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ABSTRACT

La capsula, tessuto neoformato attorno agli impiswatmmari in gel di silicone (espansori tessutgtiretesi), costituisce
una reazione fibrotica da corpo estraneo. Il régaltfinale della ricostruzione mammaria, a distadkatempo, €
esteticamente naturale e ben tollerato dalla pezienmisura inversamente proporzionale all'entitdale reazione (e
quindi all'ipertrofia della capsula stessa). Unkezene di pazienti sottoposte a mastectomia petivimoncologici e a
ricostruzione mammaria con protesi, previa espaesioutanea con espansore riempito di soluzioneasak stata
suddivisa in 3 gruppi di studio. Di essi i primielgono stati sottoposti rispettivamente a trattdonéswrmacologico
(durante tutta la fase di espansione) con farmataifeammatori Cox2ib (etoricoxib) e antileucotrienanti-LTC4, LTD4,
LTE4 (zafirlukast). Il terzo gruppo (di controllmon € stato sottoposto ad alcuna terapia. Dur&ggpdnsione cutanea
sono stati eseguiti prelievi ematici per il dosaggierologico dei marcatori indice di reazione ditica in particolare le
metalloproteinasi MMP e i loro inibitori tissutaliiIMP1 e TIMP2. Sono stati inoltre misurati strumantente i trend
pressori di espansione per quantificare il gradorafiistenza e la compliance del tessuto capsulsretermine
dell'espansione & stato eseguito un prelievo dutescapsulare per analisi istologiche quali launaigione degli spessori
(massimo, minimo e medio) e lo studio delle compdinendice di reazione fibrotica (collagene | e Ifibroblasti,
macrofagi, miofibroblasti). Sono state inoltre deskespressione genica tissutale di B&HL-2. | dati raccolti sono stati
inseriti in un algoritmo valutativo per capire sguale principio farmacologico fosse maggiormeffficace nell'inibire la
fibrosi capsulare periprotesica.

L’etoricoxib e lo zafirlukast si nono dimostratiroplessivamente efficaci nel prevenire e ridurredatrattura capsulare
periprotesica. L'attivita dei cox2 inibitori € rikata maggiore rispetto agli inibitori dei leuceini. Tuttavia la potenziale
cardiotossicita dei primi, contrapposta ai bassis®ffetti collaterali dei secondi fanno preferil@ zafirlukast come

farmaco di prima scelta nella ricostruzione mamanpdst oncologica con materiali protesici.

Capsular tissue around silicone breast implantsaisiormal inflammatory reaction versus a foreign po&apsular
hypertrophy and contraction is an abnormal scaratéan to the implant and it is actually the maattor causing a poor
aesthetic results of mammary reconstruction aftecadogic surgery. We evaluated the efficiency off NSAD (cox2
ihnibitors - etoricoxib) and anti-leuckotriene dmsigzafirlukast) in preventing capsular contractiaround silicone breast
implants. A selection of women scheduled for mastgc and immediate reconstruction with tissue erparhas been
raodnomized in three groups. Group A has been ackatith etoricoxib during inflating period. Grop tB&as been treated
with zafirlukast in the same period. Gorup C didtéke any drug (control group). After expansion esaluated
hystologically the capsular tissue (thickness, s;edtructural proteins), local cytokine expressidn2- TGF Beta) and
systemic concentrations of MMP and TIMP. We alsessed expansion velocity and inflating volumesdwexpansion.

Etoricoxib and zafirlukast has been proved to biieht in preventing capsular contraction arounckast implants. The

less collateral effects of zafirlukast make thegdoichoice in mammary reconstruction.
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1. PREMESSE
Il carcinoma della mammella e il suo trattamento

Il carcinoma della mammella € la pit comune nedpldslle donne nel mondo
occidentale ed e superato solo da quello del patnumme causa di morte per
tumore. La sua incidenza € andata molto aumentaadb ultimi vent’anni e il
rischio medio per una donna di sviluppare una resipldella mammella € del
9.3%. La notevole diffusione dell’autopalpazionalalo screening oncologico
per mezzo della mammografia ha portato, negli aangiagnosi sempre piu
precoci consentendo terapie chirurgiche meno dérelkhe in passato.

Allo stato attuale, i tumori della mammella possoessere trattati con due
tecniche fondamentali. La prima di esse egledrantectomia (asportazione
selettiva della massa tumorale) con successivanpogizione della mammella
tramite il rimodellamento del tessuto preservatme§)a procedura € Spesso
seguita, per motivi oncologici, da un ciclo di r@grapia e chemioterapia
adiuvanti. La seconda tecnica di trattamento emnlastectomia radicale
modificata che comporta I'asportazione completa della manangteservando
guanta piu cute possibile. Questa procedura riehigt successiva ricostruzione
mammaria (immediata o differita) in genere con male protesico ma necessita
solo di un ciclo chemioterapico post operatorio generalmente, non di
radioterapia.

Nonostante molti studi internazionali pongano ssllesso piano i due approcci
(quello piu conservativo della quadrantectomia eellqu radicale della
mastectomia) in termini di efficacia, oltre il 708elle pazienti affette da cancro
della mammella & sottoposta a mastectomia radi€alesta prevalenza e dovuta
principalmente a quattro fattori. 1) Non tutte lazenti hanno una neoplasia
mammaria in stadio iniziale e quindi l'elevata estene della resezione
necessaria per asportare il tuomore impedirebbeaagettabile esito estetico,
specie nelle mammelle piccole. 2) La radioteramat chirurgica necessaria in
caso di quadrantectomia é fastidiosa ed impegnadydolte donne temono il
rischio (non dimostrato) di insorgenza di altri mincausati dall’associazione
radio-chemioterapica. 4) Il personale vissuto deleienti della loro malattia
rende indispensabile la rimozione completa delfjaro malato” per convincersi

di un trattamento completo.



La ricostruzione mammaria post oncologica

Per 'aumentata conoscenza delle possibilita affeldlla chirurgia ricostruttiva
della mammella e per la sempre maggiore consapeaaldei benefici fisici e
psichici che la ricostruzione mammaria permettanéggior parte delle pazienti
affette da cancro al seno sceglie di sottoporsicastruzione mammaria dopo
mastectomia radicale.

Una delle tecniche ricostruttive piu utilizzate @dificate e I'impianto protesico
sotto il muscolo pettorale, dopo espansione cutdreegecnica prevede un primo
tempo chirurgico, che coincide con quello demadtimel quale viene posizionato
un espansore mammariosotto il muscolo grande pettorale. Nei 2-4 mesi
successivi, tramite il progressivo gonfiaggio pé&xoeo dellimpianto con

soluzione salina, si ottiene I'espansione cutaféa ().

S
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a b c
Fig. 1 — Inserimento dell’espansore mammario sdltanuscolo pettorale subito dopo la

mastectomia radicale oncologica (a, b). Gonfiaglgiliespansore mammario (c).

Il successivo tempo chirurgico consiste nel posiare all'interno della tasca
protesica ungrotesi definitiva piu anatomica che sostituisca I'espansore e si
adatti il piu possibile alle caratteristiche dettammella sana (Fig. 2). In un terzo
tempo la procedura viene completata con la ricagine del complesso areola-

capezzolo tramite lembi locali e innesti cutan&toaggio.



a b C

Fig. 2— Rimozione dell'espansore mammario al teendlalla fase di espansione con evidenziata in
rosso la capsula peri-protesica sviluppatasi eiglamente asportata (a). Inserimento della protesi
mammaria definitiva (b). Risultato finale prima ldelricostruzione del complesso areola-

capezzolo (c).

La reazione capsulare peri-protesica

La reazione capsulare rappresenta la fisiologica risposta dell'oragamism
all'impianto di materiale protesico non riassorldbi Essa € una reazione
inflammatoria cronica da corpo estraneo con praxheidi tessuto fibroso ricco
di fibre collagene e cellule dellinfammazione wica, allinterfaccia tra
impianto e ospitt> ® 2 Il tessuto capsulare tende, nel tempo, ad aumeedia
spessore e a contrarsi per circoscrivere I'impiaaio una velocita che dipende in
parte dal tipo di impianto utilizzato ed in partalld reattivita individuale e
dall’efficacia del sistema immunitario.

La fibrosi capsulare periprotesica rappresenta una delle reazioni avverse a
medio e lungo termine piu frequenti in chirurgiagilca sia in campo estetico che
ricostruttivd®. Determinando dislocamento, visibilita dell'impian senso di
tensione/dolore e durezza alla palpazione, essaigadi piu del 30% di tutte le
revisioni chirurgiche a distanza di tempo delletpsomammarie definitive. In tal
casi le pazienti si devono sottoporre ad un ulterimtervento di espianto,
revisione della tasca protesica con asportaziotia dapsula e reimpianto di una
nuova protesi. Cio, ovviamente, comporta disagewali e rischi non trascurabili
per le pazienti nonché, grava economicamente ster8a Saniario.

L’evoluzione nel tempo dei materiali e delle tetrcutilizzate per la chirurgia
protesica mammaria ha consentito di diminuire $icativamente il fenomeno

della retrazione capsulare. L'esecuzione di intetiv&ccurati e ben codificati che



diminuiscano il rischio di ematomi, sieromi e infea post operatori ha costituito
un primo passo avanti™> L’avvento delle protesi testurizzate, che meglio si
integrano con i tessuti dell'ospite, ha costituito altro notevole miglioramento
rispetto ai precedenti impianti lisci di siliconelimerizzatd> ** % 2> Altri
presidi molto utilizzati nel ridurre la fibrosi caplare sono ifarmaci
antinfiammatori e, soprattutto, i derivati detortisone utilizzati sia intra
operatoriamente che nel periodo post operatoricesebe medio termire® 4
Infine, a partire dai primi anni duemila, un notlevéermento si &€ creato attorno
all'utilizzo di farmaci antiasmaticiantagonisti dei leucotrieni (Zafirlukast-
Accoleit®) che hanno dimostrato, in studi minoriromettenti effetti di

18, 236 che sono routinariamente utilizzati da molti

prevenzione delle capsulili
chirurghi, soprattutto in campo estetico. Tali faon sebbene ancora non esistano
approfonditi studi sulla loro efficacia e meccanisrd’azione, rappresentano
attualmente l'approccio alla fibrosi capsulare periesica piu diffuso e

promettente, sia a livello preventivo che comddmaento conservativo.

