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Abstract

Background: |l lichen sclerosus (LS) & una patologia della
pelle ad eziologia sconosciuta che puo colpire il prepuzio.
La terapia topica raccomandata & con corticosteroidi, ma
essi possono avere effetti collaterali. Obiettivi: Abbiamo
mirato a comparare gli effetti degli Ozonidi Stabili con
vitamina E acetato (OZOILE) rispetto ai corticosteroidi
ad uso topico in bambini in fase di circoncisione.
Metodo: Dodici bambini in fase di circoncisione sono stati
trattati prima dell'intervento: 10 bambini con OZOILE
crema e 10 con 0.1% di mometasone furoato una volta al

giorno per 7 giorni. Sono stati reclutati inoltre dieci pazienti
di eta comparabile con LS del prepuzio, senza alcun
trattamento, come controlli. Mediante la tecnica di qRT-
PCR sono stati valutati i livelli trascrizionali di citochine
proinfiammatorie, citochine antinflammatorie ed E-
caderina dai prepuzi asportati. Risultati: |l trattamento con
OZOILE e con corticosteroidi ha prodotto una riduzione
simile dei livelli di TNF-a e IL-1f in prepuzi di pazienti affetti
da LS rispetto ai pazienti non trattati (p<0.001). OZOILE e il
trattamento steroideo hanno determinato un incremento
dei livelli trascrizionali di IL-13 ed E-Caderina nel prepuzio
di pazienti affetti da LS rispetto al prepuzio dei controlli
(p<0.001).Conclusioni: Sulla base dei nostri dati biochimici,
uno studio clinico randomizzato potrebbe essere utile per
verificare I'effetto clinico corrente di OZOILE come
trattamento alternativo ai corticosteroidi in bambini affetti
da LS del prepuzio.
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Introduzione

Il lichen sclerosus (LS) ¢ una patologia infiammatoria
cronica della pelle che si localizza preferenzialmente a livello
anogenitale. Il LS e stato descritto per la prima volta da
Hallopeau[1]. . La patologia ¢ stata descritta con diversi nomi
inclusi lichen scleroatrofico e Kraurosi della vulva. Nel 1976, la
Societa Internazionale per lo Studio di Patologia Vulvovaginale
lo ha definito LS [2]. I1 LS & stato descritto in adulti e bambini di
entrambi i sessi, e colpisce molto pili frequentemente le donne
che gli uomini; inoltre gli adulti sono piu affetti rispetto ai
bambini [3, 4]. La reale incidenza di LS ¢ difficile da stimare
poiché spesso decorre asintomatico.

Il LS in eta pediatrica ¢ spesso mal diagnosticato e puo
causare effetti dannosi. La localizzazione di LS a livello
prepuziale ¢ stata anche chiamata Balanite Xerotica
Obliterante. E stata descritta per la prima volta nel 1928 da
Stuhmer ed ¢ caratterizzata da placche atrofiche bianche che
possono colpire il prepuzio, glande, frenulo e meato, oppure
uretra, ma la zona perianale € spesso risparmiata. [5-7].

Celis e collaboratori [8] hanno stimato nella loro review
un’incidenza di LS del prepuzio pari al 35%. Questa viene
considerata responsabile in molti casi di fimosi acquisita (80—
90%)[9, 10].

L’eziologia di LS del prepuzio & ancora sconosciuta e
probabilmente multifattoriale. Si pensava fossero patologie
autoimmuni causate sia da immunita umorale che da quella
cellulo-mediata. In letteratura, ¢ stata dimostrata
un’associazione tra LS, atopia, tiroiditi, alopecia areata,
diabete mellito, vitiligine, anemia perniciosa, celiachia e
morbo di Crohn. Inoltre ¢ stato ipotizzato che la
predisposizione genetica porta allo sviluppo di una risposta
immune. [10-12].

II LS del pene puo essere peggiorato quando coinvolge il
meato uretrale o I'uretra. In letteratura, ¢ stato riportato che la
stenosi del meato puo degenerare in stenosi uretrali e
insufficienza renale dovute a uropatia ostruttiva [6, 13, 14].

