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USPIO - SUBSTANTA DE CONTRAST
PENTRU MR LIMFOGRAFIE

Rezumat
Detectarea nodulilor metasta-
tici limfatici are o importanta
primordiald in oncologie. Parti-
culele de oxid de fer de dimen-
siuni mici sunt agenti de con-
trast de o larga varietate, pro-
prietatilor fizico-chimice si far-
maco-cinetice stau la baza
aplicrii clinice. USPIO este un
agent de contrast de generatie
noud, in special, un contrast specific pentru limfografia prin RM. Dupa
administrarea lui intravenos captarea se efectueaza prin macrofagii
nodulilor limfatici, unde el se acumuleaza. Se evidentiaza o majorare
sporita a semnalului de intensitate (Sl) postcontrast in ponderentT2
IRM a nodului limfatic, care functioneaza normal. Experienta clinica
sugereaza aplicarea USPIO in limfografia IRM, ameliorand sen-
zitivitatea si specificitatea metodei n detectia nodulilor metastatici.

Utilizarea substantelor de contrast Tn imageria prin rezonanta
magneticd (IRM) este destinatd detectdrii si caracterizarii
leziunilor. In functie de specificitatea organica ele se pot clasifica
Tn modul urméator:

1 agenti nespecifici pentru difuziunea interstitialda (Gado-
linium)

2. agenti nespecifici pentru remanenta vasculara prelungita,
astfel permitand studiile de perfuzie organice (particulele
superparamagnetice de dimensiuni mici, agenti macromoleculari)

3. agenti hepatobiliari, captati de hepatocite (Gadolinium)

4. agenti reticulo-endoteliali-specifici (RES) captati de
macrofagi, de ganglioni, de splina si de celulele Kupffer a
ficatului (particulele superparamagnetice)
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Summary

The detection of nodal me-
tastases is of utmost impor-
tance 1n oncologic imaging.
The iron oxide partide size of
these contrast agents varies
widely, and influences their
physicochemical and pharma-
cokinetic properties, and thus
clinical application. USPIO are
novel contrast agents specifi-
cally developed for MR lymphography. After intravenous adminis-
tration, they are taken up by the macrophages of the lymph nodes,
where they accumulate. They reduce the signal intensity (Sl) of nor-
mally functioning nodes on postcontrast T2 weighted images RM.
Early clinical experience suggests that USPIO-enhanced MR lym-
phography improves the sensitivity and specificity for the detection
of nodal metastases.

5. agenti tumorali (particule superparamagnetice, liposomi,

anticorpi marcati cu agent magnetic).

Particulele superparamagnetice sunt denumite - Monocris-
taliine lron Oxide Nanoparticles (MION) - nanoparticule de
oxid de fer monocristalin, care sunt clasate in functie de dimen-
siune Tn SuperParamagnetic Iron Oxide (SPIO) - oxid de fer
superparamagnetic si in Ultrasmall SuperParamagnetic Iron
oxide (USPIO) - oxid de fer superparamagnetic de dimensiuni
foarte mici.

Acesti agenti de contrast la momentul actual sunt in faza de
studiu clinic 3 - pentru ganglionii limfatici, leziunile hepatice; in
faza de studiu preclinic - pentru aprecierea permeabilitatii capi-
lare si de tintire tumorala non specifica, fiind redate in tabelul I.

Tabelul 1.
Denumirea Denumirea Laboratorul Dimensiuni Camuflaj Specificitatea
comerciala (nm) organica
AMI-25 Endoderm® Guerbet
SPIO Feridex® Advansed Magnetics 60-120 Dextran Ficat
SHU 555A Resovist® Schering 60 Carboxy dextran Ficat
AMI 227 Sinerem® Guerbet Ganglioni
BMS 180549 Combidex® Advansed Magnetics 20 Dextran limfatici
Ficat
Ferumoxtran® Advansed Magnetics Vase
USPIO Tumoral
NC 100150 Clariscan® Nycomed 20 Polyethylenglycol
carboxyl Vase
MION46 Centrul de cercetare
a imaginii moleculare, 20 Dextran Tumoral

Franta
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USPIO este un nou grup de agenti de contrast pentru IRM,
care permite obtinerea limfografiei MR intravenos. Fiind din
grupul RES, permite de a obtine informatii cat morfologice ale
nodulului limfatic, atét si functionale.