2. SCOPO DELLO STUDIO

Il presente studio e stato impostato come uno atddifase 2 randomizzato in
aperto. Gli obbiettivi sono:

1. Valutare quantitativamente e qualitativamente ibeffia dei nuovi FANS-
coxib (etoricoxiy e dei farmaci antileucotrienicizdfirlukas) nel
prevenire e/o ridurre la fibrosi capsulare peripsata, identificarne i
principali meccanismi di azione/inibizione e def@ I'indicazione
all'utilizzo.

2. Valutare, oltre all’efficacia, il livello di “safgt dell’'utilizzo “off label”

dei farmaci antileucotrienici.

3. MATERIALI E METODI
Selezione delle pazienti

Una selezione di pazienti candidate a mastectoadigale per motivi oncologici
e successiva ricostruzione mammaria con espanstareo e protesi definitiva e
stata suddivisa randomicamente in tre gruppi diistaumericamente identici (8

per gruppo). Le pazienti selezionate appartenealaonedesima fascia d’eta 18-



65 anni e sono libere da gravi malattie concomitaAnche i protocolli

chemioterapici adiuvanti adottati sono stati idanti tre gruppi sono stati
sottoposti a terapia domiciliare orale con i farmaggetto dello studio durante
tutto il periodo di impianto dell’espansore mamroari

La selezione delle candidate e la loro suddivisiamegruppi omogenei di

trattamento ha tenuto conto dei criteri elencasiedjuito.

Criteri di inclusione
1. Pazienti affette da carcinoma mammario e con irziicee ad intervento di
mastectomia radicale e ricostruzione immediatasspansore e protesi
2. Eta compresa tra 18-65 anni e capacita di intenelemdere
Buon livello di collaborativita e affidabilita nekguire le indicazioni
4. Pazienti che abbiano espresso in forma scrittardpgo consenso

informato al trattamento (vedi Allegato A)

Criteri di esclusione

1. Gravi patologie sistemiche concomitanti o pregrestiabete mellito
grave, ipertensione arteriosa non compensata (P®&2@Q), cardiopatie,
vasculopatie ostruttive, insufficienza epatica mate.

2. Scarso livello di collaborativita e affidabilita
Donne in stato di gravidanza o in allattamento. telst di gravidanza é
stato eseguito, ove indicato, al momento dell’danento

4. Controindicazioni specifiche relativamente allazgone dei farmaci

oggetto dello studio

Fase chirurgica iniziale

L'iter di studio del singolo paziente é iniziatoncta fase chirurgica demolitiva
consistita i una mastectomia sottocutanea skirirgpaeguita dall'impianto, nello
stesso atto operatorio, di un espansore mammastariEzato completamente
sottomuscolare modello Allergan Style 133 (LV-MV-EVTutti gli interventi

demolitivi sono stati eseguiti dallo stesso opemt{Dott. Papaccio, chirurgia
generale). L’inserimento dellespansore mammaridutte la successive fasi
clinica e chirurgica finale sono state affidate pegnad un unico sanitario (Dott.

Tambuscio, chirurgia plastica). Dopo lintervententblitivo e il primo step



ricostruttivo tutte le pazienti sono state dimetsada 2° e la 3° giornata, in buone

condizioni generali, alla rimozione dei drenaggi.

Fig. 3 — Situazione di partenza post mastectomigtsa, prima Fig. 4 — Primo tempo ricostruttivo, usualmente egegal termine
dell'inserimento dell’espansore. A solo scopo egtivo viene della mastectomia. Inserimento dell’espansore egtansuccessivi
riportato un caso di ricostruzione differita in daipaziente ha gonfiaggi settimanali. La foto mostra la situazioak termine
eseguito la mastectomia in un tempo precedenteimbpstep dell’espansione.

ricostruttivo di inserimento dell’espansore cutaneo

Fase clinica

Nel post operatorio le pazienti sono state sottigp@s normale protocollo di
espansione mammaria con controlli ambulatoriali timehali fino al
raggiungimento del volume desiderato. Il tempo stevper I'espansione cutanea
e stato 2-4 mesi. La pressione endoprotesica raggal termine di ogni seduta di
gonfiaggio é stata standardizzata attraverso lainaggone non invasiva con un
trasduttore di pressione. Piu precisamente e statssa a punto una procedura
affidabile e facilmente riproducibile per la miszi@e della pressione con un
semplice monitor multifunzione della serie Propécfr. Scheda 1). Con questo
metodo si sono ridotte al minimo le variazioni gessore della capsula dovute
all'atrofia da compressione. E’ stata inoltre cédta la velocita di espansione per
un volume medio e la massima espansione medianm®ia seduta come misura

indiretta della compliance tissutale.
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Fase farmacologica

Durante I'espansione (durata stimata 2-4 mesi)iediyer tutta la durata della
fase clinica, le pazienti sono state sottoposterapta orale con uno dei farmaci
oggetto di studio secondo lo schema seguente:

«  GRUPPO A: Etoricoxib60mg/die
«  GRUPPO B: Zafirlukast40mg/die

« GRUPPO C. Nessuna assunzione (gruppo di controllo)

L’assunzione dei farmaci e stata bifasica. Il pripgriodoé consistito in una
terapia continuativa d’attacco a partire dal 7°riggiopost operatorio fino al 28°
giorno. Come noto infatti, buona parte della capdilbrosa peri protesica si
forma entro un mese dall’introduzione dell'impiantderminato il primo mese e
stato prelevato un campione di sangue dalle pazpt eseguire le prime

indagini di laboratorio. Nel secondo periodioterapia farmacologia si € alternata

una settimana di assunzione a due di non assuniopealla rimozione
dellimpianto, cio al fine di mantenere un’azionarrhacologica basale. Il

protocollo di assunzione dei farmaci € schematizzafig. 5.

mastectomia sostituzione espansore
e con
inserimento espansore protesi definitiva

(data ipotetica)

<—— fase d'attacco > somministrazione intervallata >

Fig. 5 — Protocollo farmacologico. Le settimanaskunzione della terapia sono segnate in grigio.
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Fase ematologica

La fase ematologica € iniziata conpnelievo sanguingbasale) al primo ricovero
per lintervento di mastectomia. Al termine del mpa periodo di terapia
farmacologia continuativa e stato eseguito il sdooprelievo sanguigno. Un
terzo campione e stato preso, ad espansione wtindarante il ricovero per
eseguire lintervento di sostituzione dell'espaesarutaneo con la protesi
mammaria definitiva. | prelievi eseguiti sono sfatcessati e stoccati secondo un
preciso protocollo (Scheda 2) ed inviate al labmtatcompetente per le analisi

del caso. Su tutte le provette raccolte e statgueteil dosaggio di:
= Metallo Proteinasi della Matrice tissutale e lantitori (MMP e TIMP)
E’ noto infatti che sussiste uno squilibrio delpago TIMP/MMP nelle pazienti

affette da fibrosi capsulare, con un forte aumeditolTIMP; e TIMP,'. La

tempistica della fase di laboratorio € illustragdla Fig. 6.

espansione cutanea

2—4 7 10 13 16

1° prelievo 2° prelievo 3° prelievo
(basale) +

biopsia della capsula

Fig. 6 — Tempistica della fase di ematologica

Le metodiche utilizzate per i dosaggi TIMP e MMm@condicate nella Scheda 3

e nella Scheda 4.

Fase chirurgica finale

L’intervento chirurgico di sostituzione protesicaeyede normalmente la
rimozione totale o subtotale della capsula fibrfwsenatasi attorno all’espansore

per adattare la tasca mammaria alla protesi defng per meglio definire il solco
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sottomammario. Al termine del gonfiaggio sono sfaindi rimossi gli espansori,
ne é stata controllata l'integrita ed e stato iibseal loro posto una protesi
mammaria definitiva della serie Allergan Natrelkyl& 410 di volume idoneo. E’

stato inoltre prelavato un campione di tessuto waps dal polo superiore, parete

anteriore, non in corrispondenza della valvoladatifgaggio.

Fig. 7 — Secondo tempo ricostruttivo di sostitueionFig. 8 — Secondo tempo ricostruttivo, 3 mesi pgstratori: E’
dellespansore mammario con la protesi antomicaniieh, stato eseguito I'inserimento di una protesi anatenai sinistra ed e
situazione preoperatoria. stata eseguita una mastopessi additiva adeguativairta seconda

protesi a destra.

Fig. 9 — Terzo tempo ricostruttivo. Ricostruziored domplesso areola capezzolo di sinistra

Fase istologica

Il tessuto capsulare prelevato nella precedent dastato suddiviso in 5 parti di
morfologia regolare delle dimensioni di 1x1 cm airdi esse, una é stata
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immediatamente fissata in formalina ed inviataadloratorio competente per le
analisi istometriche (misurazione dello spessolia dapsula).

