
S. BERNASCONI

Prof. Ordinario di Pediatria



Sergio Bernasconi

Università degli studi di Parma

Department of Clinical and Experimental Medicine

794.42 TOTAL IMPACT POINTS

2.33 AVERAGE IMPACT PER PUBLICATION

3588 CITATIONS



Conflitto interesse

• Dal 2016 preparazione e valutazione 

protocolli di ricerca per GUNA



OUTLINE

1) Considerazioni generali

2) Fondamenti della low dose medicine

3) Esempi di utilizzazione clinica

4) Prospettive future



OUTLINE

• 1) Considerazioni generali

- interesse culturale





MASTER BIENNALE  DI II LIVELLO
LOW DOSE MEDICINE IN

PSICO-NERUO-ENDOCRINO-IMMUNOLOGIA
Applicazioni in Medicina Generale, nelle Disfunzioni

Neuro-Muscolo-Scheletriche e 
nell’ Healthy Aging

MASTER BIENNALE  DI II 
LIVELLO

LOW DOSE MEDICINE E 
OMOTOSSICOLOGIA
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OUTLINE

• 1) Considerazioni generali

• 2) Fondamenti della low dose medicine

- concentrazioni attive molto basse



Inferiori alla «minimal

pharmacological

effective dose».



EFFETTI DI DIFFERENTI CONCENTRAZIONI DI CITOCHINE

THERAPEUTIC EFFICACY



g (gram)= 1

10 -1 =  0.1

10 -2 =  0.01

mg (milligram)= 10 -3 =  0.001

μg (microgram)= 10 -6 =  0.000001

ng (nanogram)= 10 -9 =  0.000000001

pcg (picogram)= 10 -12 =  0.000000000001

fg (fentogram)= 10 -15 =  0.000000000000001 

DEFINITIONS





S.K.A (Sequential Kinetic

Activation)

Rappresenta un 

sofisticato DRUG 

DELIVERY SYSTEM in 

grado di rendere efficaci 

concentrazioni 

molecolari al di sotto 

della minimal 

pharmacological

effective dose.



S.K.A (Sequential Kinetic
Activation)

Oggi si parla anche di RELEASE 
ACTIVITY cioè la capacità della basic

substance di rilasciare nel mezzo 
acquoso la propria attività 

farmacologica

Bulletin of Experimental Biology and Medicine, Vol. 154, No. 1, November, 2012
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Acqua ordinaria

Acqua biologica

Con la dinamizzazione 
si innesca il fenomeno 
di Frölich: la spazializ-
zazione ordinata di 
tutti i dipoli, che porta 
all’abbassamento della
costante dielettrica
cioè ad una più facile 
trasmissione elettro-
magnetica
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- concentrazioni attive molto basse

- evidenze sperimentali



Effects of different doses of IL-1-β on 
isolated human fibroblasts





Expression of NFKb on isolated
fibroblasts

lps          a           c          d         b

1h

nfkb

lps         a           c d          b

18h

Legend

•lps=control
•A=placebo (water and alcohol)
•B=pharmacological concentration
•C=0.01pg/ml ska activated
•D=0.01 pg/ml only diluted not ska activated



I RECETTORI TRANS-MEMBRANA
Up- and Down-Regulation

TNF

Cell-surface receptor

Soluble TNF receptor

Cell activation
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- concentrazioni attive molto basse

- evidenze sperimentali

- patologia=alterata omeostasi



From: The Review of Diabetic Studies (2006) 3:72-75

Antigen presentation to naïve T cells results in the development of Th1, Th2 or Th17 
cells depending on the cytokine milieu.



Raphael I et al. T cell subsets and their signature cytokines in autoimmune and 

inflammatory diseases. Cytokine (2014), http://dx.doi.org/10.1016/j.cyto.2014.09.011

Neither good nor bad in Nature



Th0

Th2Th1

IL-12, INF-γ IL-4

INF-γ DOWN-REGULATES

IL-12 UP-REGULATES IL-4 UP-REGULATES

IL-4 DOWN-REGULATES

Th subsets cross-regulate expansion and functions

each other.

- Cooke , A. Th17 in Inflammatory Conditions. 2006, Rev Diabetic Stud 3: 72-7
- Bettelli E. et al. Th17: the third member of the effector T cell trilogy. Current Opinion in Immunology 2007, 19: 652-657

Inflammatory diseases Allergy 

THE CONCEPT OF BALANCE – RECIPROCITY of TH CELLS



OMEOSTASI
SALUTE

INFIAMMAZIONE

Cytokines UP
• IL-1
• IL-6
• TNF-α
• IL-17
• INF-γ
• IL-2
• IL-8

Cytokines DOWN
• TGF-β 
• IL-4
• IL-10

Concentrazione
Fisiologica

• IL-1
• IL-6
• TNF-α
• IL-17
• INF-γ
• IL-2
• IL-8

Concentrazione
Fisiologica
• TGF-β 
• IL-4
• IL-10







Antagonistic cytokines are utilized in 
order to slow down a biological 

effect; Same cytokines in order to 
enhance a biological function.

