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IMPATTO DELLE INFEZIONI

RESPIRATORIE

*Problema di piu frequente riscontro in eta pediatrica

Contribuiscono ad aumentare I’antibiotico-resistenza (uso
Inappropriato di antibiotici-75% delle prescrizione di ATB)

*Fonte di preoccupazione per i genitori
*Consultazioni frequenti dei PLS, accessi in PS (20% delle
consultazioni mediche),ospedalizzazioni frequenti, visite

specialistiche

*Elevato costo socio-economico (assenteismo dei bambini e dei
loro genitori — 30% di giorni persi)



STRATEGIE PREVENTIVE

Per ridurre I'impatto delle infezioni respiratorie in
eta pediatrica abbiamo a disposizione 2
strategie

1.Eliminare i fattori favorenti
2.Utllizzo degli immunostimolantsi



GLI IMMUNOMODULANTI

Gli immunomodulanti sono preparati eterogenei e vengono definiti come
farmaci che producono un aumento dell’immunita non specifica e
della resistenza alle infezioni

Gli immmunomodulanti hanno ricevuto recentemente un nuovo impulso a
seguito del riconoscimento dei meccanismi che sottendono I'immunita
soprattutto dopo I'identificazione dei Toll-Like Receptors

TLRS =riconoscono strutture molecolari presenti sulla superficie di
microrganismi diversi (batteri, virus, etc) e innescano segnali di
attivazione sulle cellule dell'immunita

Tali conoscenze hanno permesso di fornire le basi teoriche
e il razionale del loro impiego



RAZIONALE

I Toll-like Receptors riconoscono molecole
comuni a diversi batteri (LPS, peptidoglicani, L““"“"*‘“f"'“”
lipoproteine batteriche, ecc..) B nee
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Maturazione della cellula dendritica

~” Aumenta I'espressione sulla sua superficie delle
molecole HLA di classe Il e della molecola B27

Produzione di IL1, IL6 e IL12

CThiamnats per
tutte le cellulesT Hillex?
Tutte, ho detto

Differenziazione dei linfociti T = Thl



COME FUNZIONANO GLI

IMMUNOSTIMOLANTI?

-Inducono e potenziano le risposte immunitarie non
specifiche (es: fagocitosi)

-Aumentano la capacita delle APC di stimolare le
cellule T antigene-specifiche

-Stimolano le celluleBe T

-Stimolano le risposte umorali (produzione anticorpali e
di citochine)

Cercano di mimare le risposte immuni evocate dall'ingresso di un
patogeno nell’'organismo

(inizialmente non specifiche e successivamente specifiche)

Rozy A et al. Bacterial immunostimulants--mechanism of action and clinical application in respiratory diseases.
Pneumonol Alergol Pol. 2008



Composti che contengono batteri uccisi o lisati batterici (lisi
chimica/meccanica)

*OM-85 BV

LW 50020

*PMBL
*Composti che contengono componenti immunogeniche quali ribosomi e
glicoproteine

D53

*RU 41740

* Pidotimod
 Levamisolo (fuori commercio)
* Isoprinosina

DERIVATI TIMICI
Timomodulina, Timostimolina

VARIE
Echinacea-Propoli, Lattoferrina, Vitamina D, Probiotici, Zinco, Resveratrolo




ALTRI IMMUNOMODULANTI

LATTOFERRINA

Antivirale
Antibatterico
Immunomodulante
Anti-inflammatorio

Immunomodulante

Proliferazione delle cellule del Sistema
Immunitario, stimolazione della fagocitosi
granulocitaria, aumentano la produzione di

Citochine infiammatorie (in particolare TNFa, IL-1,

IL-6, Interferon-f3, NO

Anti-infettivo

Immunoesclusione,
immunoregolazione,
immunoeliminazione a
livello locale

Blocca la replicazione virale

Inibisce alcuni mediatori dell’ infiammazione
Stimola la funzione immunitaria

Potente antiossidante

ZINCO

Ruolo nell’ omeostasi del sistema immunitario
regolando direttamente e indirettamente

la proliferazione, la differenziazione e la funzione
delle cellule immunitarie




GLI IMMUNOSTIMOLANTI:

MITI E REALTA’

-Discreto numero di studi in vitro-modelli animali

-I risultati degli studi in vitro non possono essere
completamente “traslati” in vivo ma sono un punto di
partenza

-A partire dagli anni ‘80 comparsa di studi in vivo per
valutare I'efficacia clinica



COCHRANE 2011

Obiettivo: determinare I'efficacia e la sicurezza degli IS nella
prevenzione delle ARTIs nei bambini

Criteri di selezione: RCTs (IS vs placebo)
In bambini 6 mesi-18 anni

&

THE COCHRANE
COLLABORATION®

Conclusioni

-IS riducono l'incidenza di ARTI del 40% circa nei
toddlers (2-5 anni)

school boys (6-12anni)

bambini con alta incidenza ARTI (es:orfanotrofi)

-Non sono disponibili studi in bambini sani
-I bambini suscettibili possono beneficiare del trattamento con IS

Blanca Estela Del-Rio-Navarro et al. Cochrane Review: Immunostimulants for preventing respiratory tract infection in children. Marzo 2011



GLI IMMUNOSTIMOLANTI:

MITI E REALTA’

La maggior parte degli studi fino ad ora publicati evidenziano un legame
tra I'lassunzione di un immunomodulante e

-la riduzione del numero, durata e severita delle IR

-La riduzione dell’utilizzo di antibiotici e farmaci sintomatici

-La riduzione delle ospedalizzazioni
-La riduzione dell’assenteismo dei genitori e bambini

Ma quali criticita?



Numero esiguo di studi RCT di efficacia clinica con buona
qualita metodologica

Numerosita di patologie la cui prevenzione viene
contemporaneamente studiata (esiguo campione per patologia)

Pazienti eterogenei (eta, patologie associate) e spesso campione
ridotto

Molti fattori confondenti: stagionalita, numero di conviventi,
asma/allergie, fumo passivo, frequenza della comunita...

Uso di scale di rilevazione dei sintomi non validate

Diversita degli schemi di trattamento

Eterogeneita statistica

Lavori pubblicati su riviste a basso IF



THE PAST
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Pidotimod: the past and the present

Gian Vincenzo Zuccotti and Chiara Mameli

Burgio GR.
Arzneimittelforschung. 1994

Motta G.
Arzneimittelforschung. 1994

Passali D.
Arzneimittelforschung. 1994

Caramia G.
Arzneimittelforschung. 1997

Careddu.
Arzneimittelforschung. 1994

La Mantia.J Chemother 1999

RTC doppio cieco con
placebo multicentrico

RTC doppio cieco con
placebo

RTC doppio cieco con
placebo multicentrico

RTC doppio cieco con
placebo multicentrico

RTC doppio cieco con
placebo multicentrico

Pz trattati vs nn trattati

101 bambini (2-
13 anni)

235 bambini (3-
14 anni)

416 bambini (3-
14 anni)

120 bambini (2-8
anni)

748 bambini (3-
14 nni)

14 bambini con
Sindrome di
Down (3-13 anni)

400 mg/die per 60 gg
800 mg/die per 15gg poi

400 mg/die per 60 gg
400 mg/die per 60 gg

400 mg per 2 volte al giono
per 15 gg, 400 mg/die per
60 gg

400 mg/die per 60 gg

400 mg/die per 60 gg

Riduzione del numero di pz con
sintomi di IR delle alte e basse vie

Riduzione del numero di tonsilliti

Riduzione dei giorni di febbre,
della severita degli episodi acuti,
nel numero di ATB e
dell’assenteismo.

Piu rapido miglioramento clinico,
riduzione delle ospedalizzazioni,
delle ricadute e dell’'uso di ATB.
In caso di ricaduta risposta clinica
piu rapida

Riduzione del numero di IRR,
dell’'uso di ATB e di farmaci
sintomatici. Meno assenteismo

Riduzione del numero di gg di
febbre, delle severita delle IR,
dell’uso di ATB e di antipiretici



Zuccotti and Mameli ltalian Joumnal of Pediatrics 2013, 39:75

http:/fwww ijponline.net/content/391/75 {{; |TAL|AN JDURNAL
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Pidotimod: the past and the present

Gian Vincenzo Zuccotti and Chiara Mameli

THE PRESENT:

Quali Nuove Evidenze?