Altri due pezzi sono stati fissati in formalina iediati ad altro laboratorio per le
valutazioni istologiche al microscopio ottico. Ritecisamente si e quantificato
con conta cellulare diretta e con tecniche di mtareaimmunoistochimica i

seguenti parametri:

» Fibrosi e flogosi cronica (Macrofagi, PMN, CDA4+, bFoblasti e
Miofibroblasti)
= Collagene (tipo I e 1lI)

Gli ultimi due frammenti sono stati conservati ase immediatamente congelati
a -80 ed inviati al laboratorio competente pertia® dell’espressione genica dei

seguenti marker.

= |L-2
= TGF$
= Collagene (tipo I e llI)

I TGF-p e I'lL-2 sono citochine implicate nella maggiorrigadelle reazioni
cicatriziali e fibrotiché* '’ e pertanto si accumulano nelle capsule ipertrefich
Altri studi sperimentali hanno concordemente dimaist che gli inibitori del
TGF- possono ostacolare la fibrosi capsulare

Le Schede 5, 6, 7, 8 e 9 illustrano in dettaglidemali e metodi utilizzati in

questa fase.

Raccolta dei dati

| dati relativi a ciascun paziente, i risultati ldelalutazioni cliniche ed istologiche
e gli eventuali eventi avversi riscontrati nel abcello studio sono stati riportati
in apposite schede di raccolta dei dati (vedi AdlegD e Allegato E). Tutti i

documenti sono stati custoditi in condizioni dissEzza nella sede dello studio,

nel periodo del suo svolgimento.
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4. RISULTATI

Nel periodo di studio compreso tra il novembre 280%ttobre 2009 sono state
arruolate e randomizzate 31 pazienti che soddigéaei criteri di inclusione.

Nel corso dello studio sono pero state escluseatfepti per i seguenti motivi:

5 pz: necessita di eseguire radioterapia adiuvante

4 pz: esposizione dell’espansore o complicanzétiméelocali

2 pz: insorgenza di concomitanti gravi patologe reetastasi

2 pz: scarsa partecipazione o inaffidabilita dpdaiente

2 pz: variazione del protocollo chemioterapico eisp allo standard di inclusione

1 pz: uscita dallo studio per scelta della paziente

Le pazienti che hanno pertanto completato liter ritierca sono state 15,
equamente divise nei tre gruppi di indagine. lllcicompleto di studio
comprendente tutte le fasi chirurgiche (demoligvecostruttive) & durato da 3 a

4 mesi.

Pressioni

by

Dopo alcune prove eseguite prima dell'inizio deBtudio é stato stabilito
arbitrariamente un valore pressorio che consentispebuon riempimento per
ogni singola seduta senza indurre eccessiva sengadi tensione. Il valore della
pressione di riempimento da raggiungere per ogrgasa seduta € stato percio
fissato in 30 mmHg.

A partire dal settimo giorno post operatorio sin&iato a gonfiare I'espansore
tissutale con cadenza settimanale (fase clinicd)odgni seduta si € preso nota del
valore pressorio di partenza, cioé non appenadatto il catetere percutaneo
dentro la valvola, si € poi proceduto al riempinoedéll’espansore con soluzione
fisiologica fino al raggiungimento della pressiorimale di riempimento
annotando il volume inserito di volta in volta. atdraccolti sono riassunti nella
Tabella 1. Sono indicati due tipi di valori. Il wwhe medio a 30 mmHg indica
guanta soluzione fisiologica in cc si € riuscitodmaenente ad inserire in ogni
paziente durante le sedute settimanali di riempimeer arrivare alla pressione
di riferimento. Piu questo dato € alto e minore @dsistenza dei tessuti molli e

della capsula alla distensione (inversamente peogaale). [| secondo dato indica
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il numero di giorni trascorsi dall’inizio del goafjgio per raggiungere un volume
medio di riempimento comune a tutte le pazientiagibto essere 200cc. Minore
e questo dato e minore € la resistenza offertaesdaiuti molli e dalla capsula
(direttamente proporzionale). Le differenze nei dasuppone siano determinate

dall'azione farmacologica dei principi studiatiagni gruppo.

D volume medio velocita di riempimento rasetpn;agreepze(;‘o
a 30 mmHg (cc) di 200 cc (gg) gelu cgc
GRUPPO A 8 28 50 7,1
etoricoxib 9 48 29 4,1
11 31 45 6,4
15 28 50 7,1
17 36 45 6,4
media 34 |+DS 8 | 44 DS 9
GRUPPO B 2 27 52 7,4
zafirlukast 6 25 55 7,9
21 23 62 8,9
32 25 56 8,0
36 23 60 8,6
media 25 |+Ds 2 | 57 DS 4
GRUPPO C 1 19 72 10,3
controllo 3 15 92 13,1
14 17 82 11,7
24 18 80 114
26 18 78 111
media 17 |4DS 2 | 81 DS 7

Tabella 1 — Pressioni interne agli espansori misuwtarante le sedute di gonfiaggio. Valori medi@gni paziente.

Istologia

Lo spessore delle capsulprelevate e stato misurato con micrometro al

microscopio ottico. Sono state fatte 5 misurazionpunti diversi ottenendo lo
spessore minimo, massimo e quello medio. | risudtéénuti suddivisi per gruppi
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di studio sono riassunti nella Tabella 2. Piu #o&ilo spessore della capsula e piu
e verosimile che il farmaco studiato sia statocaffe ne ridurne la reazione

inflammatoria e la fibrosi cicatriziale.

minimo massimo medio
GRUPPO A 8 0,22 0,45 0,34
etoricoxib 9 0,29 0,45 0,37
11 0,30 0,48 0,39
15 0,11 0,36 0,24
17 0,35 0,49 0,42

overall 0,35 +*DS 0,07
GRUPPO B 2 0,75 0,87 0,81
zafirlukast 6 0,8 1,05 0,84
21 0,60 0,91 0,76
32 0,90 1,20 1,05
36 0,85 0,98 0,92

overall 0,87 +*DS 0,11
GRUPPO C 1 0,93 2,34 1,64
controllo 3 0,85 1,70 1,28
14 0,93 2,34 1,64
24 1,10 1,42 1,26
26 0,67 0,80 0,74

overall 1,308 +*DS 0,37

Tabella 2 — Spessori delle capsule misurati inimétri

Un secondo laboratorio si € occupato della valotaziistologica quantitativa

delle popolazioni cellulari d’interesse (cellule fiammatorie, fibroblasti,
miofibroblasti). Il referto comune a tutti i prepdire stato “tessuto fibrotico con
reazione infammatoria da corpo estraneo e areeetfiptasia sinoviale”. Da ogni
campione di tessuto sono state ricavate 6 fetteogmuna di esse si & proceduto
alla conta cellulare in quattro diversi campi fad@rpoi una media dei valori
ottenuti. Con la stessa procedura € stata fatta uabatazione preliminare
approssimativa sul livello di rappresentazione edélbre collagene in preparati
istologici con specifiche colorazioni immunoistaciche. | dati in Tabella 3
mostrano i risultati suddivisi per gruppi di studidinore sono le cellule
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by

inflammatoria e la quantita di collagene osservatamaggiore € stata la

compliance della capsula.

Fig. 10 — Conta cellulare. Nel quadrato nero samticate le cellule infiammatorie. Nel quadrato

rosso i fibroblasti e miofibroblasti.

Fig. 11 — Immunoistochimica per collagene, reazioneFig. 12 — Immunoistochimica per collagene, reazitorée
debole (+) (++)
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Collagene

poco rappresentato

ben rappresentato

Cell inflammatorie Miofibrobl/fibroblasti Coll | Coll 1l
GRUPPO A 8 ++ + + +
etoricoxib 9 ++ ++ + +
11 ++ ++ + +
15 ++ + + +
17 + + + +
GRUPPO B 2 ++ + + +
zafirlukast 6 + + + +
21 ++ + + +
32 + + + +
36 + + + +
GRUPPO C 1 +++ ++ ++ ++
controllo ++ +++ ++ ++
14 +++ ++ ++ ++
24 +++ +++ ++ ++
26 +++ ++ ++ ++
Cellule per campo quadrato
Cellule + ++ +++
Cellule inflammatorie 0-9 10-19 Oltre 20
Fibroblasti/miofibroblasti 0-5 6-10 Oltre 10

Tabella 3 — Conte cellulari
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Espressione genica

E’ stata valutata I'espressione genica nei tegsugievati di IL2 e TGF Beta

(citochine indice di flogosi e fibrosi) e del Cakne | e Il (proteine strutturali

responsabili della retrazione capsulare e della lsassa compliance). | dati

relativi al collagene definiscono in modo inequiabidmente oggettivo la

rappresentazione di tale molecola nei tessuti tis@equanto rilevato otticamente

(essendo quest’ultima valutazione soggettiva eatper dipendente). Il valore di

riferimento (100%) e stato ottenuto facendo unaienddtutti i valori ricavati nel

gruppo di controllo. | valori indicati nella Tab&l¥4 sono variazioni percentuali

rispetto al valore di riferimento e sono tutti dieenente proporzionali alla fibrosi

capsulare
TGF
ID IL-2 BETA coll | coll 1l
GRUPPO A 8 74 85 81 81
etoricoxib 9 75 85 67 82
11 76 84 71 75
15 71 81 81 71
17 78 84 82 83
media 74,8 83,8 76,4 78,4
GRUPPO B 2 91 93 93 92
zafirlukast 6 93 94 94 91
21 90 92 91 90
32 92 91 93 91
36 93 92 95 94
media 91,8 92,4 93,2 91,6
GRUPPO C unico 100 100 100 100
controllo
Tabella 4 — Espressione genica di citochine e gelia.
Siero

Con le procedure descritte € stato eseguito il giyieanel siero delle pazienti

delle MMP e TIMP. In Tabella 5 e Tabella 6 sonoortgti i valori rilevati nei

dosaggi basale e a 1 mese, tempistiche di rileveorganute utili al fine di poter

valutare I'effetto farmacogico dal siero.
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GRUPPO A (etoricoxib)