The concept of BALANCE and the use 
of SKA low dose cytokines
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3) Esempi di utilizzazione clinica

- infiammazione
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CRONOBIOLOGIA DELL’INFIAMMAZIONE FISIOLOGICA

TGF-β

Petersen AM1, Pedersen BK. The anti-Inflammatory effect of exercise. J Appl Physiol (1985). 2005 Apr;98(4):1154-62
Modificata a fini didattici.



Interleuchina 1 (IL-1) è una citochina 
prodotta da macrofagi, monociti, 
cellule dendritice, fibroblasti e 
cellule endoteliali

IL-1 SOSTIENE I PROCESSI 
INFIAMMATORI

INTERLEUCHINA-1 (α; ß)



IL-1 (α; ß) MECCANISMO D’AZIONE

IL-1 (α; ß) attiva:
1. cicloossigenasi di tipo 2 (COX2)
2. prostaglandina E2 (PGE2)
3. prostaglandina D2 (PGD2)
4. ossido nitrico (NO)



FARMACI CHE BLOCCANO GLI EFFETTI DI
INTELEUCHINA-1

FANS CORTISONICI ASA

- - -
COX2 PGE2 NO



ANTI IL-1 
Riduzione 

dell’infiammazione 
acuta



(LOW GRADE CHRONIC) INFLAMMATION
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TNF-α

IL-1β

IL-6

IL-10

24 48 72 960
ORE

ONSET

TGF-β

Low

Grade

Chronic

Inflammation

Petersen AM1, Pedersen BK. The anti-Inflammatory effect of exercise. J Appl Physiol (1985). 2005 Apr;98(4):1154-62
Modificata a fini didattici.
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CRONOBIOLOGIA DELL’INFIAMMAZIONE CRONICA



Meccanismi che contribuiscono all’insorgenza delle complicazioni a lungo 
termine osservate nei pazienti affetti da artrite reumatoide

McInnes IB, Schett G. N Engl J Med 2011;365:2205-2219.



Leonard BE. Inflammation, Depression and Dementia: Are they Connected? Neurochem Res 2007

HPA activation

Tryptophan dioxygenase (TDO) and indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO)



IL-10 COME ANTINFIAMMATORIO PER PATOLOGIE CRONICHE

Braat H. et al. Interleukin-10-based therapy for inflammatory bowel disease. Expert Opin Biol Ther.

de Vries JE. Immunosuppressive and anti-inflammatory properties of interleukin 10. Ann Med. 1995 Oct;27(5):537-41.

John B. Mumm et al. IL-10 Elicits IFNg-Dependent Tumor Immune Surveillance Cancer Cell 2011
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IMMUNODEPRESSIONE     POST-INFETTIVA

Convalescenza….………….



Th2

Th1

…IN IMMUNE “DEFICIENCY”

Immunemodulating
Cytokines 

• TGF-β 

• IL-4
•IL-10Immunestimulating

Cytokines 

• IL-2
•IFN-γ
•IL-1
•GCSF



CITOMIX

CITOCHINE 

LOW DOSE

VEGETALI

LOW DOSE

ESTRATTI D’ORGANO
LOW DOSE

•GCSF

•IL1-beta

•INF -gamma

•IL-6

•IL-4

•IL-2
INNESCO DELLA 
RISPOSTA 
IMMUNITARIA

PROLIFERAZIONE DEI 
B  E BOOSTING DELLE 
APC (IL4);
STIMOLAZIONE DEI T, 
B, NK (IL2)

•VASA LYMPHATICA SUIS

•MEDULLA OSSIS SUIS

•THYMULINE

STIMOLAZIONE DEI TESSUTI 
IMMUNOCOMPETENTI

AZIONE ANTISETTICA 
(Vaccinium vitis),

ANTINFIAMMATORIA 
(Ananassa sativa),

DI STIMOLAZIONE DEL SRE 
(Centella asiatica)

•VACCINIUM VITIS

•ANANASSA SATIVA

•CENTELLA ASIATICA





Criteri di inclusione

Bambini giunti all’osservazione c/o il

personale studio di Pediatria in qualità

di pazienti convenzionati con la ASL-8

Arezzo e privati, nel periodo compreso

tra 01.09.2007 e 31.10.2007.

Requisiti:

età compresa tra 3 ed 8 anni, positività 

anamnestica per RRI [bambini che nel 

periodo compreso tra novembre 2006 ed 

aprile 2007 avevano manifestato più di 6 

episodi di infezioni respiratorie acute].