E stata descritta la terapia medica ad uso topico, prima e
dopo trattamento chirurgico con differenti farmaci[15]. Una
recente linea guida, basata sull’evidenza, sul trattamento
di LS anogenitale in adulti, ragazze e ragazzi, afferma che la
metodica standard per il trattamento ¢ I'uso di steroidi ad uso
topico molto potenti[9, 16]. Inoltre, la terapia con
corticosteroidi puo avere diversi effetti, quali atrofia della pelle,
rischio di superinfezioni, xerosi, ipopigmentazione, bruciore,
irritazione, e raramente soppressione dell’asse ipotalamo-
ipofisario [17].

E stata proposta dunque una terapia di mantenimento con
Vitamina E per LS vulvare dopo uso di corticosteroidi [18].
Estratti di avocado e soia sono stati impiegati come
antinfiammatori, anti fibrotici, emollienti, e lenitivi e sono
stati considerati una valida alternativa nel trattamento dei
sintomi e segni di LS vulvari da lievi a moderate [19].
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Nel nostro studio precedente, sono stati valutati gli effetti
dell'uso preoperatorio degli Ozonidi Stabili con vitamina E
acetato (OZOILE) in crema, sullo stato infiammatorio e sul
rimodellamento tissutale in bambini di sesso maschile con LS
del prepuzio in fase di circoncisione[20].

Nello studio osservazionale, abbiamo comparato gli effetti
di OZOILE versus i corticosteroidi topici nel trattamento
preoperatorio di bambini con fimosi, affetti da LS in fase di
circoncisione, valutando gli effetti antinfiammatorio e di
rigenerazione tissutale.

Materiali e Methods

Reclutamento dei pazienti

Trenta bambini con fimosi in fase di circoncisione e con diagnosi
pregressa di LS sono stati inclusi in questo studio osservazionale.
L’eta media alla diagnosi era 9.4+3.6, dai 5 ai 15 anni. Tutti i pazienti
non mostravano alterazione dell’emocromo o della Proteina C
reattiva al momento dell’operazione chirurgica.

La diagnosi pregressa di LS era stata definita da patologi come
una lesione epitelio-stromale caratterizzata da atrofia squamosa o
iperplasia, una banda come infiltrazione, ialinizzazione del derma
papillare, ipercheratosi, incontinentia pigmenti, e/o edema. I pazienti
sono stati suddivisi in 3 gruppi da 10 ciascuno.

I gruppo dei controlli (n=10) non ha ricevuto nessun
trattamento preoperatorio, mentre i pazienti degli altri due gruppi
sono stati trattati dai pediatri prima dell’operazione con OZOILE
crema (n=10) o 0.1% di mometasone furoato (n=10) una volta al
giorno per 7 giorni.

I campioni di prepuzi ottenuti in fase di circoncisione sono stati
suddivisi in due parti: una porzione ¢ stata utilizzata per I'analisi
istologica mentre l'altra per l'analisi dei livelli trascrizionali delle
citochine pro e antinfiammatorie nonché dell’E-caderina mediante

qRT-PCR.
11 protocollo di studio ¢ stato approvato dal Comitato Etico del

nostro ospedale e tutte le procedure messe in pratica nello studio sono
state in linea con gli standard etici e con la Dichiarazione di Helsinki
del 1964 e sue successive modifiche o standard etici comparabili. 11
consenso informato e l'autorizzazione all’utilizzo di dati sensibili,
sono stati ottenuti dai genitori di tutti i bambini nel momento del
ricovero.