TIMP 1 - 1 BASALE

GRUPPO B (zafirlukast)

GRUPPO C (controllo)

GRUPPO A (etoricoxib)

MMP 1 - 1 BASALE

GRUPPO B (zafirlukast)

GRUPPO C (controllo)

Tabella 5 — Dosaggi basali delle TIMP e MMP

8 164,06 2 177,73 150,74 8 5,08 2 5,44 1 2,11
9 135,51 6 103,17 3 130,50 9 3,20 6 3,66 3 5,38
11 172,93 21 169,52 14 185,53 11 3,49 21 1,78 14 3,78
15 122,61 32 133,28 24 150,74 15 3,35 32 2,73 24 4,03
17 148,21 36 155,47 26 148,05 17 3,82 36 6,33 26 2,48
media 148,7 DS 20,5 media 147,8 +DS 30,1 media 153,1 +DS 20,0 media 3,8 +DS 0,8 media 4,0 +DS 1,9 media 3,6 +DS 1,3
TIMP 2 - 1 BASALE MMP 2 - BASALE
GRUPPO A (etoricoxib) GRUPPO B (zafirlukast) GRUPPO C (controllo) GRUPPO A (etoricoxib) GRUPPO B (zafirlukast) GRUPPO C (controllo)
8 98,74 2 119,11 1 94,86 8 147,66 2 169,54 1 184,33
9 105,47 6 88,11 3 96,20 9 188,86 6 168,61 3 175,20
11 79,69 21 92,21 14 125,83 11 145,45 21 180,44 14 218,58
15 88,11 32 106,70 24 97,32 15 161,40 32 154,43 24 119,16
17 94,21 36 118,91 26 96,50 17 164,20 36 186,51 26 149,46
media 93,2 DS 9,9 media 1050 +DS 14,5 media 102,1 +DS 13,3 media 161,5 DS 17,4 media 171,9 DS 12,3 media 169,3 DS 374
MMP 9 - 1 BASALE
GRUPPO A (etoricoxib) GRUPPO B (zafirlukast) GRUPPO C (controllo)
8 190,50 2 123,26 1 75,89
9 165,51 6 133,90 3 125,80
11 118,53 21 160,22 14 167,79
15 149,70 32 138,51 24 63,67
17 141,12 36 190,50 26 285,36
media 153,1 DS 26,9 media 149,3 DS 26,7 media 143,7 DS 894




GRUPPO A (etoricoxib)

8 176,13
9 156,37
11 137,97
15 134,62
17 152,20
+
media 151,5 DS 16,6

TIMP 1 - 1 MESE

GRUPPO B (zafirlukast)

2 150,00
6 104,05
21 175,90
32 141,77
36 156,37
+
media 145,6 DS 26,4

GRUPPO C (controllo)

147,37
187,71
14 195,68
24 180,93
26 187,37

+
media

179,8 DS 189

GRUPPO A (etoricoxib)

8 5,21
9 3,84
11 4,65
15 4,07
17 5,12

media 4,6 +DS 0,6

MMP 1 - 1 MESE

GRUPPO B (zafirlukast)

2 5,14
6 4,51
21 2,16
32 2,87
36 9,15

media 4,8 +DS 2,7

GRUPPO C (controllo)

2,63
4,53
14 5,46
24 7,31
26 3,70

media 4,7 +DS 1,8

GRUPPO A (etoricoxib)

8 132,54
9 120,33
11 86,68
15 107,71
17 104,20
*
media 110,3 DS 17,3

TIMP 2 - 1 MESE
GRUPPO B (zafirlukast)

2 106,70
6 94,25
21 93,23
32 117,69
36 114,23
+
media 105,2 DS 11,2

GRUPPO C (controllo)

1 97,72
3 101,64
14 104,45
24 107,31
26 97,11
+
media 101,6 DS

4,4

GRUPPO A (etoricoxib)

8 225,77
9 203,35
11 158,23
15 221,20
17 198,53
media 201,4 +DS 26,7

MMP 2 - 1 MESE
GRUPPO B (zafirlukast)

2 189,36
6 190,25
21 166,65
32 244,97
36 189,11
media 196,1 +DS 29,1

GRUPPO C (controllo)

181,56
175,25

14 206,58

24 159,17

26 153,67

media 175,22 +DS 20,9

Tabella 6 — Dosaggi a 1 mese delle TIMP e MMP

GRUPPO A (etoricoxib)

8 160,00
9 256,54
11 300,27
15 142,47
17 192,34
media 210,3 *DS 66,5

MMP 9 - 1 MESE
GRUPPO B (zafirlukast)

2 261,76

6 162,43

21 163,88

32 154,65

36 256,42

media 199,8 +DS 54,2

GRUPPO C (controllo)

104,74
125,80

14 136,03

24 140,20

26 175,94

media 136,5 #DS 259
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5. DISCUSSIONE

La ricostruzione mammaria post oncologica rapptasesempre una sfida
impegnativa e dal risultato talora incerto soptédtyer il frequente mutare in
corso dopera delle strategie terapeutiche oncolmgi (adiuvanti) post
chirurgiche. Il chirurgo ricostruttivo si trova s®® a intraprendere strade
ricostruttive sulla base di dati ancora incomplgte si definiranno solo molti
giorni dopo la prima fase demolitiva, una voltaacho il quadro istologico della
singola neoplasia, la stadiazione, la chemio-ormeapsibilita e, soprattutto,
I'indicazione alla radioterapia. Quest’ultima, pglr effetti cronici flogistici e
distrofici sui tessuti molli, rappresenta il pripale fattore di insuccesso nella
ricostruzione mammaria con materiale protesicogmatd a risultati mediamente
di bassa qualita e non raramente a complicanzetdiran infettiva e meccanica
che rendono necessaria la rimozione degli impi&isi pud accadere che una
paziente buona candidata ad una ricostruzione mai@gc@n una tecnica rapida e
relativamente semplice, ossia tramite I'inserimeaditana protesi mammaria dopo
espansione cutanea, abbia alla fine dell'iter tredvo un risultato esteticamente
poco soddisfacente perché rovinato da una sovréppa@glioterapia, resasi
necessaria solo in un secondo tempo per complBitareterapeutico. In questi
casi e sovente mandatorio ripiegare, in corso daope al termine del primo
tentativo ricostruttivo, verso opzioni ricostruttivcompletamente diverse
ricorrendo all'utilizzo di lembi locali o microchirgici che, sebbene diano spesso
risultati soddisfacenti sul piano estetico, sonavgti da maggiori difficolta
tecniche e rischi di complicanze chirurgiche a brégrmine (es. necrosi del
lembo). Premessi questi fattori di incertezza,realmolto frustranti parimenti per
medico e paziente, € prioritario aumentare il tafiseuccesso post ricostruzione
mammaria con materiali protesici. Fatte salve appuwomplicanze di ordine
“terapeutico”, la contrattura capsulare é la ppaté causa di un risultato estetico
poco soddisfacente. Con il presente studio si eater tra i nuovi farmaci, di
individuare un principio in grado di ridurre linsgenza della contrattura

capsulare.

Si sono valutati gli effetti inibitori dei cox2ibe{oricoxib) e degli inibitori dei
leucotrieni (zafirlukast) rispetto ad un gruppocdntrollo sulla formazione della
capsula attorno ad impianti mammari testurizzabnd stati valutati diversi

aspetti e precisamente:



1) volumi e velocita di gonfiaggio degli espansori

2) spessore delle capsule al termine dell’espansione

3) tipologia e numero di cellule presenti nelle capsul

4) componente strutturale delle capsule (collagenil) e

5) espressione genica locale di fattori di flogosibedsi (IL2 e TGF
Beta) e delle proteine strutturali (collagene lig |

6) attivita sistemica delle metalloproteinasi e deolmibitori (MMP
e TIMP)

La misurazione dei volumi di espansione e dell®ci& di gonfiaggicha messo

in evidenza interessanti differenze. Il volume dnfjaggio per singola seduta a
30mmHg e risultato essere rispettivamente di 34c@5ec nei gruppi A
(etoricoxib) e B (zafirlukast) e quindi significaéimente piu alto di quanto
rilevato nel gruppo C di controllo (17cc; p<0.0B).emersa altresi una differenza
significativa tra i gruppi A e B con volumi di goaggio maggiori nelle pazienti
trattate con etoricoxib (p<0.05) (Tabella 7).

45
40
35
30
25
20
15
10

HH

volume medio a 30 mm Hg (cc)

OGruppo A BEGruppo B OGruppo C

Tabella 7 — Volume medio a 30 mmHg (xDS)

La velocita di riempimento a 200cc é stata ancl’esgnificativamente diversa
fra i gruppi ed inversamente proporzionale a quani@vato per i volumi
(p<0.05). Le velocita riscontrate sono state 44J@g e 87gg rispettivamente nei
gruppi A, B e C (Tabella 8).
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giorni per riempimento capsule fino a
0

OGruppo A

BGruppo B

—t—

OGruppeo C

Tabella 8 — Velocita di riempimento a 200cc es@ésgiorni (xDS)

| dati relativi agli_spessori delle capsunesurati al termine dell’espansione hanno

messo in evidenza differenze significative tran gauppi di studio (Tabella 9).
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£1,20
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@ 0,60
@
? 0,40
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20,20

0.00
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S Gruppo A

EGruppo B

Tabella 9 - Spessori medi delle capsule (xDS)

OGruppoC

Lo spessore medio delle capsule nelle pazientateaton etoricoxib e zafirlukast

e stato rispettivamente di 0.35 e 0.87 mm, sigaifl@amente piu basso di quanto

rilevato nel gruppo di controllo (1,30mm; p<0.05pno inoltre emersi spessori

piu sottili nel gruppo dell’etoricoxib rispetto agjlo dello zafirlukast (p<0.05).

