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1 BACKGROUND & RAZIONALE

1.1 Introduzione

L’attuale pandemia da SARS-CoV-2 ha causato un’emergenza sanitaria globale, principalmente dovuta al ma-
nifestarsi di gravi complicanze cliniche, soprattutto a livello respiratorio, in un 10-20% dei soggetti infetti.

L’evoluzione clinica dell’infezione nei malati piu gravi mostra tipicamente lo sviluppo di polmonite intersti-
ziale, con possibile rapida evoluzione verso I’ARDS e I'insufficienza multiorgano, con iperferritinemia, disfun-
zione epato-biliare e coagulazione intravascolare disseminata. L'infezione virale tipicamente non & associata
ad un importante rialzo degli indici di flogosi, ma nel sottogruppo di soggetti che sperimenta un grave peg-
gioramento clinico si assiste ad un netto incremento delle risposte di fase acuta. In ambito infettivologico, un
qguadro clinico che ricorda quello dello shock settico. In circostanze sterili, la sindrome di attivazione macro-
fagica (MAS), puo portare a simili manifestazioni cliniche. D'altronde, la linfoistiocitosi emofagocitica (una
variante della MAS riconducibile a cause oncologiche o infettive) si puo sviluppare in corso di infezioni virali
gravi come quella da virus ebola (1).

La patogenesi di tale peggioramento clinico & ad oggi poco conosciuta. Il virus della SARS, che presenta un
alto grado di omologia con il SARS-CoV-2 € un virus a RNA a singolo filamento positivo, con scarso potere
citopatico diretto(2). Si & quindi ipotizzato che il meccanismo patogenico possa essere riconducibile all’atti-
vazione in questi pazienti di una risposta inflammatoria alla replica virale. Il viraggio degli indici inflammatori
e la similitudine clinica con lo shock settico o la MAS supportano tale I'ipotesi. Studi su ratti hanno mostrato
che la deplezione dei neutrofili da un lato peggiora la mortalita dei topi esposti al coronavirus del ratto ma
dall’altro riduce il danno a livello polmonare(3). Pertanto, € possibile ipotizzare che la risposta inflammatoria
che ha lo scopo di contenere la replica virale possa, almeno in alcune condizioni, divenire disfunzionale e
contribuire alla mortalita di questi pazienti. Infatti il SARS-CoV-2 ¢ in grado di causare la piroptosi, che € una
forma di morte cellulare programmata che causa infiammazione e rilascio di IL1-, col fine di favorire il con-
tenimento di patogeni intracellulari.

Nonostante esistano varie possibilita terapeutiche per modulare la risposta innata, ci sono pochi dati che
indichino I'efficacia di una o pil di queste strategie.

1.2 Razionale

Considerando I'attuale emergenza sanitaria, la scarsita di trattamenti con documentata efficacia e la possibi-
lita di rapido esaurimento delle scorte dei vari farmaci, e necessari identificare varie possibili strategie tera-
peutiche. Lo studio AMMURVAID é un trial pragmatico randomizzato, multicentrico con disegno adattivo,
volto a verificare I'efficacia di tocilizumab sottocute, sarilumab sottocute, siltuximab endovena, canakinumab
sottocute, baricitinib po e metilprednisolone endovena nel prevenire il peggioramento della funzione respi-
ratoria in pazienti con COVID moderata.

2 OBIETTIVI

L'obiettivo di questo trial pragmatico & verificare I'efficacia dell’utilizzo dell'immunoterapia in aggiunta alle
alte terapie nelle forme di COVID-19 moderata

2.1 Obiettivo ed outcome primario
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L'obiettivo primario & verificare se I'aggiunta di farmaci immunomodulatori all’idrossiclorochina e possa
ridurre la progressione verso un’insufficienza respiratoria molto grave con Pa02/FiO2 ratio < 200 mmHg
(outcome primario: evidenza di PaO2/FiO2 ratio < 200 mmHg entro il giorno 7).

2.2 Obiettivi ed outcome secondari

Gli obiettivi secondari sono la verifica degli effetti degli immunomodulanti su marker surrogati di gravita ed
evoluzione del COVID-19. Un altro obiettivo secondario € la valutazione della safety di queste terapie.