Analisi dell’espressione genica

Dopo il campionamento, i tessuti del prepuzio sono stati
immersi in 500 pL di reagente di stabilizzazione dellRNA
(RNAlater; Life Technologies, Milano, Italia), e conservati a -80°C
fin quando é stato isolato 'RNA. L'RNA totale & stato isolato
utilizzando il reagente TRIzol (Life Technologies), e 2 uL dello
stesso RNA totale sono stati retrotrascritti con cDNA Archive kit
ad alta capacita (Life Technologies). Successivamente sono stati
analizzati i livelli di mRNA di TNF-q, IL-1p, IL-13 ed E-caderina,
mediante Sybr Green Real-Time PCR ), 0.1 p M di primer
specifici e 25 ng di RNA retrotrascritto in cDNA. La reazione di
RT-PCR ¢ stata condotta in un termociclatore 7900 HT fast Real-
Time (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) con il seguente
programma: un ciclo a 95°C per 10 min, seguito da 40 cicli a 95°C
per 15 s e 60°C per 1 min. una curva di dissociazione standard ¢é
stata aggiunta per verificare la specificita dei primers.
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Table 1. gqRT-PCR primer sequences

Gene Forward primer (5'>3") Reverse primer (5'>3")
ACT-f TGGTTACAGGAAGTCCCTTGCC ATGCTATCACCTCCCCTGTGTG
TNF-« GTGAGGAGGACGAACATC GAGCCAGAAGAGGTTGAG
IL-1P GCTTATTACAGTGGCAATGA TAGTGGTGGTCGGAGATT
IL-13 GTCTCAGCTGGGCAGTTTTC TCTGCAACTTCAATAGTCAGGTCC
E-cadherin TGAGTGTCCCCCGGTATCTTC CAGTATCAGCCGCTTTCAGATTTT
i Il trattamento con entrambe le creme ha determinato
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I dati sono stati analizzati utilizzando il metodo di
quantificazione relativa 2A(-AACt), e i valori sono stati presentati
come fold change relativo al gruppo dei non trattati. La f-actina
¢ stata utilizzata come controllo interno. Le sequenze dei primers
sono riportate in Tabella 1.

Analisi Statistica

Tutti i valori sono espressi come la media + errore standard
della media. L’analisi statistica dei dati dell’espressione genica ¢
stata eseguita utilizzando I'analisi univoca della varianza, seguita
da post hoc Bonferroni test. Sono stati considerati significativi
valori di p inferiori a 0.005.

Resultati

I livelli di espressione delle citochine pro- e
antinfiammatorie in campioni di prepuzi ottenuti da
pazienti affetti da LS trattati o non trattati con creme ad
uso topico, 0.1% di mometasone furoato o OZOILE, sono
stati ottenuti mediante Real-Time PCR.

Treatment of LS of Foreskin with
OZOILE versus Corticosteroid

una riduzione significativa dei livelli di mRNA delle
citochine proinfiammatorie rispetto ai tessuti di
prepuzio provenienti da pazienti affetti da LS non
trattati. I livelli di TNF-a e di IL-1p sono diminuiti di
pit del 70% nei tessuti trattati sia con 0.1% di
mometasone furoato, sia OZOILE rispetto a quelli non
trattati (p < 0.001; Fig.1). Accanto a cio, il livello di
espressione della citochina antinfiammatoria IL-13 &
stato up-regolato dal trattamento topico con steroidi e
OZOILE. Sebbene entrambi i trattamenti abbiano
determinato un incremento dei livelli di mRNA
dell'IL-13, & stato provato che OZOILE crema e
risultato piu efficace del mometasone furoato. Infatti,
la crema cortisonica ha prodotto un incremento di 6
volte, mentre OZOILE ha indotto un incremento di 18
volte dei livelli trascrizionali di IL-13 rispetto a quelli
dei tessuti di controllo (Fig.2).

Abbiamo comparato anche gli effetti di entrambe le
creme sull’espressione dell’E-Caderina, dimostrando un
incremento di quest’ultima nei tessuti provenienti da
pazienti trattati rispetto ai tessuti provenienti dai
controlli. In particolare, rispetto ai campioni di
prepuzio provenienti da pazienti non trattati, i livelli
trascrizionali di E-Caderina sono stati incrementati di 4
volte e 9 wvolte dal trattamento rispettivo con
mometasone furoato e OZOILE (p < 0.001; Fig. 3).

Discussione

Il Lichen Sclerosus ¢ considerato una patologia
inflammatoria cronica dei genitali maschili. Il primo
caso ¢ stato riportato nel 1962 da Caterall e Oates in un
bambino di 7 anni[22-24].