La tipologia e il numero delle cellule presenti leetapsuleé stata stimata

otticamente al microscopio. Le cellule inflammagoeii fibroblasti/miofibroblasti

contati nelle capsule dei gruppi A e B, pur senra yrecisa valutazione

statistica, risultano chiaramente minori rispettquanto rilevato nel gruppo C di
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controllo. Le valutazioni della componente struitarfatte sulle sezioni con

colorazioni specifiche per il collagene tipo | & Hono concordi (Tabella 3).

L’espressione genidacale é stata misurata e comparata fra i grupgiutlio per

ognuna delle quattro molecole studiate. | dati mtte sono riportati come
variazione percentuale rispetto ad un valore driniento (100%) ottenuto
facendo una media dei valori del gruppo di contrglfabella 10). Per ognuna
delle quattro molecole analizzate (IL2, TGF Betall&ene | e Ill) i risultati

sono stati concordi e hanno mostrato un’espressioinere nei gruppi A e B
rispetto al gruppo C con differenze significativacle tra I'etoricoxib e lo

zafirlukast (p<0.05).
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Tabella 10 — Espressione genica di IL2, TGF BetwlaGene | e Ill come variazioni

percentuali rispetto al gruppo di controllo.

Le concentrazioni sieriche delle metalloprotein@siei loro inibitori sono state

misurate prima del trattamento chirurgico (preliebasale), ad un mese
dall'intervento (ossia al termine della terapiamiacologica continuativa) e al
termine dell’espansione. Al fine della valutaziated'effetto sierico dei farmaci
studiati si sono valutati i valori basali e quelti 1 mese.

Le concentrazioni basali di tutte le molecole n@mro evidenziato differenze
significative tra i diversi gruppi di studio. | \@l ad un mese hanno messo invece
in evidenza un’espressione significativamente pta di TIMP1 (179.8 ng/ml
+DS) nel gruppo di controllo rispetto ai gruppi ABe (rispettivamente 151.5
ng/ml tDS e 153.0 ng/ml +DS; p<0.05) con differenzon significative tra
questi ultimi due (Tabella 11).
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TIMP 1-1MESE

2500
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=

ng/ml
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oo

OGruppo A  BEGruppoB OGruppoC

Tabella 11 — Concentrazione sierica di TIMP1 a $en@DS).

Nessuna differenza significativa é stata rilevaa MP2 ed MMP1 ad 1 mese.
La MMP2 ad 1 mese é risultata invece significatigate meno concentrata nel
gruppo di controllo C (175.2 ng/ml +DS) rispettogauppi farmacologici A e B

(rispettivamente 201.4 ng/ml DS e 196.1 ng/ml x[PSQ.05) senza differenze
significative tra questi ultimi due (Tabella 12).

Analogamente la MMP9 ad 1 mese e stata meno caoatamtelle pazienti non

trattate farmacologicamente (136.5 ng/ml DS) tigpea quelle che hanno
assunto etoricoxib e zafirlucast (204.6 ng/ml +D$98.8 ng/ml +DS; p<0.05).

Nessuna differenza significativa & stata inveavata tra i gruppi A e B (Tabella
13).

MMP 2- MESE
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| R E—

——

150,0
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0,0

OGruppoA @EGruppoB OGruppoC

Tabella 12 — Concentrazione sierica di MM2 a 1 n{eBkS).
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MMP 9- 1 MESE
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Tabella 13 — Concentrazione sierica di MMP9 a 1en{ebS).

6. CONCLUSIONI

Il presente studio, fra i tanti presenti in lettara svolti con l'intento di studiare
la reazione capsulare periprotesica e capirne icamsmi farmacologici di
inibizione, € il primo ad aver incrociato dati sistici (sierologici), locali
(istologici e di espressione genica) e misurazipiii squisitamente fisiche
(volumi e pressioni).

Le misurazioni cliniche dei trend pressori e diuroe hanno messo in evidenza
differenze significative tra i gruppi farmacologieiil gruppo di controllo. Le
espansioni cutanee delle pazienti trattate conicetdb e zafirlukast sono
procedute piu velocemente rispetto alle pazienti tnattate farmacologicamente.
Sono risultati infatti significativamente piu aitvolumi medi inseriti per arrivare
a 30 mmHg ad ogni seduta (34cc, 25cc rispettivaeneeit gruppi farmacologici e
17cc nel gruppo di controllo) e, analogamente,diaita di espansione tissutale
per un volume prefissato € stata maggiore nei grapg B rispetto a C (44qgq,
5799, 84gg rispettivamente). Sebbene i dati rilevatn possano essere
considerati come esclusivo indice della complianapsulare, poiché anche i
restanti tessuti molli sovrastanti influiscono ®mdpandibilita (muscolo gran
pettorale, sottocute, cute, etc..) va comunqueodelte il tessuto capsulare
neoformato €& la principale componente di resisterlza pazienti trattate
farmacologicamente hanno quindi formato capsuleledataratteristiche

meccaniche migliori in termini di elasticita, ed pesdibilita. Sono state
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riscontrate anche differenze significative tra Bzipnti trattate con etoricoxib e
zafirlukast, con una maggiore efficacia del primo.

| dati “fisici” hanno mostrato una correlazione cgh spessori capsulari. Le
capsule dei gruppi A e B sono risultate mediampniesottili rispetto al gruppo C
(rispettivamente 0.33mm, 0,87mm, 1,30mm) e quedidedpazienti trattate con
etoricoxib significativamente piu sottili anche duelle che hanno assunto
zafirlukast. Poiché i valori pressori sono statiog@neizzati durante tutta la fase
di espansione attraverso il raggiungimento di uresgone “target” alla fine di
ogni seduta e le sedute di riempimento si sonaewan cadenza settimanale in
tutte le pazienti, si puo ragionevolmente escludare effetto atrofico da
compressione sulle capsule. E’ invece ipotizzabiemeccanismo di inibizione
dell'ipertrofia su base farmacologica. Le conteluali sui preparati istologici
hanno evidenziato una minore componente infiamnzsaofibrotica nelle capsule
dei gruppi farmacologici rispetto alle pazienti chen hanno assunto farmaci.
Non si sono riscontrate invece differenze cellutprantitative tra i gruppi A e B.
Cio puo essere suggestivo di una minore “attivdafle capsule delle pazienti
trattate con etoricoxib rispetto allo zafirlukast.conferma di questa ipotesi ci
sarebbero i risultati di espressione genica lodaefattori di flogosi e fibrosi
(IL2, TGF Beta) e delle proteine strutturali (cokme | e Ill). Le capsule dei
gruppi A e B hanno mostrato un’espressione locdlera di tali molecole con
differenze significative anche tra etoricoxib eidakast. | tessuti prelevati dalle
pazienti del gruppo A sono risultati in assolutonméattivi” dal punto di vista
flogistico e fibrotico.

Il dosaggio sierico delle metallo proteinasi hasmntito di avere una visone piu
sistemica degli effetti farmacologici. | valori ladisdi TIMP1, TIMP2, MMP1,
MMP2, MM9 non hanno mostrato differenze fra i griymio a dimostrazione di
una uniformitd di base tra le pazienti prima deittamenti farmacologici. Le
misurazioni effettuate ad un mese, al termine quiledla terapia farmacologica
continuativa, non hanno mostrato differenze frauipgi per TIMP2 e MMP1 ma
hanno dato risultati interessanti per le altre male. Le concentrazioni medie di
TIMP1 ad 1 mese sono state significativamente fil reel gruppo di controllo
rispetto ai due gruppi farmacologici. Tra questinil due non si sono riscontrate
differenze significative. | dati ad un mese relatav MMP2 e MMP9 hanno
analogamente mostrato differenze significativel auppi A e B ed il gruppo di
controllo C con una minore espressione delle dudecote nel gruppo di

29



controllo rispetto ai due gruppi farmacologici. Nesa differenza significativa
invece tra questi ultimi due gruppi. L’'analisi d#ati suggerisce che gli effetti
farmacologici sulle capsule possano essere in paeeiati dal rapporto tra il
catabolismo delle proteine strutturali (collageetgstina) favorito dalle MMP
controbilanciate dai loro inibitori tissutali, leIMP. L'assenza di differenze
significative nelle concentrazioni di TIMP e MMP ad mese tra i due gruppi
farmacologici suggerisce che il meccanismo attiswelr quale I'etoricoxib ha
generato capsule migliori rispetto allo zafirlukasin si basi esclusivamente sul
semplice bilancio tra metalloproteinasi e loro it@h. Ulteriori ricerche sono

necessarie per approfondire la conoscenza didalptesse dinamiche.

L’ etoricoxib e lo zafirlukast si nono dimostrati complessivamente efficaci nel
prevenire e ridurre la contrattura capsulare petgsica. L’attivita dei cox2
inibitori € risultata maggiore rispetto agli inibit dei leucotrieni. Tuttavia la
potenziale cardiotossicita dei primi, contrappaatdassissimi effetti collateral
dei secondi fanno preferire lo zafirlukast comenfaco di prima scelta nella
ricostruzione mammaria post oncologica con maigpiaitesici. Tutte le pazienti
trattate con Accoleftzafirlukast non hanno manifestato intolleranzaeazione
avversa alcuna al farmaco, cid a supporto dellatival sicurezza di un suo

utilizzo off label.