Criteri di esclusione

Bambini affetti da patologia cronica

(diabete, cardiopatia, insufficienza renale), 

in trattamento  immunosoppressivo e 

cortisonico, quelli sottoposti a terapia 

antibiotica per lungo periodo e gli allergici.

CRITERI DI INCLUSIONE / ESCLUSIONE



PROTOCOLLO PREVENTIVO DELLE RRI E TERAPIA DEGLI 
EPISODI RESPIRATORI ACUTI (ARTI)

Il GRUPPO A è stato curato con CITOMIX con il seguente schema:



Δ=3.58

Δ=1.04



RICORSO ALLA TERAPIA ANTIBIOTICA
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* dati di laboratorio



Pre-clinical Study

Evaluation of Citomix on PBMC 

(Peripheral Blood Mononuclear Cells) of 

15 healthy adult volunteers  and on 15 

pediatric patients AMCs (Adenoidal 

Mononuclear Cells) after adenoidectomy 

surgery.



PBMC

Prelievo di sangue da adulti  sani
15 volontari

Isolamento cellule

ATTIVITA’ IMMUNOMODULANTE DI CITOMIX

Adenoidi di soggetti pediatrici con infezioni ricorrenti
15 soggetti

Isolamento cellule

AMC

Schiacciamento meccanico

http://www.google.it/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRxqFQoTCOa2xPrCssgCFYa0GgodZJEFoQ&url=http://www.nature.com/nprot/journal/v9/n7/fig_tab/nprot.2014.104_F5.html&psig=AFQjCNHres_PYANAQZcDDh5B6GBfh6syyw&ust=1444381548574299
http://www.google.it/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRxqFQoTCOa2xPrCssgCFYa0GgodZJEFoQ&url=http://www.nature.com/nprot/journal/v9/n7/fig_tab/nprot.2014.104_F5.html&psig=AFQjCNHres_PYANAQZcDDh5B6GBfh6syyw&ust=1444381548574299


SCOPO

Valutare l'attività immunomodulante "in vitro" di CITOMIX
•PBMC di soggetti volontari adulti sani
•cellule adenoidee di pazienti pediatrici.

Parametri immunologici:
•capacità proliferativa di alcune sottopopolazioni linfocitarie (T e B)
•attività NK
•produzione di citochine e immunoglobuline.



RISULTATI

• In coltura CITOMIX non è tossico per la

sopravvivenza e la proliferazione cellulare



Valutazione della capacità proliferativa linfocitaria 

mediante marcatura con CFSE – SANGUE PERIFERICO
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Valutazione della capacità proliferativa linfocitaria 

mediante marcatura con CFSE - ADENOIDI
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RISULTATI

• In coltura CITOMIX non è tossico per la

sopravvivenza e la proliferazione cellulare

•I dati suggeriscono una azione prevalente sul

sistema innato



RISULTATI

•In coltura CITOMIX non è tossico per la

sopravvivenza e la proliferazione cellulare

•I dati suggeriscono una azione prevalente sul

sistema innato

•Basse concentrazioni di CITOMIX (1:100) si

dimostrano in grado di stimolare la

produzione di citochine regolatorie…



Valutazione della produzione di Citochine
Sangue periferico

PBMC IL6 TNFalpha

BAS 105.57 70.33

1:10 96.36 75.70

1:100 160.24 117.00
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Valutazione della produzione di Citochine
Sangue periferico
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Aumento di IFNgamma e di IL-10 con la concentrazione 1:100 di citomix

CITOCHINE REGOLATORIE

PBMC IFNgamma IL10

BAS 358.89 12.17

1:10 544.19 7.87

1:100 646.44 12.58



• L’aumento di IFNgamma in presenza di 

citomix rende le cellule dell’immunità 

innata pronte a debellare eventuali infezioni 

virali e l’IL-10 svolge azione regolatrice



• L’ aumento è maggiore con concentrazioni 

più basse di citomix in coltura, ad 

avvalorare l’ipotesi di un’azione sistemica di 

citomix più che locale. Le citochine

regolatorie prodotte stimolano ed 

incrementano la risposta specifica delle 

cellule dell’immunità acquisita.