Anche se la diagnosi puo essere clinica, molti autori
sono d’accordo che ¢ utile inviare i prepuzi per 'esame
istologico dopo circoncisione.
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Fig. 2. Cambiamenti nei livelli di mRNA di IL-13 nei tessuti di
prepuzio di pazienti con LS con prepuzio non trattato o trattato
con creme topiche (0,1% di mometasone furoato o OZOILE). I
risultati ottenuti mediante PCR in tempo reale sono rapportati ai
pazienti non trattati. I dati sono i mezzi + errore standard della
media (SEM). *** p <0,001 differenze significative rispetto ai
pazienti non trattati; §§§ p <0,001 differenze significative rispetto
ai prepuzi dei pazienti trattati con 0,1% di mometasone furoato.
OZOILE, ozonidi stabili con vitamina E acetato.

Per questo motivo, ¢ raccomandato che venga eseguito un
prolungato follow-up di pazienti affetti da LS [25]. Dunque,
I'obiettivo del trattamento ¢ I'eliminazione dei segni e sintomi
della malattia con conseguente ripristino della funzione
urinaria e sessuale per evitare complicanze.

Il trattamento di LS del prepuzio potrebbe essere
rappresentato da operazione chirurgica con circoncisione.
Questa procedura ¢ considerata il trattamento preferenziale,
secondo 10 dei 13 articoli, inclusi i pazienti pediatrici di sesso
maschile studiati da Celis e coll.[8]; in aggiunta essi hanno
riportato che 5 (50%) dei 10 pazienti che hanno subito
circoncisione parziale hanno mostrato una ricaduta.

Trattamento alternativo alla chirurgia ¢ la terapia medica
topica. Ad oggi, in letteratura sono riportati pochi studi su
larga scala o studi clinici randomizzati di trattamenti del LS. I
corticosteroidi topici sono stati utilizzati prima dell’intervento
chirurgico [10], al momento dell’'operazione e dopo di essa,
ed é stato visto che il loro utilizzo puo arrestare o ritardare la
progressione del LS[26]. The most com-monly used agents
include clobetasol propionate and be-tamethasone valerate
[2]. Gli agenti principalmente utilizzati per il trattamento
includono: clobetasolo propionato e betametasone valerato
[27]. E stato riportato che il trattamento con clobetasolo
propionato (0.05%) per 2-3 mesi ¢ efficace in pit del 90% dei
casi [26].

Uno studio clinico randomizzato placebo-controllato ha
valutato I'efficacia di mometasone furoato 0.05 unguento nel
trattamento di LS del pene in 40 ragazzi dopo 5 settimane di
applicazione.
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Fig. 3. Analisi dei livelli di espressione di E-caderina nei prepuzi
di pazienti affetti da LS non trattati o trattati con creme topiche
(0,1% di mometasone furoato o OZOILE). I risultati ottenuti
dalla PCR in tempo reale sono rapportati ai prepuzi non trattati. I
dati sono i mezzi £ SEM. *** p <0,001 differenze significative
rispetto ai pazienti non trattati; §§§ p <0,001 differenze
significative rispetto ai prepuzi dei pazienti trattati con 0,1% di
mometasone furoato. OZOILE, ozonidi stabili con vitamina E
acetato.

E stato osservato che il mometasone furoato migliora il grado
clinico di fimosi in 7 dei 17 ragazzi (41%) dopo 5 settimane
di trattamento. Uno studio retrospettivo condotto su 21
uomini con LS del pene ha evidenziato lefficacia di
clobetasolo dipropionato (0.05%) crema dopo 7 settimane di
trattamento in circa il 76% dei pazienti [28]. . Sono stati
analizzati retrospettivamente circa 185 uomini trattati con
clobetasolo propionato (0.05%) e di questi il 60% & stato
trattato con successo, con una ricaduta in qualcuno ridotta al
50% del tasso di successo; il follow-up medio & stato di 15
mesi [29].