7. SEDI DELLA RICERCA E COLLABORATORI

La fase chirurgica inizial@ stata svolta per la parte demolitiva dal DGihido

Papacciodell’'U.O. di Chirurgia d’Urgenza dell’Ospedale k&hgelo di Mestre
(VE) e per il primo tempo ricostruttivo dal Do&ntonio Tambuscidell’U.O. di
Chirurgia Plastica (ricercatore principale). La ewisione della parte
ricostruttiva & stata svolta dal Dottlarco Lorenzinj primario dell’'U.O. di
Chirurgia Plastica di Mestre.

Le fasi clinica farmacologicae chirurgica finalesono state svolte dal ricercatore

principale.
La fase istologicaper quanto attinente alla misurazione degli spesdelle

capsule, e stata svolta dal DoBruno Murer responsabile del servizio di
Anatomia Patologica dell'Ospedale dell’Angelo di $ite (VE). Per quanto

riguarda la quantificazione delle espressioni genie le conte cellulari il lavoro e
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stato svolto dalla Dott.s€arbara Zavardell'Istituto di Istologia ed Embriologia
dell'Universita degli Studi di Padova con la supgione della Prof.ssRoberta
Cortivo.

La fase ematologica stata svolta dalla Dott.sgdine S.C. Fabricioed Elisa

Squarcina presso il laboratorio ABO/Centro Regionale Spéxzalto per i
Biomarcatori Diagnostici e Predittivi (ex CentrogRenale Indicatori Biochimici
di Tumore — CRIBT) sotto la direzione del Datlassimo Gion direttore del
Dipartimento di Patologia Clinica dellAULSS 12 \Veziana.
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8. SCHEDE

Scheda 1PROCEDURA PER MISURARAZIONE PRESSIONE ESPANSORI (con PROPAQ)

Montaggio del sistema

Montare il trasduttore di pressione collegand@dando rubinetto a valle eg
in serie con il primo. Montare la sacca di fisiatge assicurarsi che tutto i
circuito (comprese le uscite laterali) sia pienacdiua e non ci siano bolle
d’'aria. Agire sui vari rubinetti e sulla valvolindi gomma presente su
traduttore per far uscire 'aria. Collegare unangia da 50cc luer lock per il
riempimento (gia piena e senz’aria) alla presadeedel rubinetto inferiore.
Tenere il rubinetto inizialmente in verticale, est#dndo la siringa. Montare
un’agocannula rosa da 20g sul terminale del ciocelitimuovere la cannulg

di plastica tenendo solo I'ago.
N.B. Prima di iniziare accertarsi che il trasduttore di pressione sia

saldamente montato sulla piantana e sia collocato s&tamente

all'altezza della valvola sull'espansore da riempie.

Inserimento dell’agocannula:

1. Posizionare entrambi i rubinetti in verticale eslelndo le uscite lateralAgendo sulla valvolina di gomma d

trasduttore far uscire alcune gocce di fisiologled'agocannula (fig 1).
2. Inserire 'ago nell’espansore verificando che ihfludi entrata sia alla stessa altezza del tram@ufissato allg
piantana (fig 2)

Fig 2
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Azzeramento e lettura basale:

1. Accendere il monitor PROPAQ e ruotare di travedsoubinetto alto (posto sul trasduttore) mettendsici

trasduttore di pressione in aria ambiente ed esaldal il circuito inferiore

Agendo sulla valvolina di gomma del trasduttoreuseire alcune gocce dall’'uscita laterale del retiin(fig 3).
Premere il primo pulsante con la scritta ZERO Pllassinistra del monitor per avviare I'azzerameialallo
strumento. Attendere qualche secondo finché norpaceria scritta “zeroed” sul display

4. Posizionare il rubinetto superiore in posizioneticafe escludendo l'uscita laterale e attenderarmlsecondi la
lettura della pressione basale dentro I'espandigrd).

Fig 3 Fig 4

Gonfiaggio e lettura:

Per il gonfiaggio e le letture si agisce esclusigata sul rubinetto inferiore (si manovra il rubtoesuperirore solo per
azzerare il sistema)

1. Posizionare il rubinetto inferiore di traverso @slendo il circuito superiore gonfiare I'espansore (fig 5).

2. Posizionare il rubinetto inferiore in verticale kgtendo la siringa di riempimenfmer leggere la pressione den

I'espansore (fig 6).

Fig 5 Fig 6

Ripetere il punto 1 e 2 fino al raggiungimento dgilessione di riempimento desiderata. Estrargotannula e sostituirla

per il paziente successivo.

33



Scheda 2: PROCESSAZIONE ED INVIO DEI CAMPIONI EMATI ClI

Chirurgia Plastica — Policlino Umberto I, Mestre

PROTOCOLLO DI PREPARAZIONE DI SIERO (A) ROSSA

Lasciare la provetta a temperatura ambiente (2@G2per 30 min prima della centrifugazione.
Centrifugare la provetta a 1200g per 10 min. a aipira ambiente (20-25°C).

I campioni lipemici o che presentano emolisi 0 adaganno scartati.

Stoccare il siero cosi ottenuto in 4 aliquote dard,in provette tipo Nalgene Cryo Vials con tappate (2ml
cod. n°BSM 5355, Biosigma) o provette Sarsted @ppd a vite (1.5ml cod. 72692.005) etichettate c
“ALT AT AL AV

Congelare immediatamente i campioni a -20°C.

Congelare i campioni in posizione verticale.

| campioni devono essere inviati al Laboratorio Wsiali Venezia.

| campioni devono pervenire al laboratorio entro 24ore.

PROTOCOLLO DI PREPARAZIONE DI SANGUE INTERO (B) VIO LA

Congelare immediatamente i campioni a -20°C.

Congelare i campioni in posizione verticale.

| campioni devono essere inviati al Laboratorio Wsiali Venezia.
| campioni devono pervenire al laboratorio entro 24ore.

PROTOCOLLO PREPARAZIONE DI PLASMA CTAD (C) AZZURRA

Subito dopo il prelievo, la provetta vieneessa in ghiaccidino ad essere processata
Entro 1 ora dal prelievo, centrifugare la provetta a 1500 g per 20 min a +4°C
Raccogliere attentamente il surnatante, avendo duraon toccare e non prelevare la fase coagy
sottostante.

Stoccare in 4 aliquote da 0,5 ml in provette tipgigéne Cryo Vials con tappo a vite etichettate cO@i€,
“Cll”, “Clll " e “CIV™.

Congelare immediatamente i campioni a -20°C.

Congelare i campioni in posizione verticale.

| campioni devono essere inviati al Laboratorio Wsiali Venezia.

| campioni devono pervenire al laboratorio entro 24ore.

PROTOCOLLO DI TRASPORTO
e | campioni devono esserefrigerati durante il trasporto

¢ |l giorno successivo alla raccolta, inviare i caompitramite trasporto interno ULSS allACETTAZIONtel
Laboratorio Analisi di Venezia all'attenzione d&if. Michele Criscoloe dellaDott.ssaAline Fabricio.

hme

lata
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Scheda 3: DOSAGGIO TIMP-1 e TIMP 2 con metodo la EISA

Per il dosaggio degli inibitori TIMP-1 e TIMP-2 éata utilizzata la metodica ELISA seguendo le iadioni del
produttore del kit Quantikine® Human TIMP-1 e Qukine® Human TIMP-2 (R&D Systems, Minneapolis, M
USA). Lo standard liofilizzato & stato ricostituiton acqua distillata, cosi da ottenere una sahezétock di 10 ng/ml
A partire da tale soluzione € stata costruita lvastandard a 7 punti effettuando diluizioni defia&2 con I'apposito
diluente (range compreso tra 10 pg/ml e 0,156 g/mlogni pozzetto sono stati aggiunti 1Q0del tampone d
dosaggio (assay diluent RD1X) e successivamente si@ti caricati sulla piastra in duplicato plodel bianco, degl
standard o dei campioni previamente diluiti (dilaizz 1:100 in calibrator diluent RD5P per il dosagdi TIMP-1;
diluizione 1:50 per il dosaggio di TIMP-2). E’' saapoi effettuata una prima incubazione di 2 oreeraperatura
ambiente in agitazione per permettere il legamé&aaelita all’anticorpo primario immobilizzato sallpiastra. Tuttg
cio che non si é legato € stato eliminato attravers serie di lavaggi con I'apposito tampone. Sstati aggiunti 200

ul di anticorpo secondario coniugato con perossidasiascun pozzetto, e la piastra & stata incubatal ora a

temperatura ambiente nel caso del dosaggio di TIM@®-per 2 ore durante il dosaggio di TIMP-2, semijpre

agitazione. In seguito ad ulteriori lavaggi, sonatisaggiunti ad ogni pozzetto 200 del substrato (cromogen
tetrametilbenzidina attivato da perossido di idrape E stata quindi effettuata un’incubazione dir@i@uti al riparo
dalla luce. La reazione colorimetrica & stata t¢teaall’aggiunta, ad ogni pozzetto, di @0di acido solforico 2 N,
che determina il viraggio del colore da azzurraalg La lettura della piastra & stata eseguilta shettrofotometrg
alla lunghezza d’'onda di 450 nm e corretti con letaura alla lunghezza d’onda di 540 nm. Le coneaibni di
TIMP-1 o di TIMP-2 sono state ottenute per integzadne dei valori di densita ottica rilevati sudlarva standard

sono state corrette tenendo conto del fattoreldizibne ed espresse in ng/ml.
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Scheda 4: MISURAZIONE delle MMP-1, MMP-2 e MMP-9 can metodo MULTIPLEXING

La tecnologia multiplexing (x-MAP) sviluppata daliita Luminex., & un sistema di dosaggio in sosjpere che s
serve di microsfere in polistirene del diametro5¢h micrometri come fase solida. Tali microsferamasanarcate
internamente con differenti proporzioni di due flofri differenti (rosso e infrarosso) e ogni flofwro pud avere 1(
possibili livelli di intensita di fluorescenza (1fitensita di rosso e 10 intensita di infraross@gaodo cosi un set di 10
microsfere spettralmente distinguibili. Ciascunaadi 100 microsfere & coniugata covalentemente woranticorpo
monoclonale di cattura specifico per un unico @aatome ad esempio una citochina. Tali microsfemeiugate
reagiscono in un pozzetto di una micropiastra docampione in analisi contenente una quantita ssdota di
proteina (citochina) da dosare, la quale sararattdall’anticorpo monoclonale. Successivamergaeviaggiunto alla
reazione un anticorpo secondario, di rilevazior® € biotinilato e solitamente policlonale e sialel un diversd
epitopo dell'analita rispetto all’anticorpo primarmonoclonale andando a formare un sandwich de@npii attorno
alla proteina. Si possono cosi creare dosaggi phiuttiiscelando in un unico pozzetto set di microsfeoniugate 3
diversi anticorpi per testare simultaneamente pilith in un unico campione. L'aggiunta alla misteli reazione d
una soluzione di streptavidina-ficoeritrina, chdegjano all’anticorpo biotinilato, permette infite quantificazione
delle reazioni avvenute.