Aprecierea starii nodulilor limfatici loco-regionali in afec-
tarea maligna este un factor major, in raport cu care se determina
tactica de tratament. n special, este un element primordial n
alegerea modalitatii tratamentului, planificarea tratamentului
chirurgical sau radioterapiei si in aceeasi masura serveste drept
monitoring a efectului terapeutic.

n vederea depistarii focarului si raspandirii neo procesului,
examinarea pacientului prevede aplicarea examenului ultrasonor,
radiologie: conventional, CT si IRM. E necesar de remarcat, ca
tehnicile ulterioare nu permiteau evidentierea afectdrii neoplazice
a nodulilor limfatici de dimensiuni normale, sau putin marite,
determinarea micrometastazelor. Utilizarea tehnicilor modeme
de IRM si grupurilor de contrast de noua generatie permite prin
rezolutia spatiala si contrastare vizualizarea structurii si functiei
ganglionilor limfatici si mai ales afectarea lor tumorala.

US, CT nu permit de a diferentia nodului limfatic metastatic
de cel non metastatic reactiv. Limfografia conventionald este
abandonata la etapa actuald, fiind o metoda de rutin& cu o speci-
ficitate si sensibilitate minora si in acelasi timp invaziva. Apli-
carea disectiei chirurgicale nu este tot timpul eficace - 33 % de
rezultate fals-negative. Toate acestea au contribuit la timpul sau
ca sa se faca cercetari Tn domeniul obtinerii informatiei cat mai
detailate cu aplicarea tehnicilor neinvazive Tn depistarea precoce
a afectarilor metastatice ganglionare, Tn diagnosticul diferentiat
dintre ganglionul benign si malign. in acest articol ne vom referi
la noul grup de agenti de contrast, aplicarea lui in vitro si in vivo,
caracterizarea imaginilor obtinute si primele experiente clinice.

Caracteristica fizico-chimica a USPIO

Particulele superparamagnetice sunt compuse dintr-un centru
cristalin de oxid de fer de dimensiuni 4-6 nm, asamblaj de
magnetit (Fed 4 si meghemit (Fed 3), conferind particulelor
astfel proprietati magnetice. Acest nucleu este Tnvelit printr-o
membrana de dextran ori de celuloza, al carei densitate si
dimensiuni conditioneaza bioddistributia. Ea, membrana, permite
fixarea de diferite ligande, de anticorpi monoclonali, de peptide
(transfrine) ori de proteine.

Feromagnetismul este proprietatea, pe care o au unele cristale
solide (fer, cobalt, nichel) de a se magnetiza cu putere mare sub
efectul cdmpului magnetic exterior si de a mentine un magne-
tism importantin lipsa campului magnetic.

Intr-un compus feromagnetic forta de coerenta a componen-
telor magnetice si celui ce orienteaza in sensul aplicarii campului
magnetic exterior este forte si ea persista la finele aplicarii cam-
pului magnetic.

Cand forta de coerentd a componentelor magnetice este slaba
la finele aplicdrii campului magnetic exterior, magnetismul glo-
bal a cristalului revine la zero si ceea ce vine sa orienteze intr-o
masura este superparamagnetismul. Particulelor superparamag-
netice le este caracteristic acest fenomen.

Se pot distinge doua tipuri de interactiuni intre protonii de
apa si agentii de contrast:

« efectul mediului intern - o interactiune dependentd de cea
directa pe liniile de legaturd intre moleculele de apd si agentii
de contrast;

» efectul de susceptibilitate magneticd - interactiune
predominantd la particulele superparamagnetice.
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Ele au 0 magnetizare mare pentru a perturba campul magne-
tic si acrea local eterogenitati de cAmp. Rezulta un defazaj com-
plementar de molecule de apa, care difuzeaza eterogenitatile Tn
mediu - efectul mediului extern. Factorul determinant este po-
sibilitatea de interactiune intre moleculele de apa si particule -
functia de repartizare spatiala (dispersate si regrupate) in timpul
de contact intre ele, care depinde de timpul de Echo pentru o
secventa de Spin Echo si de posibilitatea de difuzie a apei in
sinul mediului.

AMI-227 (Sinerem®, Laboratorul Guerbet, Franta, Com-
bidex®, Advanced Magnetics, Cambridge, MA) este o particula
n curs de aplicare clinica Tn imageria ganglionilor limfatici
tumorali, ficatului si ca agent de contrastare vasculara.

Particulele se prezinta sub forma de pudra liofilizata care
dupa amestecare cu o solutie de ser fiziologic se obtine o solutie
bruna-neagra, izo-osmolora ca plasma. Solutia obtinuta contine
20 mg/ml un USPIO, 30 mg/ml dextran si 2,94 mg/ml citrat de
sodiu dehidratat cu concentratia sa de fier de 350 mM.

