mediana
(IQR) de 3,69 logy, copias / reaccion (1,97-5,74), incluidos 5 (11%) casos indetectables y otros 5
(11%) detectable aunque con <15 copias / reaccion (<1 - 18 log10 copias / reaccidn) al inicio, todos
estos casos que permanecieron indetectables en la mayoria de las muestras durante el seguimiento
y se excluyen del analisis de eficacia. No se detectaron diferencias en la carga viral entre hombres y
mujeres. También se excluyeron 4 casos, incluidos 2 con muestras de mala calidad y 2 con retirada
anticipada. Los 32 casos restantes (20 tratados y 12 controles) constituyen la poblacidn de andlisis de
eficacia (Figura 1). La carga viral basal en esta poblacién tenia una mediana (IQR) de 5,59 log;, copias
/ reaccién (4,75 —6,12) en el grupo de control y 3,74 logy, copias / reaccion (2,8 —5,79) en el grupo
de tratamiento (p = 0 - 08) (tabla 1). La dindmica de la carga viral cambié de manera similar en
ambos grupos durante el periodo del estudio, sin diferencias significativas y disminuyendo con el
tiempo (figura 2).

La estimacidn de la exposicidn sistémica a IVM en los pacientes tratados se basé en la recopilacion
de muestras de sangre 4 horas después de cada una de las primeras 3 dosis, después de la quinta y
48 horas después de la ultima dosis administrada. Este disefio de muestras con tiempos se realizd
con el objetivo de medir el pico de IVM plasmatico predicho (Cmax), y estimar asi el patron de
eliminacidn de la droga del cuerpo.



Figure 1: Trial profile
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Control Ivermectin

in=15) {n=30)
Age (year) H-1=11-7 42-3=12-8
Crender

Femals 5{33%) 15 (3095

Male 10675 15 (3004
Weizht (kilogram) TT=14-4 75-3x 150

Croerweizhe B(53%) & (20%3)

COhesity I 2({13%) 11 (47%)

Ohesity I 1(T%) 13%)

Cibesity IT 1(T%) 13%)
Oy gen sammation <84%; a 1(3%)
Log viral load (legl{ copissTeaction) 3-30=1-36{n=13) 4-18 = 1-60 (n = 20)
Hematolagy

White bleod call count (cellnl) 4257 = 1874 6014 = 2402

Lymphacyte count (cellfpl) 1478 = 256 1744 =747
Biomarkers

Lactate dehydrogenase (TU/L) 460=117 468 = 140

Feritin (me/dL]) 1318 = 1040 1071 = 1304

D-dimer (pz/ml]) 1-5{0-1-2-8) 1-5(0-51-8)
Time from symptoms eoset (day) Ja=1+4 3-5+1-0
Body temperahure =37.57C 1(7%%) 4 (13%)
WHO-prdinal scale

3 13 (37%) 20 (97

4 21{13%) 1 (3%)
Ground glass opacides in tharacic maging o {40%:) 14 (473
Comnoridines

Hypertension 3 (20%) 3 (10%3)

Diabetes 1(T%) 6 (20%3)

Chronic hing dizeaze/Asthma 1(7%) 4(13%)

Tabla 1. Caracteristica basal de la poblacién de estudio. Las variables numéricas se informan como mediana (IQR) media +
desviacion estandar. Las variables categoricas se informan como recuentos (%). Sobrepeso: indice de masa corporal (IMC)
25-29 - 9 kg / m2; Obesidad I: IMC 30-34 - 9 kg / m2; Obesidad II: IMC 35-39 - 9 kg / m2; Obesidad IlI: IMC> 40 kg / m2. No
se observaron diferencias estadisticas en ninguno de los pardmetros informados entre los grupos.

La reduccién de la carga viral entre el inicio y el dia 5 también fue similar entre los grupos (figura 2).
Cuando se analizaron los niveles medios de concentracion plasmatica de IVM en relacién con la
reduccion de la carga, se identificd una correlacién positiva significativa, con aquellos pacientes que
lograron una concentracién media plasmatica mas alta de IVM, alcanzando mayores reducciones en
la carga viral en las secreciones nasofaringe (r: 0,44; p <0,04). Esta correlacion fue mas fuerte
cuando la reduccion de la carga viral fue relacionada con la exposicién a IVM corregida por la carga
viral al inicio del estudio (r: 0,60; p <0,004). Los niveles medios de la concentracién plasmatica de
IVM también mostraron una correlacién positiva con la tasa de descomposicion viral (r: 0,47, p =0,
02).