Nel presente studio, i campioni di siero sono spatilevati dal congelatore (-80°C) e sono statiatioper la
guantificazione delle MMP usando i diversi kit nes&ri per il dosaggio multiplexing di MMP-1, MMPe2MMP-9
(Fluorokine® MAP Human MMP-1 Kit; Fluorokine® MAP uinan MMP-2 Kit; Fluorokine® MAP Human MMP-
Kit; Fluorokine® MAP MultiAnalyte profiling, HumarMMP Base kit; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
Prima di iniziare il dosaggio, i campioni di siesono stati diluiti 1:10 per il dosaggio di MMP-MMP-2 e 1:100 pe
il dosaggio di MMP-9 con il diluente raccomandataliprator diluent RD5-37) e centrifugati a 300Pay 10 minuti al
4°C al fine di precipitare eventuali coaguli dirfita o detriti che potrebbero inefficiare il dosagger problemi di
occlusione della fluidica dello strumento. Per nggt la curva standard, lo standard liofilizzatstato ricostituito cor
l'apposito diluente e incubato in ghiaccio per 3ihumi. | 7 punti della curva standard sono staégarati attravers
diluizioni seriali 1:3. Per effettuare il dosaggiostata utilizzata una filter-plate a 96 pozzeftuesta permette

filtraggio dei fluidi di lavaggio quando collegatdlo strumento di lavaggio automatizzato Bio-Pleno P Wash
Station. In ogni pozzetto sono stati caricatigb@ella soluzione di microsfere di polistirene aagate con lo specific
anticorpo di cattura, ottenuta attraverso diluieiatello stock con lo specifico tampone (micropéetidiluent). In
seguito, 5Qul del bianco (diluente), degli standard o dei campsono stati caricati in duplicato. E’ stata pfiettuata
una prima incubazione di 2 ore a temperatura artéiaragitazione per permettere il legame dell'&aall’anticorpo
primario immobilizzato sulla microsfera. Sono sttiindi eseguiti 3 cicli di lavaggi della piastranctampone d
lavaggio e successivi filtraggi utilizzando il BRlex Pro Il Wash Station. In seguito, sono stagiagti a ciascun
pozzetto 25l di soluzione di anticorpo secondario diluito sedo la scheda tecnica del kit e la piastra & gtatdbata
per 1 ora a temperatura ambiente in agitazioneoDwopulteriore lavaggio, 50 di fluoroforo costituito dal compless
streptavidina-ficoeritrina, diluito con il tampom lavaggio sono stati aggiunti a ciascun pozzdtioquesta fase

l'incubazione € stata effettuata per 30 minuti ecegsivamente sono stati effettuati altri 3 ciclladvaggi e relativi

filtraggi. Durante tutto il dosaggio, si € prestafgciale attenzione a mantenere le microsferaiial fioiché queste

sono fotosensibili. Infine a ciascun pozzetto setati aggiunti 10Qul di tampone di lavaggio per risospendere
microsfere e la piastra € stata letta con lo stnimeBio-Plex (Bio-Plex Suspension Array System, -Biad

Laboratories Inc., Hercules, CA, USA). L'analisi dati € stata eseguita per mezzo del software |BioManager 4.0

©

)
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(Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) aféettua una completa analisi delle informaziochaviate dalle
microsfere. | risultati vengono espressi come nralidell'intensita di fluorescenza per ogni classenidrosfera. Tutti
i segnali sono stati normalizzati sottraendo lafascenza del bianco. Le curve standard sono cdiftelate con un

modello di regressione logistica a 5 parametricbecentrazioni delle MMP sono state ottenute perpolazione de

valori di fluorescenza sulla curva standard, saatescorrette tenendo conto del fattore di diluiziceed espresse
ng/ml.
Scheda 5: INCLUSIONE IN PARAFFINA

e Formalina 10% overnight (a 4°C)

» Etanolo 50% per lora (2 passaggi)

» Etanolo 70% per lora (3 passaggi)

» Etanolo 96% per lora (2 passaggi)

» Etanolo 100% per 30min (2 passaggi)

» Etanolo 100% per 2-3min (1 passaggio)

» Xilene fino a diafanazione

» Paraffina pura liquida in stufa a 60°C per lorap#2saggi)

e Taglio al microtomo.

Scheda 6: COLORAZIONE EMATOSSILINA — EOSINA

Xilene 5 m{finché non si scioglie tutta la paraffina)

Alcool etilico assoluto

Alcool 95%
Alcool 70 %
Alcool 50%
Acqua distillata
Ematossilina
Acqua distillata
Acqua di fonte
Eosina

Acqua distillata
Acqua di fonte
Alcool 50%
Alcool 70 %
Alcool 95%

Alcool etilico assoluto

Xilene

Montare il vetrino con Pertex

(passaggio velpc
(passaggaoce)
(passaggaoce)
(passaggaoce)
(passaggitoce)
4 minuti

5 min.

5 min

1 min

5 min.

5 min
(passaggaoce)
(passaggaoce)
(passaggaoce)
(passaggio velpc

(finchen si monta il vetrino per non farlo seccare)

=]
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Scheda 7: IMMUNOISTOCHIMICA Ab Il MOUSE —APAAP

REAGENTI

+ PBS

 PAP PEN (Dako) (code S2002)

*  Normalrabbit serum (Dako 1:20) (code X0902)

» Ab | mouse anti-human (anti-collagene /11l e anti-fibroblgst
* Ab Il Ig rabbit anti-mouse (Dako 1:25) (code Z0259)

* APAAP (Dako 1:50) (code D0651)

» Substrato (Sigma FAST RED)

» Ematossilina

» Glycergel (Dako code C0563)

PROCEDIMENTO

sparaffinare con la scala discendente degli alcoli

Identificare le sezioni e circondarle con la PARNPE

Nella cameretta umida incubare il siero di RABBEr 20 minuti (diluito 1:20 in PBS)

Togliere il siero e incubare I'Ab | isolato in MOESalla concentrazione e per un tempo dipendentgtal
di proteina da identificare. In genere I'incubazatura 1 h nella cameretta umida.

Lavare i vetrini con PBS.

Incubare Ig RABBIT anti-mouse per 30 minuti (diuit:25 in PBS).

Lavare i vetrini con PBS.

Incubare con APAAP per 30 minuti.

Lavare i vetrini con PBS (delicatamente per evitdre si stacchi I'enzima)

Incubare il substrato FAST RED (sciogliere le dampresse in 1 ml di 0 milliQ) per 20 minuti (finché
non si osserva la colorazione rosa)

Lavare i vetrini con LD milliQ

Controcolorare i nuclei delle sezioni con Ematasai{per 4 minuti)

Lavare I'eccesso di colorante coa®milliQ e fissare con D di fonte.

Montare i vetrini utilizzando un montante acquoGdy€ergel).
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Scheda 8: SINTESI DI cDNA MEDIANTE M-MLV RT
(kit Invitrogen)

Per 20uL di volume di reazione utilizzare 1 ngd§ di RNA totale 0 1-500 ng di mRNA.

In un’eppendorf nucleasi-free mescolare:
- 1uL diOligo (dT),.15(500ug/mL)
- 1 ng - 5ug di RNA totale (di solito 500 ng di RNA totale)

- 1pulL didNTP Mix 10 mM
- H,0 distillata nucleasi-free fino a 12

Scaldare la mix a 65°C per 5 min, poi trasferirm@emente in ghiaccio.

Centrifugare brevemente per raccogliere il contesut fondo del tubo e successivamente aggiungere:

- 4yl di First-Strand Buffer 5X
- 2uLdiDTTO,1M
- 1ulL di RNaseOUT Recombinant Ribonuclease Inhibit@ (4ul)
Mescolare delicatamente la mix e incubare a 37Y2 prin.
Aggiungere IulL di M-MLV RT (200 U/uL) e mescolare spipettando delicatamente.

Incubare a 37°C per 50 min.

Inattivare la reazione riscaldando a 70°C per 1% mi

Il cDNA cosi ottenuto puo essere utilizzato conmagkato per 'amplificazione in PCR.
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Scheda 9: REAL-TIME PCR
(con FastStart Tagman Probe Master - Roche)

PROTOCOLLO:

In un’eppendorf da 20QAL preparare una mix per 2B di reazione, aggiungendo nell’ordine i segueatnponenti:

raccomandata € di 200 nM.