Uno studio della Cochrane del 2011 condotto da Chi e
coll. ha revisionato 7 studi clinici randomizzati riguardanti
Pefficacia di trattamenti comuni di LS in adulti senza
indicazioni terapeutiche per eta pediatrica. In particolare
uno studio clinico randomizzato esaminante Iefficacia del
mometasone furoato unguento 0.05% in 40 ragazzi affetti da
LS, ha mostrato un miglioramento clinico nel 40% [30].

Sono tate proposte altre formulazioni farmaceutiche. In
passato erano stati utilizzati testosterone ad uso topico,
diidrotestosterone e progesterone; a questo proposito, Chi e
coll. [30] non hanno riscontrato che gli androgeni ad uso
topico siano efficaci nel trattamento di uomini e donne;
inoltre, questi agenti non possono essere utilizzati nei
bambini.

Nel 2008, Ebert e coll. [31] hanno riportato la loro
esperienza nel trattamento di LS del pene con tacrolimus
0.1% dopo circoncisione, descrivendo il 9% di ricorrenza, che
¢ stata trattata con successo con lo stesso farmaco.
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Kirtschig e coll. [16] nelle loro linee guida basate
sullevidenza riguardanti LS anogenitale hanno riportato
I'uso di mometasone e clobetasolo solo negli uomini.

Alcuni autori credono che lazione terapeutica del
clobetasolo propionato nel LS sembra essere esercitata con
maggiore probabilita attraverso il ripristino dell’equilibrio
della sintesi di collagene da parte dei fibroblasti e/o
ripristinando la distorsione della membrana basale mediata
da una locale induzione di immunosoppressione e
modulazione dell’espressione delle citochine e molecole di
superficie richieste per la funzionalita delle cellule

immunocompetenti [32, 33].
E noto che il trattamento a lungo termine con

corticosteroidi puo portare a atrofia della pelle, xerosi,
ipopigmentazione, bruciore, irritazione, e raramente
soppressione dell’asse ipotalamo-ipofisario[34]. Inoltre,
Dahlman-Ghozla e coll. [28] hanno riportato la loro
esperienza nel trattamento di LS del pene, con clobetasolo
propionato affermando che questa terapia ¢ sicura ed efficace
nonostante il potenziale innesco di infezioni latenti, tra le piu
importanti il papillomavirus umano. In aggiunta, in
letteratura, ¢ stato descritto il fenomeno noto come “fobia da
cortisonici”; questa condizione rappresenta la principale
causa di ansia e barriera all’effettiva collaborazione dei
pazienti, determinando problemi per i dermatologi e pediatri
nel trattare i bambini con terapia cortisonica [35].

Nel nostro studio precedente, abbiamo dimostrato che
l'utilizzo preoperatorio di OZOILE, ha un effetto favorevole
nei pazienti in fase di circoncisione, inducendo una riduzione
significativa dello stato infiammatorio rispetto ai pazienti
affetti da LS del prepuzio non sottoposti a terapia [21].

Sono stati studiati gli effetti dell'ozono in termini di
capacita ossidante e proprieta disinfettante e sanificante[36].
Gli Ozonidi sono una classe di composti chimici, in cui
lozono viene stabilizzato dalla reazione con gli acidi grassi
insaturi dell’olio. Essi possono rappresentare un’alternativa
alla terapia farmacologica e vengono utilizzati sottoforma di
formulazionead uso topico con proprieta germicide [36, 37].
IIn particolare, a contatto con la pelle e le mucose, l'olio
ozonizzato, in ambiente caratterizzato da un incremento
protonico, come nel caso di ischemia, ipossia o danno
tissutale, rilascia ossigeno molecolare, che guida la
produzione di specie radicaliche con conseguente moderato
stress ossidativo. Questi effetti promuovono la liberazione di
fattori di crescita, attivazione locale dei meccanismi
antiossidanti e riparazione del danno tissutale [36, 37]. Patel e
coll. [38] hanno mostrato gli effetti terapeutici dell’olio
ozonizzato su tessuto epiteliale. In aggiunta questi composti
non sono stati ritenuti tossici ed inoltre hanno esercitato
effetti antinfiammatori[38].