Particulele sunt constituite din monocristal magnetic, amestec
de magnetit si maghemit, asupra cdruia este absorbatd o
membrand de dextran. Diametrul cristalului este de 4-6 nm
(masurat prin difractia razelor X). Dimensiunile particulelor este
de 20 nm si diametrul sdu hidrodinamic de 31 nm. Relaxivitatile
r sir, sunt variabile in directia centrului de diluare, respectiv
2,3 x 104si 53 x 104mof's-1 (20 MHz, 39 °C) In 0,5 % agar.

Efectul agentului de contrast asupra

semnalului

Efectul agentilor de contrast asupra semnalului la fel si a
imaginii depinde de multipli factori:

1. concentratia agentului de contrast pentru o secventa Spin
Echo ecuatia semnalului este de forma:

Sl=p e THTA1-<r18f)
unde Sl - intensitatea semnalului.

Cand concentratia este slaba, scurtarea timpului de relaxare
TI este preponderenta si se obtine in rezultat majorarea semna-
lului (efectul T1).

Cand concentratia se majoreaza, scurtarea timpului de rela-
xare T2 devine preponderenta si se obtine o diminuare a semna-
lului (efectul T2). Tn secventele ponderate Tn T1, efectul Tl e
caracteristic pentru o gama larga de concentratie, in comparatie
cu secventele ponderate Tn T2.

2. parametrii secventelor utilizate si mai ales de Timpulm
Echo (TE) in Spin-Echo.

3. difuzia protonilor de apa.

4. intensitatea cAmpului magnetic extern.

5. repartitia spatiald a particulelor: regruparea particulelor
pentru sporirea perturbatiilor locale a campului magnetic.

Tahimoto a demonstrat acest efect cu ajutorul modelului de
bile. Particulele compartimentate n bile aveau un efect superior
particulelor libere Tn semnalul masurat in Echo Gradient.
Contrariu, pe secventele Fast Spin Echo (FSE) in timpul inter-
echo scurt, efectul era inferior restrictiilor facute Tn limitele
difuziei simultan spatiale (compartimentizarea) si temporale (TE
scurt).

USPIO si imageria tumorala

Aplicatiile principale ale USPIO se refera la imageria fica-
tului si ganglionilor limfatici. Imageria tumorald este o noua
directie de cercetare in aplicarea particulelor superparamagnetice
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lafaza 3 clinica. Mizele primordiale sunt detectia si caracteri-
zarea leziunilor tumorale, diagnosticul diferentiat dintre benig-
nitate si malignitate.

USPIO permite studierea:

- parametrilor de perfuzie tisulara, datorita demi-vietii
plasmatice lungi;

- parametrilor permeabilitétii capilare, difuziei interstitiale
si tintirii specifice ori non specifice a celulelor tumorale,
datorita dimensiunilor mici si caracterului discontinuu a
capilarilor tumorale.

Caracterizare vascularizarii tumorale a fost cercetatd experi-
mental pe animale mici fie prin extragerea parametrilor permea-
vasculare. Turtschek in special a calculat coeficientul de permea-
bilitate microvasculard (Kps), care a fost corelat cu gradul his-
tologic al tumorii mamar, dezvoltata la sobolan prin injectarea
intraperitoneala a carcinogenului.

Difuzia unui numar de particule Sinerem la om in sinul
ganglionilor tumorali a permis de a evidentia un hipersemnal in
secventele ponderate in T I. Acest hipersemnal a fost vizualizat
dupd 24 de ore dupa administrarea agentului de contrast si a
fost comparat cu semnalul ganglionilor sanatosi.

Prezenta substantei de contrast in interiorul vaselor si difu-
ziunea USPIO 1n interstitiul tumoral explicd hipersemnalul TI
observat la periferia leziunilor hepatice la 2 ore dupa injectare.
Acest hipersemnal este vizibil in 53 % cazuri de metastaze hepa-
tice si 75 % de carcinoame hepatocelulare.

Este deasemenea posibila studierea tintirii celulare non speci-
fice legate de captarea particulelor in celulele tumorale. Tn lucra-
rile experimentale recente pe animal, Moore si Bagdanov au
demonstrat ca celulele tumorale aveau o capacitate de capturare
de 10-50 de ori mai inferioara decét cea a macrofagilor si era
proportionala cu agresivitatea tumorii. Asta permite evaluarea
unei noi directii de cercetare, privind imageria de endocitoza
celulard prin particulele non specifice. in modelul experimental
laanimal, capturarea celulard tumorala se acompania cu un hiper-
semnal T1, la 12 ore dupa injectare. Localizarea precisa a parti-
culelor e posibila gratie anticorpilor antidextran marcati cu roda-
mina. Experienta initiala a ardtat c& 19 % din particule erau inter-
stitiale si 76,5 % intercelulare (celule tumorale - 49 %, macro-
fagi-21 %).