Figure 2. Viral load by quantitative B T-PCR on upper respiratory fract secretions since treatment mitiation in
patients recerving IVM 0-6 mz'keg'day for 5 davs versus untreated controls. Data are mean (SD). Day-1 indicates
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Segun la respuesta antiviral observada, los pacientes tratados se dividieron en dos subgrupos donde
160 ng/ml fue el umbral de la concentracion plasmatica. La mediana de la Cmax en este subgrupo
fue de 202 ng/ml (IQR: 167-268 ng/ml) en el subgrupo> 160ng/mly 109 ng/ml (IQR: 91-141 ng/ml)
en el subgrupo <160 ng /ml (p <0 - 0001). Para explorar mas a fondo esta relacion PK / PD, la
dinamica de la carga viral y las reducciones entre la linea de base y el dia 5, se analizaron en los 2
subgrupos de pacientes tratados con IVM (figura 3a), con una mediana (IQR) de reduccién de la
carga viral del 42% (31-73) en el grupo de control, 40% (21-46) en los pacientes tratados con
concentraciones plasmaticas medias <160 ng / ml, y 72% (59-77) en el grupo de mayor
concentracién (Kruskal-Wallis p = 0,0096), con una diferencia estadisticamente significativas entre
este Ultimo y el resto de grupos (figura 3b).

Los efectos inducidos por farmacos sobre la eliminacién viral también se evaluaron utilizando las
tasas de descomposicion viral como criterio de valoracién y su relacién con la exposicién a drogas. La
tasa de disminucidn de la carga viral en pacientes tratados con niveles plasmaticos de IVM> 160ng/
mL fue significativamente mayor (mediana 0,64 d-1) en comparacion con lo calculado en el grupo de
control no tratado (mediana 0,13 d-1) y también en el subgrupo con <160ng/mL de concentracidn
plasmatica media (mediana 0,14 d-1) (p = 0,041) (figura 4a).

Se observaron diferencias en similares en las tasas de caidas comparando controles y subgrupos de
pacientes con razén AUCivm / AUCvI> 50 y relacion AUCivm / AUCvI <50 (p = 0,0006) (figura 4b).

Se observaron diferencias no significativas en la carga viral basal entre los subgrupos de
concentracién de IVM. La relacidn entre la concentracién de IVM no se correlacioné con el peso
corporal (r2 =0,1) o indice de masa corporal (r2 =0,07) entre los 28 pacientes que completaron el
tratamiento con IVM.



Se notificaron eventos adversos en 18 (40%) de los 45 pacientes incluidos en el analisis de seguridad,
que por el disefo del estudio no fue cegado; 13 (43%) en el grupo IVM y 5 (33%) en el grupo de
control (tabla 2). El evento adverso mas frecuente y el Unico experimentado por mas de 1 caso en el
grupo IVM fue la erupcion en 3 (10%) casos (todos leves, autolimitados y que duraron
aproximadamente 24 horas); en el grupo de control, episodios Unicos de dolor abdominal, mareos,
ansiedad, y se informé angustia e hiperglucemia (todas leves). Se produjo un solo evento adverso
grave (SAE) en el ensayo que se informd, en un paciente en el grupo IVM con hiponatremia, que ha
sido recientemente reconocido en series de casos de casos de COVID-19 y no se ha informado en
asociacion con IVM.'” Una se reveld relacién entre la concentracion sistémica de IVM y los eventos
adversos.

Figure 3. Viral load by quantitative ET-PCE on upper respiratory fract secretions since treatment mitiation (mean
and 5D} (A} and viral load reduection between baseline and day-3 (median and IQE) (B} m untreated controls and
IVM treated patients discriminated by their median TVM plasma concentrations. All treated patients recervmg IVM
0-6 mekz'day for 5 days. Day-1 mmdicates baseline measurement=.
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Figure 4. Viral load decay rates by quantitatrve ET-PCE on upper respiratory tract secrefions in untreated controls
and IVM treated patients according to median plasma concentrations of IVM (A) and by the ratio between the area
under the IVM plasma concentrafion curve and the area under the viral load curve (AUCIm/ATCR]) (B). Data are
expressed as median (JOR).