Marker surrogati dell’evoluzione e gravita del COVID-19 saranno:

a) Peggioramento clinico, definito come uno fra:

- Necessita di intubazione orotracheale/ECMO

- Incremento del punteggio NEWS-2 score > 2 rispetto all’arruolamento
- Incremento del punteggio MELD score > 8 rispetto all’arruolamento
Mortalita

Necessita di intubazione orotracheale/ECMO

Evoluzione dei punteggi di NEWS-2 e MELD

Miglioramento clinico, definito come uno fra:

- Dimissione

- Assenza di supporto ventilatorio, con punteggi di NEWS-2 <3 e MELD <13
f) Dimissione

g) Defervescenza

h) evoluzione degli esami ematochimici e del rapporto PaO2/Fi02

o T

D

o
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2.2.1 Obiettivi esploratori (sotto-studi)

1) Cinetica della clearance virale su plasma ed escreato
2) Concentrazioni plasmatiche delle principali citochine inflammatorie
3) Genetica: valutazione di fattori predittivi della risposta all'immunoterapia

3 DISEGNO DELLO STUDIO

3.1 Disegno generale

Trial randomizzato multicentrico, multi-fase e multi-braccio (MAMS) in aperto e con disegno adattivo. Sette
bracci di trattamento saranno presenti.

| pazienti saranno randomizzati per i primi sette giorni (fase di trattamento), e quindi seguiti fino al giorno 28
o, in caso di precedente dimissione fino alla dimissione (in tal caso, i pazienti verranno contattati
telefonicamente al giorno 28 per verificare il positivo decorso clinico e I'assenza di eventi avversi).

Le sette braccia del trattamento includono: braccio controllo con idrossiclorochina (HCQ), HCQ + tocilizumab,
HCQ + sarilumab, HCQ + siltuximab HCQ + canakinumab, HCQ + baricitinib, HCQ + metilprednisolone (Figura
1).
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Figura 1: disegno del trial AMMURAVID trial. HCQ= idrossiclorochina, TCZ=
tocilizumab, SRL= sarilumab, SLX= siltuximab, = canakinumab, BARI= baricitinib,
mPDN= metilprednisolone

4 POPOLAZIONE DI STUDIO

4.1 Criteri diinclusione:

- Adulti > 18 anni in grado di fornire un valido consenso alla partecipazione allo studio

- COVID-19 documentata secondo le line guida locali, con polmonite documentata all'imaging (Rx-
torace or TC)

- Stato inflammatorio, uno fra:
o PCR>6volte UNL
o D-dimero > 1500 ng/ml

Pa02/Fi02 >400-250 mmHg

4.2 Criteri di esclusione:

- Intubazione orotracheale o ECMO

- Tumori maligni solidi o ematologici attivi (incluso tumori cutanei invasivi)

- Ipersensibilita o contro-indicazione a uno dei farmaci (inclusa la storia di tromboembolismo venoso
o diverticolite)

- Altre infezioni attive di natura virale, fungine o batteriche (incluso tubercolosi attiva, HIV e HCV/HBV)

- Gravidanza ed allattamento

- Incapacita a provvedere un valido consenso informato

- Scompenso cardiaco di classe NYHA > 2 o qualsiasi evento cardiaco o cardiovascolare richiedente
terapia nei precedenti 12 mesi.
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- Insufficienza renale cronica (GFR al baseline <45 ml/min*1.73m?)