NUOVE EVIDENZE

Modulation of airway epithelial cell functions by Pidotimod: NF-kB cytoplasmatic
expression and its nuclear translocation are associated with an increased TLR-2
expression

ltalian Journal of Pediatrics 2013, 3929 doi:10.1186/M1 824-7288-39-29

Studio in vitro per valutare se il Pidotimod sia in grado di stimolare le cellule
inflammatorie e effettrici dell'immunita e se sia in grado di attivare le cellule epiteliali
bronchiali implicati nella risposta alle infezioni




NUOVE EVIDENZE

Conclusion

Through different effects on ERK1/2 and NF-kB. pidt}timod was able to increase the
expression of TLR-2 protens, surface molecules mvolved n the mitiation of the nnate
Tesponse to infectious stmull. The lack of effect on ICAM-1 expression. the receptor for

rhinovirus, and on 1L-8 release, the potent chemotactic factor for neutrophils (that are already
present 1n sites of mfection), may represent protective functions. If confirmed 1 vivo. these
activities may, at least 1 part, clarify the mechanism of action of this molecule at airway

level.
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OBIETTIVI

Valutare la capacita di PIDOTIMOD di modulare le risposte
immuni in bambini con Sindrome di Down vaccinati con il
vaccino anti-influenzale stagionale (2011-2012)
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MATERIALI e METODI

Studio randomizzato controllato: 35 bambini affetti da
Sindrome di Down, eta: 3-10 anni.

| bambini sono stati randomizzati (1:1) a ricevere Pidotimod
400 mg, somministrato oralmente 1/die per 90 giorni o
placebo.

Al baseline tutti bambini venivano vaccinati con una singola
dose di vaccino anti-influenzale virosomiale-adiuvato.

Le risposte immuni innate ed adattative sono state valutate al
baseline e 3 mesi dopo |'arruolamento.



RISULTATI: Espressione di geni delle

risposte immuni innate e adattative

50 « CCL2 recruits monocytes, memory T cells, and

a5 | dendritic cells to the sites of inflammation produced by
tissue injury or infection.
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Models of in vivo CCL2-mediated monocyte recruitment. During infection,
CCL2 is produced and secreted by microbially infected or by cytokine-stimulated
uninfected cells. _Annu Rev Immunol. 2008;26:421-52.




RISULTATI: Espressione di geni delle

risposte immuni innate e adattative

N Fold
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TLR 4 detects lipopolysaccharide from Gram-
negative bacteria and is thus important in the
activation of the innate immune system.

Anti-Viral Response
* IFNB




RISULTATI: Espressione di geni delle

risposte immuni innate e adattative

N Fold
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Tumor Necrosis Factor Receptor SuperFamily member 1A is
one of the major receptor for the TNF-alpha and activates NF-kB

N e O D

Anti-apoptotic events

= Pro-apoptotic events

———— Inhibition

- Transcriptional Stimulation L» Oligomerization

— -3  Translocation
—_— Direct or Multistep Stimulatory Modification @ Amplification Loop
? Separation of Subunits or Cleavage Products

Disease Models & Mechanisms 6, 383-396 (2013)




RISULTATI: Espressione di geni delle

risposte immuni innate e adattative

. MIF is a pivotal regulator of innate immunity and is an
50 integral component of the host antimicrobial alarm system
and stress response that promotes the pro-inflammatory
45 - functions of immune cells
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RISULTATI: Espressione di geni delle

risposte immuni innate e adattative
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Lactoferrin (LF) is a multifunctional protein of the tranferrin family
widely represented in secretory fluids, such as milk, saliva, tears,
and nasal secretions.

LTF has antimicrobial activity (bacteriocide, fungicide) and is part of
the innate defense, mainly at mucoses.