Tentativa de tintire celulard specificd cu ajutorul USPIO
consta Tn asocierea lor cu un ligant specific dirijat vers unui
receptor de membrand. Pana in prezent au fost facute o multime
de tentative de cuplare a anticorpilor. Limitele principale sunt
concentratia lor slaba intratumorala si specificitatea lor. Mai mult,
exista dificultati legate de cuplaj. Alta directie - utilizarea ligan-
zilor mai putin specifici, vizand receptorii supraexprimati prin
celulele tumorale. Kress a obtinut variatia de semnal de ordinea
40 % la nivelul tumorilor mamare la sobolani cu ajutorul particu-
lelor legate de tipul covalent de transferine contra 10 %, cand
erau utilizate ligandele non specifice.

Acest articol descrie aplicarea USPIO, in vederea prezentarii
agentilor de contrast prin studiul mecanismului de ridicarea a
nivelului semnalului in afectarea tumorala in IRM.

Anatomia si fiziologia nodulului limfatic

Nodului limfatic este o structura solitara inconjurata de o
capsula fibroasa. Un numar mare de vase aferente limfatice
traverseaza capsula si dreneazad sinusurile marginale. [5] Nodului
limfatic prezinta o stroma cu lanturi de trabecule. Parenchimul
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nodular se defineste prin regiunile corticala (paracortical si
folicular) si cea marginala. Substanta corticala este constituitd
din folicule limfatice, continand o suprafatd germinala cu B
limfocite, celule reticuloase si histiocite; si suprafata periferica
(paracortex) populata de T limfocite. Paracortexul este celular
dens si se extinde de la capsuld pand la jonctiunea cortico-
medulard. Drenarea limfatica fluida se efectueaza prin vasele
aferente, care se localizeaza n sinusurile subcapsulare ori
marginale. Vasele limfatice eferente circuld complex prin sistema
sinusurilor cortical si medular. Hilul nodulului limfatic poate fi
mult mai jos de suprafata nodulului, fiind traversat de vasele
limfatice eferente, artera ganglionara si venele respectiv la iesire
si intrare. Artera dd nastere la o retea microvasculara desfasuratd.

Focarele metastatice Tn special afecteaza sinusul subcapsu-
lar si regiunea sinusului medular.

Macrofagii ganglionari se afla Tn coardele medulare peste
tot (fig. 1).

Contrastarea nodulului limfatic in dependenta

de calea de injectare a USPIO

Contrastarea nodulululi limfatic este Tntr-o dependentd de
calea de administrare a agentului de contrast (tabelul 2).
Weissleder si Bengele au distins experimental procentul de
captare a dozei injectate Tn dependentd de calea de administrare
a substantei de contrast. [2, 4]

Cu negru n jurul nodulului limfatic

este reprezentata capsula fibroasa.

AL - vasul aferent limfatic

EF - vasul eferent limfatic

AR - artera ganglionara

VE - vena ganglionara

MS- sinusul medular

* - sinusul marginal

F - folicule cu germene central (foliculul limfatic)

Fig. 1
Structura normala a ganglionului limfatic.
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Tabelul 2.
Intraarterial
Tesutul Intravenos Subcutaneu (dupa injectarea
histaminei)
Ficat 11 +0,2 0,3 0,0 05+04
Splina 99 +12 0,7 £0,4 19,8 6,1
Rinichi 0,8 +0,1 0,6 £0,1 0,4 +01
Ganglionul
stang popliteu 8,3 0,3 302 £ 2,46 32,9+ 10
Ganglionul
drept popliteu 8,0 £0,2 0,32 +0,1 0,75+ 0,4
Alti
ganglioni 47,9 £ 5,6 85,4+ 76 141 +6,08

Acest studiu a aratat cad acumularea simetrica a USPIO in
nodului limfatic popliteu drept si stdng au fost prin administrarea
intravenoasa, prin injectarea subcutanee si intraarteriala se
evidentia o acumulare asimetrica a nodulului contralateral.

Acest studiu a aratat ca acumularea simetricd a USPIO n
nodului limfatic popliteu drept si stang au fost prin administrarea
intravenoasa, prin injectarea subcutanee si intraarterialda se
evidentia o acumulare asimetrica a nodulului contralateral.

In cazul injectarii substantei de contrast intraarterial dupd
administrarea histaminei se evidentiazd o majorare a permeabi-
litatii capilare si captarea substantei de contrast este mai semni-
ficativa relativ In cazul administrarii intravenoase.