- Cirrosi epatica moderata/severa (Child-Pugh B o C)

- Insufficienza respiratoria cronica necessitante ossigenoterapia o ventiloterapia al domicilio

- Neutrofili ematici <500/pL, piastrine <50000/uL, Hb <80 g/

- ALT/AST > 5 volte UNL

- Utilizzo di qualsiasi terapia biologica o piccolo molecole inibitori, and nei precedenti 3 mesi (0 5
emivite)

- Altre terapie immunosoppressive nei precedenti 3 mesi

- Qualsiasi condizione giudicata dallo Sperimentatore locale giudicata come una contra-indicazione
all’eleggibilita

5 TRATTAMENTI
5.1 Terapia difondo

La terapia di fondo, condivisa fra tutte le sette braccia € rappresentata da idrossiclorochina (dose di attacco
400 mg x 2 nel primo giorno di terapia), seguita da una dose di 200 mg x 2 die. Questa terapia e stata scelta
sulla base delle procedure interne nei centri partecipanti e dei documenti della Societa Italiana di Malattie
Infettive e Tropicali, Sezione Lombardia e Veneto (16). Per quei pazienti gia in idrossiclorochina per almeno
24 h al momento della randomizzazione, non & necessaria alcuna dose di carico.

5.2 Trattamento investigazionale

Al giorno 1 | pazienti verranno randomizzati in uno dei seguenti 7-giorni in uno dei seguenti bracci:

1) Braccio controllo: HCQ 200 mg x2*

2) Braccio tocilizumab: HCQ 200 mg x2* + tocilizumab s.c. 8 mg/kg, da ripetere in caso di risposta
assente/parziale dopo 12 h

3) Braccio sarilumab: HCQ 200 mg x2* + sarilumab s.c. 400 mg, da ripetere dopo 12 h.

4) Braccio siltuximab: HCQ 200 mg x2* + siltuximab 11 mg/kg ev, da ripetere dopo 12 h

5) Braccio canakinumab: HCQ 200 mg x2* + canakinumab s.c. 4 mg/Kg, da ripetere dopo 12 h

6) Braccio baricitinib: HCQ 200 mg x2* + baricitinib 4 mg die per 7 giorni.
Per pazienti di eta > 75 anni, il dosaggio di baricitinib & ridotto a 2 mg per 7 giorno.

7) Braccio metilprednisolone: HCQ 200 mg x2* + metilprednisolone ev 1 mg/kg per 5 giorni.

Il periodo di intervento durera 7 giorni. Successivamente tutti i pazienti continueranno ad essere seguiti e
trattati a seconda delle necessita cliniche.

*qualora l'idrossiclorochina sia stata iniziata meno 24 h prima della randomizzazione, usando una dose di
carico di 400 mg x 2 die per il primo giorno dello studio.

5.3 Metodo di assegnamento del trattamento

| pazienti verranno randomizzati tramite la piattaforma CLOUD-R. La randomizzazione sara effettuata tramite
lista centralizzata predefinita.

6 RIASSUNTO DELLO SCHEMA DELLE ATTIVITA (SOA)
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Screening Visita Intervento Osservazione precoce Osservazione Fine dello studio
fino alla dimis- | (se dimissione pre-
sionef coce)
Giorni -1/1 1 2 3 4-6 7 8 9 10 11-28 28
Consenso X
Inclusione/esclusione X
Anamnesi e democra- X
zia
Rx torace X
NEWS-2 X X X X X X X X
MELD X X X Giorno 5 X X Giorni 12, 14, 17,
21, 24, 28%
Eventi avversi X X X X X X X X X Quotidiano X
Farmaci concomitanti X X X X X X X X X Quotidiano X
Randomizzazione X
Somministrazione IMP X X
Laboratorio
Test di gravidanza X
Test Quantiferon X
Sierologia HBV / HCV / X
HIV
Emocromo X X X Giorno 5 X X Giorni 14, 17, 21,
24,28%
Pannello biochimico ri- X Giorni 17, 24%
strettof
Pannello biochimico xt Xt Giorno Xt xt Giorni 14, 21,
esteso § 5 28%
Exploratory (6 ml of EDTA-plasma)
Citochine plasmatiche Xt xt xt Xt
Sangue ed escreato Xt Xt xt Xt
per virologia
6
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|Genetica | | X | | | | | | | |

Pannello biochimico ristretto #: PCR, emogas, glicemia a digiuno, creatinina, bilirubina, AST/ALT, PT-INR.

Pannello biochimico esteso$: PCR, emogas, glicemia a digiuno, creatinina, sodio/potassio, bilirubina, AST/ALT, PT-INR, albumina, LDH, CK, troponina T,
ferritina, D-dimero, trigliceridi, colesterolo HDL e totale, IL6 (ove disponibile).