Host activities
Bone formation
Antiendotoxin
Antiinflammatory
Immunomodulator
Alarmin
Transcription regulator
Immune cell recruitment

Iron absorption
Iron sequestration
Inhibit biofilm formation

Wound healing
4‘ Lactoferrin

Other activities
Antimicrobial peptide source
Intestinal flora modulation
Antioxidant
Biomarker
Vaccine adjuvant

Direct pathogen
activities
Antibacterial

Antifungal
Antiviral
Anticancer
Antiparasitic
Enzymatic activity
Proteinase inhibitor

@
@?\5@/ @ @

RO

B Lactoferrin
A Other proteins

/ Lactoferricin

Nucleus

Schematic representation of the response of neutrophils to invading pathogenic bacteria.
Biochem. Cell Biol. Vol. 90, 2012




RISULTATI: Espressione di geni delle

risposte immuni innate e adattative

. The majority of the CAMP propeptide is stored in secondary or specific granules of neutrophils from
50 which it can be released at sites of microbial infection -
45 - . CAMP is synthesized and secreted in significant amounts by those tissues that are exposed to
environmental microbes.
40 T . . e . . . . . .
. CAMP/hCAP18 possesses several important activities including bactericidal, anti-sepsis,
35 - chemoattraction, and promotion of angiogenesis and wound healing.
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IN CHE MODO IL PIDOTIMOD
STIMOLA LA RISPOSTA IMMUNE
ADATTATIVA?
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CONCLUSIONI

PIDOTIMOD induce una significativa up-regolazione
di geni coninvolti nella chemiotassi, nell’attivita
antimicrobica e nell’infiammazione.

PIDOTIMOD modula positivamente le risposte immuni
Innate determinando un piu efficace controllo delle
fasi iniziali dell’infezione.

PIDOTIMOD e anche in grado di stimolare risposte
Immuni prevalentemente di tipo 1gGl.



PARTENDO DALLA COCHRANE 2011...

Conclusioni
-I1S riducono l'incidenza di ARTI del 40% circa nei
toddlers (2-5 anni)

school boys (6-12anni) @

bambini con alta incidenza ARTI (es:orfanotrofi) THE COCHRANE

COLLABORATION®

-Non sono disponibili studi in bambini sani

-I bambini suscettibili possono beneficiare del trattamento con IS

Blanca Estela Del-Rio-Navarro et al. Cochrane Review: Immunostimulants for preventing respiratory tract infection in children. Marzo 2011



QUALCHE NOVITA’

Efficacia di Pidotimod nella prevenzione delle
infezioni respiratorie in bambini sani:
studio randomizzato, in doppio cieco, controllato
verso placebo.

Protocollo sperimentale N° : 1/2013
Codice EudraCT N° : 2013-002273-22

17 PEDIATRI DI LIBERA SCELTA afferenti a
SICuPP (Societa Italiana delle Cure Primarie Pediatriche)- Lombardia
CESPER “Centro Studi per la formazione e la ricerca in pediatria del territorio” —
Veneto



OBIETTIVI

Obiettivo principale
Valutare l'efficacia di Pidotimod nella prevenzione delle infezioni respiratorie in
bambini sani in termini di riduzione di numero di infezioni respiratorie durante il
periodo dello studio in confronto al gruppo trattato con placebo.

Obiettivi Secondari
eValutare |la durata delle infezioni respiratorie.
eValutare il tipo e la durata dei trattamenti concomitanti (ATB:
corticosteroidi sistemici, antipiretici, mucolitici, antitosse, antistaminici)
eValutare l'incidenza di eventi avversi potenzialmente associati all’assunzione di
Pidotimod.
eValutare il numero di giorni di assenza da scuola, il numero di giorni di assenza
dal lavoro/giorni di assistenza del bambino ammalato (caregivers)
eValutazione della compliance alla terapia



CRITERI DI ARRUOLAMENTO

Criteri di inclusione

eBambini sani di entrambi i sessi nel 4° anno di vita al momento del
reclutamento ovvero bambini dal 3° compleanno (3 anni e 1 giorno) fino a 3
anni e 364 giorni (4° compleanno).