Comntral Ivermectin
(n=1%) (n=30)
Parients with AEs 5 (33%) 13 (43%)
Patients with possible'probable related AEs HA g
Patients with SAEs o 1*
Partients with possible’'probable related SAEs ] 1
Iumber of AEs 5 17
Mumbier of possible probable related AEs HA 11
Wumber of AEs Grade 374 ] El

Table 2. Summary of events mn safety population. AE: adverse event. SAE: senous adverse event. *: hvponatremia;
*% include the SAE (hyponatremia) and ALT and AST elevation, both in the same patient.



Discusion

Los resultados de este ensayo clinico piloto indican una actividad antiviral dependiente de la
concentraciéon de IVM en pacientes infectados con SARS-CoV-2, con estadios de enfermedad leves y
moderados, tratados dentro de los 5 dias desde la aparicion de sintomas. Este es el primer ensayo
clinico que confirma la actividad in vitro previa mostrada en cultivos de células Vero-hSLAM.” La
relevancia de las concentraciones plasmaticas de IVM como un indicador de la exposicién al farmaco
en los sitios de replicacién viral, como la mucosa nasofaringea y los tejidos pulmonares, confirma los
modelos tedricos que afirman la necesidad de dosis mas altas de lo habitual para lograr actividad
antiviral in vivo; sin embargo, contradice esas preocupaciones al afirmar que las concentraciones del

618 Se ha demostrado una

farmaco no serian alcanzables a dosis con un perfil de seguridad adecuado.
gran distribucidn de IVM en diferentes tejidos de diferentes especies animales. El extenso patrén de
distribucién de la IVM en el tejido pulmonar ha sido bien caracterizado en el ganado, con una
telacion tejido pulmonar/plasma de 2,67. ** Considerando que se han obtenido volumenes de
distribucién similares para IVM tanto en el ganado como en los humanos y la disponibilidad
sistémica observada en los pacientes tratados en este ensayo clinico, es razonable estimar los
niveles medios de IVM > 395 ng/g en tejido pulmonar. Recientemente se ha simulado un patrén
similar de distribucién de la IVM en el tejido pulmonar utilizando un modelo de PK fisioldgico

minimo."

El beneficio del efecto antiviral se observé en la reduccién de la carga viral entre el inicioy el dia’y
en las tasas de descomposicidn viral, solo después de que se pudieron discriminar las mediciones de
la concentracién plasmatica entre los pacientes que alcanzan niveles mas altos e identifican una
fuerte relacidn entre la exposicidn sistémica del farmaco y los pardmetros de eliminacién viral.
Utilizando el umbral de 160 ng/ml para las concentraciones plasmaticas de IVM como indicador de
una adecuada exposicion al farmaco, se demostraron diferencias estadisticamente significativas en
comparacién con los controles no tratados incluso después de ajustar la carga viral basal, y aquellos
que caen por debajo de 160 ng/ml alcanzan parametros de eliminacidn similares al grupo de control.
Adicionalmente, pueden derivarse conclusiones relevantes sobre la historia natural del
comportamiento de la enfermedad en el grupo de control en este ensayo, lo que demuestra la
naturaleza autolimitada de la carga viral en las infecciones por SARS-CoV-2, que en el 22% de los
casos ya era extremadamente bajo o indetectable al inicio del estudio; un hallazgo similar a lo que
ha se ha observado en otros ensayos, 20 destacando la relevancia del momento adecuado de la
implementacion del tratamiento antiviral, un tema critico en el disefio de ensayos clinicos de
potenciales terapias antivirales.

Se midieron las concentraciones plasmaticas de IVM> 160 ng/ml en 9 (45%) de los pacientes
incluidos en la poblacién de analisis de eficacia. En otro ensayo, se utilizé un régimen de 3 dias de
0,6 mg / kg para la actividad mosquitocida y el control de la malaria en adultos, la mediana de Cmax
(1C95%) fue de 119 ng/ml (45-455).% La dieta es una variable clave que afecta la biodisponibilidad
oral de la IVM, con un aumento de las concentraciones alcanzadas con la alimentacion,
principalmente relacionadas con el contenido de grasa de la comida; otras variables probablemente
juegan un papel significativo, ya que la IVM se caracteriza por una alta variabilidad farmacocinética

intra e interindividual 2*??

23

La interaccién entre la IVM con los transportador ABC, como la
Glicoproteina P, ©° como la modulacién de la actividad de la glicoproteina P intestinal luego de la

administracidn oral, es bien conocida. Por lo tanto, una variable constitutiva y/o inducida del nivel



de expresion y la actividad de la glicoproteina P intestinal en los pacientes tratados, puede haber
contribuido a la gran variabilidad observada en el patrén de absorcion de IVM y en la exposicion
sistémica.