T: ’assetto lipidico ed | campioni per la virologia ed il dosaggio delle citochine possono essere raccolti con entro 1 giorno dalla data prevista

t: Dopo il giorno 10, il controllo ematochimico puo essere eseguito entro 2 gg dalla data prevista.
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7 CONSIDERAZIONI STATISTICHE
Lo studio avra un disegno adattivo multi-braccio e multi-fase (MAMS)con le seguenti caratteristiche:

a) Allocazione in aperto, dal momento che & impensabile gestire i vari placebo per i vari farmaci durante
I'attuale emergenza.

b) Allocazione in parallelo nei vari bracci. Questa modalita e particolarmente robusta in occasione di epi-
demie di recente insorgenze, durante la quale il virus e le terapie di supporto possono evolvere, infi-
ciando la validita interna dello studio.

c) Multi-braccio. L'utilizzo di sette braccia in contemporanea é stato scelto per minimizzare gli sforzi per
ottenere controlli e ottenere rapidamente evidenze scientifiche a riguardo di molte ipotesi di tratta-
mento, scelte tramite expert consensus.

d) Multi-fase (prima fase dopo I'arruolamento di 350 pazienti, quindi goni 50 pazienti per braccio). Tale
disegno e parte integrante di un trial adattivo, che aggiusta la prosecuzione del trial sulla base dei dati
dei pazienti ottimizzando cosi la performance. Tuttavia tale disegno € associato ad un’inflazione dell’er-
rore statistico dovuto alla molteplicita dei test sulla medesima popolazione campionaria in accresci-
mento. Tuttavia, 'ampio numero di pazienti attesi e I'assenza di regole stringenti per la sospensione di
uno o pil bracci dello studio o di tutto il trial mitigheranno quest’aspetto.

e) Regole non stringenti per la sospensione. La sospensione di uno o piu braccia verra decisa ad ogni fase
da un comitato di valutazione indipendente. Non ci sono regole stringenti per porre tale decisione, ma
definiamo un insieme di principi che il comitato valutera:

1) Significativita dell’effetto rispetto al braccio controllo (p<0.025)
2) Grandezza dell’effetto, RD con 95% IC non include il 10%

3) Omogeneita dell’effetto, con I-quadro fra centri < 20%

4) Consistenza dei risultati fra outcomes primari e secondari

f) Assenza di un target predefinito di numerosita. In questo studio pragmatico non ci sono limiti superiori
di numerosita, che dipendera al contrario dalle dimensioni dell’epidemia e che includera qualche mi-
gliaio di soggetti. Un comitato indipendente potra tuttavia decidere di interrompere uno o piu braccia o
tutto lo studio secondo i principi appena riportati.

L'analisi statistica verra eseguita comparando i vari bracci di trattamento per intent-to-treat. L’analisi
dell’outcome primario verra eseguita tramite il test di Fisher aggiustato con metodo di Bonferroni per para-
goni multipli. Si eseguira anche una stima del rischio relativo con 95% IC.

Le analisi secondarie dipenderanno dalle variabili in oggetto. Le variabili binarie verranno modellizzate con
regressioni logistiche miste corrette per eta e sesso e potenziale eterogeneita fra centri, per valutare
I’azione di ogni trattamento rispetto al controllo. Le variabili quantitative verranno invece modellizzate con
regressione ad effetti misti, aggiustata per eta, sesso.

8 DICHIARAZIONE ETICA

Lo studio verra eseguito in accordo con la buona pratica clinica, la dichiarazione di Helsinki e le leggi in vigore.
Tutti i pazienti dovranno acconsentire allo studio (I’avvenuta informazione e consenso del paziente verranno
documentati tramite firma del paziente e del medico dello specifico modulo, oppure tramite firma di due
operatori sanitari, se per motivi di isolamento biologico non esistono localmente le condizioni di sicurezza
per poter garantire la conservazione dei documenti firmati dal paziente sottoposti a trattamento inattivante
il virus).
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