RISULTATI

• In coltura CITOMIX non è tossico per la

sopravvivenza e la proliferazione cellulare

•I dati suggeriscono una azione prevalente sul

sistema innato

•Basse concentrazioni di CITOMIX (1:100) si

dimostrano in grado di stimolare la produzione

di citochine regolatorie e la produzione di

immunoglobuline (IgA. IgM, IgM)



Valutazione della produzione di immunoglobuline –
Sangue periferico
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BAS 109.76 244.19 498.82

1:10 48.10 52.94 268.84

1:100 262.18 594.14 828.83

PBMC IgA IgG IgM

BAS 109.76 244.19 498.82

1:10 48.10 52.94 268.84

1:100 262.18 594.14 828.83



Studio clinico prospettico randomizzato con controllo attivo
sull’attività di un preparato composto ad azione
immunomodulante nel controllo delle infezioni respiratorie
ricorrenti in età pediatrica: studio CIT-OM85-X

STUDIO CLINICO CIT-OM85-X

SECONDA  FASE
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Th2

Th1

…nelle Allergie

•IL-4
•IL-5
•IL-13



EXPERIMENTAL PROTOCOL

DAY 1

Injection of 1 
mg of egg-
albumin + 5 mg 
Al(OH)3 in PBS 
(IP)

DAY 7

Injection of 1 
mg of egg-
albumin + 5 mg 
Al(OH)3 in PBS 
(IP)

DAY 13

Aerosol of 1 mg 
of egg-albumin
+ 5 mg Al(OH)3
in PBS 

from DAY 18 until DAY 38
Blood drawing

TREATMENT WITH IL-12+IFN-γ

LUCKY 
MOUSE

ALLERGIC 
MOUSE

DAY 27
Injection of 1 mg of
egg-albumin + 5 mg 
Al(OH)3 in PBS (IP)

DAY 30
5% egg-albumin in 
PBS 0,5. (Aerosol)

DAY 38
Bronchoalveolar

lavage fluid
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Legend

•1-Untr=healthy mouse
•2-OVA=allergic mouse





Number of cells expressed in cells/BALF (x104)



“Clinical Immunological evaluation of long-term treatment with 
Physiological Regulating Medicine in a Pediatric Population (64+64 children) 

suffering from chronic atopic dermatitis.
Randomized controlled double-blind two-stage 

experimental study”

CLINICAL STUDY

U.O. di Bio-Statistica dell’Istituto Superiore di Sanità  
Responsabile dr. Pietro Panei

Via Regina Elena, 299 – 00161Roma

Coordinating centre
U.O. di Immuno-Allergologia dell’Età Evolutiva

Responsabile Prof.ssa Elena Galli
Centro Ricerca, Ospedale S.Pietro Fatebenefratelli

Via Cassia, 600 - 00189 Roma

ATOPIC DERMATITIS:  IL-12 + INF-γ

ALLERGOLOGY-DERMATOLOGY



A 8 mesi
PLACEBO

6 mesi
FOLLOW UP

B 8 mesi
TRATTAMENTO

6 mesi
FOLLOW UP

A 8 mesi
PLACEBO

1 mese
FOLLOW 

UP

B 8 mesi
TRATTAMENTO

1 mese
FOLLOW 

UP

RIALLOC.

B

A

SECONDO STADIOPRIMO STADIO

C
8 mesi

CONTINUA 
ASSUNZIONE 
PRECEDENTE

1 mese
FOLLOW 

UP

RESPONDERS

NON-RESPONDERS

DISEGNO DELLO STUDIO
128 bambini divisi in 2 bracci

Potenza 80%; probabilità errore-α 5%; differenza attesa tra i due gruppi 30%



OUTCOME PRIMARIO
 Riduzione della gravità della Dermatite Atopica valutata secondo l’indice SCORAD con una percentuale di 
miglioramento attesa del 30%

OUTCOMES SECONDARI
 Allungamento del “disease–free interval” .
 Tollerabilità e compliance del trattamento e gestione degli eventi avversi.
 Skin Prick Test verso i principali allergeni inalanti ed alimentari.
 Skin Prick by Prick Test verso i principali allergeni alimentari.
 Patch Test verso i principali allergeni alimentari, verso gli Acari ed il Nichel.
 IgE totali e specifiche verso i principali allergeni inalanti ed alimentari.
 Caratterizzazione delle sottopopolazioni linfocitarie in citofluorimetria mediante batteria di anticorpi 
monoclonali.
 Studio cellulare e sierico di Citochine pro-infiammatorie ed infiammatorie IL-10, IL-13, IL-12 e IFN gamma.

OBIETTIVI DELLO STUDIO

RISULTATI PRELIMINARI

Il gruppo trattato con CTK low dose ha un decremento del punteggio SCORAD tra T0 e T8 del 54%, 
decremento che continua nel follow up fino a raggiungere il 64%. Nello stesso periodo di osservazione il 
gruppo trattato ha una riduzione significativa dei farmaci assunti per il controllo sintomatico (antistaminici e 
cortocosteroidi topici).
Lo studio ha evidenziato inoltre un progressivo miglioramento della qualità di vita (prurito e disturbi 
notturni) dei soggetti trattati con CTK low dose durante tutto il periodo di indagine.



Grazie per l’attenzione

sbernasconi3@gmail.com 