La seguridad y eficacia de la IVM en dosis altas son un tema de investigacién en vista de su papel
potencial, aumentando la utilidad clinica en nuevas indicaciones, como es el caso de la malariay
también apuntando a dosis fija simplificadas en lugar de estrategias basadas en el peso como en las
campanas de Administracién Masiva de Drogas contra diferentes Enfermedades Tropicales
Desatendidas. Aunque se necesita mas informacidn, este ensayo agrega evidencia sobre la seguridad
de los regimenes de dosis alta de IVM durante varios dias, sin hallazgos inesperados.

Las limitaciones de este ensayo incluyen un tamafio de muestra pequefio para detectar resultados
clinicos mas alla de la actividad antiviral, siendo esta Ultima la pregunta critica para la que se disefié
este ensayo. El hallazgo de 2 distintas poblaciones con respecto a las concentraciones sistémicas
medias de IVM a pesar de la dosificacion basada en el peso corporal y la indicacion de administrar
los comprimidos del farmaco con las comidas. La falta de un registro adecuado del contenido real de
las comidas ingeridas en torno a la ingesta de cada tratamiento puede agregar una fuente de
variacion a los perfiles de plasma IVM observados entre los pacientes tratados.

La evaluacién del efecto de los fadrmacos candidatos contra los virus que causan enfermedades
respiratorias agudas infecciosas se ven obstaculizadas por varios aspectos las relaciones huésped-
patdgeno, incluidos los periodos de incubacién, el control inmunoldgico relativamente rapido de la
replicacion viral y alta variabilidad en las puntuaciones de los sintomas entre los pacientes.” Por esa
razon, los componentes clave para los criterios de valoracion adecuados en estos ensayos son
medidas cuantificables sensibles de la causa subyacente de la enfermedad como la RT-PCR
cuantitativa con un amplio rango dinamico, para controlar la alta variabilidad interindividual en la

infeccién natural. %

Aun en este ensayo, la adicidon de una evaluacién integrada que toma en cuenta
los parametros farmacocinéticos del farmaco fue necesaria para identificar la posible utilidad clinica
de la IVM en las infecciones por SARS-CoV-2. En pacientes tratados con IVM, se asociaron cocientes
AUCivm / AUCvI> 50 con tasas de descomposicion viral significativamente mas altas. Como se ha
propuesto en un modelo de influenza para evaluacién de farmacos candidatos antivirales >, las tasas
de desintegracién viral demostraron ser un parametro critico de la actividad antiviral. Ademas, como
se ha demostrado claramente para las infecciones virales agudas, el inicio temprano del tratamiento
juega un papel fundamental en la actividad antiviral **%’. La relevancia de estos hallazgos queda por
confirmar en ensayos con criterios de valoracion clinicos. M3s alla de los aspectos clinicos de la
enfermedad, la reduccién de la carga viral podria influir en la infectividad, aunque hay datos

contradictorios sobre la relacién entre la carga de diseminacidn viral y |a infectividad. *®

La reutilizacién de farmacos ha centrado gran atencién en la bisqueda de tratamientos viables en el
contexto de la pandemia de COVID-19, lo que permite reducir el tiempo y el costo de desarrollo.
Ademas, el uso de los compuestos antivirales basados en el huésped se ha propuesto como una
estrategia alternativa a los antivirales directos, que podria superar las limitaciones derivadas de la
farmaco-resistencia 0 mutaciones virales.?® El mecanismo antiviral propuesto de la IVM es a través
de su capacidad para inhibir la importacién nuclear de proteinas virales mediado por el
heterodimero IMP o/ B1°, y también se ha sugerido que IVM podria promover mecanismos de



defensa como la piroptosis en células epiteliales infectadas (muerte celular programada
proinflamatoria, de células infectadas por parasitos intracelulares).*

En resumen, nuestros hallazgos apoyan la hipétesis de que la IVM tiene una actividad antiviral
concentracién dependiente contra el SARS-CoV-2 y proporciona informacién sobre el tipo de
evaluaciones a ser consideradas en la evaluacion de medicamentos antivirales para el control del
COVID-19. Se deben desarrollar ensayos de seguimiento para confirmar nuestros hallazgos e
identificar la utilidad clinica de la IVM como intervencion Unica o en combinacion con otras
herramientas para el control del brote pandémico en curso.
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