Treatment of LS of Foreskin with
OZOILE versus Corticosteroid

In questo studio abbiamo comparato gli effetti di OZOILE
versus corticosteroidi (0.1% mometasone furoato) nel
trattamento preoperatorio di bambini affetti da LS del
prepuzio. I nostri risultati hanno dimostrato che il
trattamento dei prepuzi affetti da LS con OZOILE per 7
giorni mostra un efficacia simile al trattamento steroideo in
termini di riduzione dello stato infiammatorio, come
dimostrato dalla ridotta espressione dei livelli di mRNA di
TNF-a e IL-1P e 'aumentata espressione di IL-13 nei prepuzi
trattati. In particolare, il trattamento a base di OZOILE ¢
risultato piu efficace rispetto alla crema cortisonica
nell'induzione dell'upregolazione dell'IL-13. Questo ¢ un
risultato rilevante considerando il ruolo svolto dall'IL-13 nella
salute  della PELLE. LIL-13 ¢ una citochina
immunoregolatoria, prodotta da diversi citotipi, come le
cellule Th2 attivate, mastociti, cellule NK, ed ¢ stato
dimostrato che inibisce la produzione di citochine
proinfiammatorie e chemochine [39]. Inoltre, 'IL-13 viene
prodotta dai linfociti intraepiteliali, dalle cellule T
specializzate tessuto-resistenti, e sembra che contribuisca al
mantenimento della salute epiteliale promuovendo l'integrita
della barriera epidermica [40]. Questi effetti sono associati
all’abilita dell'IL-13 di controllare la differenziazione e la
maturazione dei cheratinociti necessari per ripristinare
Iepitelio.

Sulla base dei nostri risultati precedenti, che hanno
dimostrato la proprieta di OZOILE di indurre U'espressione
dell’E-Caderina [20], nello studio presente, abbiamo inoltre
comparato gli effetti del mometasone furonato e OZOILE
nell’espressione dell’E-Caderina. L’E-Caderina ¢ una proteina
di adesione transmembrana appartenente alla famiglia delle
caderine, implicata nell’adesione cellula-cellula dell’epitelio
squamoso stratificato [41] ed espressa inoltre nei tessuti
epiteliali [42].

I nostri risultati hanno dimostrato un incremento
significativo dell’E-Caderina in prepuzi di pazienti trattati con
corticosteroide e OZOILE confrontati con quelli di controllo.
Tuttavia I'up regolazione dell’E-Caderina indotta da OZOILE,
¢ stata superiore rispetto a quella indotta dal trattamento con
mometasone furoato.

Nel nostro studio abbiamo ipotizzato che il trattamento
preoperatorio con OZOILE e 0.1% di mometasone furoato
crema avessero effetti simili e favorevoli alla riduzione dello
stato infiammatorio di prepuzi affetti da balanite xerotica
obliterante. In aggiunta, il trattamento con OZOILE potrebbe
essere efficace nel miglioramento della struttura e integrita

della palle.
In conclusione, ottenuti i dati del nostro studio sui

cambiamenti biochimici in prepuzi stretti, potrebbe essere
interessante verificare lattuale effetto clinico di OZOILE
come trattamento alternativo agli steroidei in bambini affetti
da LS del prepuzio. Inoltre, incoraggiati dai nostri studi
precedenti sui livelli molecolari, pensiamo che sia necessario
uno studio clinico randomizzato, su un gran numero di
bambini, verificante gli effetti reali del trattamento topico
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preoperatorio ma soprattutto postoperatorio con OZOILE,

per poterlo introdurre nei protocolli terapeutici.

del nostro ospedale e tutte le procedure messe in pratica nel
nostro studio sono state in accordo con gli standard etici e con la
dichiarazione di Helsinki del 1964 e le sue successive modifiche o
consenso
lautorizzazione all’utilizzo dei dati sensibili sono stati ottenuti
dai genitori di tutti i soggetti al loro ricovero.

standard

10

11

Scheda etica

Dichiarazione di divulgazione

Gli autori dichiarano di non avere conflitti di interesse da

dichiarare.

Contributo degli autori

Il protocollo di studio & stato approvato dal Comitato Etico

etici di confronto. Il
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