eEtnia caucasica

eBambini che non hanno mai frequentato la comunita (asilo nido).

eCapacita dei genitori/tutori legali di comprendere modalita e tempi dello studio;
firma del consenso informato

Criteri di esclusione

ePatologia cronica predisponente ad infezioni ricorrenti localizzate a livello delle
alte e basse vie aeree quali malattie immunologiche, neurologiche, neoplastiche,
renali, cardiovascolari, ematologiche, broncodisplasia, sindrome di Down, fibrosi
cistica.

eMalformazioni a livello delle vie aree predisponenti all’insorgenza di IRR
eBambini esposti a fumo passivo

eBambini che hanno fratelli/sorelle che frequentano I'asilo nido o la scuola
materna.

eBambini con allergia o intolleranza a Pidotimod.

eBambini che abbiano gia assunto altriimmunostimolanti.



Calcolo della dimensione del campione

Scenario | Incidence rate | Rate ratio EXP | n PLA-m1

Episodi attesi
di IR nei
bambin di eta 9 1 5/yr 0.60 37/2

3-4 anni 4/yr 0.60 46/2

3/yr 0.60 61/2

5/yr 0.70 72/2

4 /yr 0.70 90/2

3/yr 0.70 120/2

EXP = gruppo sperimentale (Pidotimod); PLA = gruppo placebo.
n = numero di soggetti

a=0.05; =0.10 (power = 0.90) per tutti gli scenari

Nello scenario ipotizzato (1) occorrono 19 (= 37/2) bambini per gruppo

Abbiamo ipotizzato di arruolare 80 bambini (sovracampionamento)




9 PLS MILANO 8 PLS VICENZA

CIASCUN PLS
GruppoA/ Gruppo B
BAMBINI TRATTATI CON BAMBINI TRATTATI CON
PIDOTIMOD PLACEBO
1 FLACONE DA 400 MG X 2 DIE per gli ultimi 10 1 FLACONE X 2/DIE per gli ultimi 10 giorni/mese da
giorni/mese da otTre 2013 ad aprile 2014 ottobre 2013 ad aprile 201

Consegna diario delle infezioni: da compilare a
cura del genitore e ritirato 1 volta/mese dal PLS

Inizio studio: 20 ottobre 2013
Fine studio: 30 maggio 2014

57 bambini reclutati, 8 bambini persi nel follow-up




DROP OUT

*5 RIFIUTO PALATABILITA’
2 RITIRO DEL CONSENSO (1 trasferito citta’ e 1 cambiamento di pediatra)

1 EVENTO AVVERSO: orticaria
( 5 giorni dopo l'inizio del 2° ciclo di trattamento con Pidotimod)

TOTALE DROP OUT: 8
TOTALE BAMBINI CHE PORTANO A TERMINE LO STuDIO: 49




Risultati
Outcome primario
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| valori sono medie e intervalli di confidenza al 95%




Qutcomes secondari

Valutare il tipo e la durata dei trattamenti concomitanti
classificandoli in: antibiotici sistemici, corticosteroidi sistemici,
antipiretici, mucolitici, antitosse, antistaminici.

Valutare l'incidenza di eventi avversi potenzialmente associati
all'assunzione di Pidotimod.

Valutare il numero di giorni di assenza da scuola, il numero di
giorni di assenza dal lavoro/giorni di assistenza del bambino
ammalato (caregivers)

Valutazione della compliance alla terapia




Consumo di antibiotici prescritti dal Pediatra
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No Si o . .
PLACEBO Pidotimod

OR per Pidotimod vs Placebo: 0.39 (IC95% da 0.11
a 1.26) p=0.12




Conclusioni

 Non é stata osservata una riduzione significativa delle IR nei soggetti
trattati con Pidotimod vs Placebo ma osservato un trend di riduzione
delle IR nel gruppo trattato con Pidotimod vs Placebo

Q Nel gruppo trattato con Pidotimod si @ osservata un minor numero
di prescrizione antibiotica=> le IR in questo gruppo di soggetti hanno
avuto un decorso meno grave rispetto al gruppo trattato con placebo.