Timpul optimal de studiu a ganglionilor limfatici e de 24-36
ore dupa injectare.
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Contrastarea nodulului limfatic

Contrastarea nodulului limfatic dupd administrarea intra-
venoasa a USPIO se efectueaza prin doua cai distinse, cum a
sugerat Weissleder in cercetarile sale:

¢ Prima cale este directd - trecerea substantei de contrast
prin venulele transcapilare Tn sinusul medular Tn interiorul
nodozitatii limfatice prin fagocitoza.

» A doua cale este transcitoza endoteliald non selectiva in
spatiul interstitial in tot corpul, prin raspandirea particulelor
USPIO in vasele limfatice drenante si transportul n ganglionii
limfatici regionali prin canalele vaselor limfatice aferente.

n cazul functiondrii normale atesutului limfatic, particulele
USPIO sunt captate prin macrofagi si produc o baza de intensitate
remarcabila (SI) prin efectul lor de predispunere magnetica si
efectul T2. Nodul limfatic apare omogen, si Tsi intesifica Sl in
postcontrast Tn comparatie cu precontrast.

Lucradrile recente permit de a utiliza USPIO 1n diagnosticul
diferentiat intre ganglionul limfatic benign si cel malign (tabelele
3si 4), permite de a diagnostica micrometastazele, ceea ce nu se
putea face pana in prezent. Acest studiu este la inceput de cale
si sunt la etapa 3 clinica de cercetare.

Afectarea tumorald a nodulilor limfatice la IRM apare in
forma de imagini heterogene de diferite dimensiuni, In depen-
denta de gradul de afectare de lamicrometastaze pana la afectarea
completa a lui. Se evidentiaza o crestere a Sl in T1 ponderent
postcontrast, care relateaza dispersia particulelor USPIO in
tesutul tumoral. Experienta clinica sugereaza aplicarea USPIO
in limfografia IRM, ameliorand sensitivitatea si specificitatea
metodei n detectia nodulilor metastatici.

Tabelul 3.
Autor Numarul Regiunea Doza Tesla Sensitivitatea Specificitatea
(referintd) pacientilor MgFe/kg (%) (%)
Anzai [1] un ENT 1,7 1,5T 95 84
Bellin [2] 30 Pelvis Retroperitoneum 1,7 0,5-1,5T 100 76
Harisinghani [7] 6 Pelvis 1,7 1,5T 89 50
Taupitz [8] 35 Gl. mamara 2,6 1-1,5T 64 94
Taupitz [9] 50 Pelvis 2,6 15T 82 94
Tabelul 4.
Agentul Dimensiuni, Organul Doza Modul Referinte
de contrast nm de injectare
AMI-121 300 Tractul gastro-intestinal 1,5-3,9 mmoM p.o [10]
Lumerim-Guebert Fe 400-600 ml
Gastromark-Magnetics
OMP 3.5 Tractul gastro-intestinal 0.5 g/l p.o [11][12, 13]
Abdoscan-Nycomed 400-600 ml
AMI-225 80-150 Ficat 15 pmol Fe/kg v [12, 13]
Endoderm-Guebert Splina
FeridexIV-Berlex Lab.
SHU 555A Ficat/splina 8 pmol Felkg Bolus [12, 14, 15]
Resovist-Shering 62 Perfuzie 4-16 pmol Fel/kg
MRA 10 pmol Felkg
AMI-227 20-40 Noduli limfatici 30-45 pmol Fe/kg v [16, 17, 18, 19]
Sinerem Guebert
Combidex-Ad. Magnetics 20-40 MRA 14-30 pmol Fe/kg
NC 100150 20 Perfuzie 7 pmol Felkg bolus [20, 21]
Clariscan-Nycomed MRA 50-100 pmol Fe/kg
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a - imagine precontrast SE T1 b - imagine postcontrast SE
ponderent a ganglionilor retro- T1 ponderent o majorare Sl
peritoneali, Sl egal cu m. Psoas in comparatie cu m. Psoas
Fig. 4.
Fig. 2. IRM - noduli limfatici afectati cu micrometastaze mici
Ganglioni retroperitoneali limfatici metastatici. $| m|J|oc||’ vizualizandu-se pe |mag|n||e preponderent

T2 ca niste neomogenitati (bara neagra este de 1 cm).

#3F M o

] a - imagine precontrast; b - imagine postcontrast
Fig. 3. in T1 ponderent SE.
IRM evidentiaza micrometastazeie nodulilor limfatici.
Depourile micrometastatice apar ca niste heterogenitati Tn Fig. 5.
imaginile efectuate in T2 ponderent (bara neagra este de 1 cm). IRM a zonei axilare.
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