Componente | Volume (L) | Conc finale
FastStart TagMan Probe Master (2X) 125 1X
Universal Probe Library (1QM) 0.25 100 nM
Primer FOR (2QuM) 0.5 400 nM
Primer REV (20uM) 0.5 400 nM
H,O RNase-DNase free (GIBCO) 8.75
Volume finale 22.5
Mescolare delicatamente (non vortexare) e spinnare
Aggiungere 2.51L di cDNA e mescolare delicatamente.
CICLO di PCR:
Numero cicli | Step ‘ Temperatura | Tempo
1 | hold ‘ 95°C | 10 min
35-45 denaturazione 95°C 10 sec
annealing 60°C 30 sec
allungamento 72°C 6 sec
1 hold 40°C 30 sec
NOTE:
1 Assemblare la reazione nel blocco congelato usitieio eppendorf da 2QL..
2 Le UPL sono sensibili alla luce, quindi tenerlgiil possibile al buio.
3 | prodotti di amplificazione dovrebbero essereig@a 150 bp) e la temperatura di annealing di 60°C
4 La concentrazione finale dei primers dovrebbe essempresa tra 50-600 nM; la concentrazione irg@zial
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10.ALLEGATI

Allegato A

INFORMATIVA PER LA PAZIENTE

Gentile paziente, le moderne tecniche di ricostmei mammaria hanno consentito di migliorare
notevolmente la qualita di vita delle pazienti gptiste a mastectomia. Una delle tecniche
ricostruttive piu utilizzate é I'impianto protesisotto il muscolo pettorale dopo espansione cutanea
La tecnica prevede una prima fase nella quale viEszionato un espansore mammario sotto il
muscolo grande pettorale. Nei 2-4 mesi successamite il suo progressivo gonfiaggio, si ottiene
I'espansione cutanea. La fase successiva congbposizionare all'interno della tasca protesica un
protesi definitiva anatomica che sostituisca |'esuaie e si adatti il piu possibile alle carattésis

della mammella sana.

L’inserimento di materiale protesico determinadaniazione di un&apsula un involucro fibroso
(una specie di sacchetto) attorno alla protesiaEappresenta la normale risposta dell’organismo
all'impianto. Purtroppo talvolta, dopo alcuni anguesto involucro fibroso diviene eccessivamente
rigido e si restringe comportando la deformazioakadprotesi e I'insorgenza di altri disturbi tra i
guali sensazione di tensione e dolore. Il probl@oma essere risolto chirurgicamente rimuovendo la
capsula e sostituendo la protesi. Tuttavia, tadydét sintomatologia puo essere prevenuta, alkeaat
risolta con una semplice terapia farmacologica sebdi farmaci anti infammatori_di comune

impiego clinicoper moltissimi altri disturbi. A fronte della loevidente validita clinica non e ancora

sufficientemente chiaro il meccanismo d’azione wks}i farmaci nel risolvere lo specifico problema

della retrazione capsulare.

La ricerca che stiamo conducendo studia, per I'efipu meccanismi farmacologici di inibizione
della retrazione capsulare peri-protesica nellastitizione mammaria. La sua adesione a tale ricerca
potra fornirci preziosi elementi di studio per wiitzzare la terapia farmacologia in tale ambito e,
auspicabilmente, ridurre la necessita di un ulterimtervento chirurgico per molte pazienti
sottoposte a ricostruzione del seno. In ogni chsoo eventuale rifiuto non gravera in alcun modo

sul normale iter ricostruttivo che abbiamo conctoda

Cordiali saluti
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Allegato B

CONSENSO INFORMATO

La sottoscritta nata a il

con la presente acconsente ad essere inseritaatetpllo di ricerca dell'Unita Operativa di Chigia Plastica di questo

Ospedale volto a studiare i meccanismi farmacolatjimibizione della reazione di fibrosi capsulgreri protesica nella

ricostruzione mammaria. Tale ricerca non ha fiaddit lucro. | pazienti inseriti nel protocollo sotaalmente esenti da

ogni tipo di spesa relativamente all'approvvigiommto di farmaci o altri presidi medici. | farmaagetto di studio

sono di comune impiego clinico e approvati dal &#ovSanitario Nazionale. Durante lo studio alcoampioni del suo

sangue verranno analizzati presso i nostri labdratosi come una porzione del tessuto capsulamdimsi attorno

all'espansore. | campioni di sangue che lei gersaneste ci donera verranno utilizzati conformemaeatite disposizioni

vigenti in materia di protezione dei dati perso@iLGS. n.196 del 30/6/2003). Qualunque informaei@ lei utile

giunta a nostra disposizione nel corso dello stigligerra tempestivamente comunicata.

Premesso quanto sopra, la sottoscritta dichiaragymnto di sua conoscenza, quanto segue:

Di non soffrire di malattie dell’apparato digererdeali gastriti, reflusso gastro-esofageo, ulceastrp-
duodenale

Di non soffrire di malattie renali o epatiche

Di non essere in gravidanza o in allattamento

Di non aver manifestato in passato reazioni alidrgiai farmaci ,

Dichiara inoltre quanto segue:

Di aver compreso bene gli intenti e le modalitadalekerca e di aver soddisfatto ogni eventualebéulo
curiosita, dopo lettura della lettera informativd LEGATO A) e colloquio con il medico curante

Di essere a conoscenza di avere la facolta di @atérare in qualsiasi momento dallo studio

Di non avere intenzione di intraprendere gravidamziesei mesi successivi alla sua inclusione retlidio e

di prendere le precauzioni contraccettive necessari

Siimpegna inoltre a fare quanto segue:

Attenersi rigorosamente alle indicazioni fornitel aaedico curante circa le modalita di assunzione de
farmaci secondo la prescrizione farmacologica

Comunicare tempestivamente al medico curante Fgema di eventuali effetti indesiderati durante il
periodo di studio

Comunicare tempestivamente I'inizio di un’eventugdavidanza

Mestre, li

IL MEDICO CURANTE LA PAZIENTE
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Allegato C

LETTERA INFORMATIVA AL MEDICO CURANTE
Dott:

Egregio collega, la informo che la sua assistitg.r8i ,

portatrice di esiti di mastectomia DX/SX, in data ha iniziato/iniziera la
procedura di ricostruzione mammaria con materiabeegico. E’ stato/verra inserito un
espansore mammario per I'espansione tissutale @papazione all'impianto protesico
definitivo. La paziente ha liberamente acconsentitb essere inserita in uno studio
randomizzato di fase 2 volto ad approfondire i naacgmi farmacologici di inibizione

della reazione di fibrosi capsulare peri protesiedla ricostruzione mammaria. Tale
ricerca e svolta da questa Unita Operativa di GhiauPlastica in collaborazione con
I'Universita degli Studi di Padova. La paziente ttualmente in terapia ciclica con i
seguenti farmaci:

0

0

] Nessun farmaco (gruppo di controllo)

La sua assistita verra seguita con cadenza setlmamesso il nostro Ambulatorio di
Ricostruzione Mammaria al fine di completare lamale procedura di espansione
tissutale e per i controlli clinici del caso. Alrgine dell’espansione (2-4 mesi) la
ricostruzione verra completata, come prassi, cosoktituzione del’espansore con una
protesi mammaria definitiva. In tale occasione lod® avra termine, la terapia
farmacologia in esame verra sospesa e verrannalitselglle analisi ematochimiche.
Nel caso in cui dovessero insorgere reazioni imdeate ai farmaci assunti o, in ogni
caso, qualora la paziente lo ritenga opportundetapia verra immediatamente sospesa,
la paziente verra esclusa dallo studio e compléte@male iter ricostruttivo.

Restando a disposizione per ogni eventuale chiatiorle porgo i piu cordiali saluti.

IL MEDICO DI REPARTO
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Allegato D
ID:

SCHEDA DATI GENERALI

COGNOME NOME

DATA DI NASCITA LUOGO

PATOLOGIE REMOTE:

ALLERGIE

TERAPIE FARMACOLOGICHE:

MASTECTOMIA [1SX [IDX DATA TIPO:

CHEMIOTERAPIA ADIUVANTE ONO  0OSI  tipo

RICOSTRUZIONE [ IMMEDIATA 00 DIFFERITA data

ESPANSORE Tipo cc

PROTESI DEFINITIVA Tipo ated

GRUPPO DI STUDIO DI APPARTENENZA
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Allegato E

SCHEDA AMBULATORIALE

COGNOME

NOME

ESPANSORE Tipo

cC

PRERIEMPITO cc

DATA mmHg iniziali

cM® RIEMPIMENTO

mmHG finali

cM® TOTALI

OSSERVAZIONI
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Allegato F

PROSPETTO DI ASSUNZIONE FARMACOLOGICA

Gentile Signora, la ringraziamo di aver acconsenst partecipare alla Ricerca che stiamo
conducendo. Cercheremo di sfruttare al meglio laosoenze che trarremo anche dalla sua
collaborazione per rendere sempre migliori e duratisultati della ricostruzione mammaria post

oncologica.

Nello schema riportato di seguito € indicato il rgim della settimana nel quale intraprendera
'assunzione farmacologia. Le settimane di trattaitm&anno numerate a partire da quel giorno. Se

ad esempio iniziera la terapia di mercoledi, lérsena n.1di trattamento andra da quel mercoledi

al martedi successivo. Allo stesso modo la settinmaRiniziera il secondo mercoledi ed andra fino

al martedi seguente, e cosi via.

giorno di inizio della terapia

settimana di assunzione

settimana di NON assunzione

| numeri scritti dentro le caselle indicano le ise#ine di terapia numerate come descritto. Le aasell
grigie indicano le settimane in cui assumera lapier. Nelle settimane bianche, al contrario, non
dovra assumere la terapia. La invitiamo a far presai controlli periodici qualsiasi problema

insorto durante la terapia.

Cordiali saluti
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