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RESUMEN
Guillermo Elizondo Riojas Fecha de Graduacién: Marzo 2006

Universidad Autonoma de Nuevo Leon

Facultad de Medicina
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Prototipo de Agente de Contraste
Superparamagnético para las Imagenes
obtenidas con la Técnica de Resonancia
Magnética Nuclear

Namero de paginas: 153 Candidato para el grado de Doctor en
Ciencias con orientacion en Morfologia

Area de Estudio: Morfologia

Propésito y Método del Estudio: Las particulas de 6xido de hierro superparamagnético
(OHSP) tienen en teoria dos caracteristicas fisicas, i.e. su tamario y su profundo efecto en el
tiempo de relajacion T2, que las harian medios de contraste ideales para estudiar la patologia de
drganos que contienen células del Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM), y que pudieran ser
visualizadas por medio de las Imagenes por Resonancia Magnética. En el presente trabajo,
caracterizamos las particulas de OHSP desde el punto de vista quimico y fisico, realizamos
estudios preclinicos de eficacia, famacodinamia, metabolismo, y toxicologia, Se estudiaron en
animales de laboratorio los efectos in vitro en 1a espectroscopia de RM e in vivo en las IRM.
Posteriormente, se realizé una investigacién preclinica en animales con lesiones focales del
higado, y finalmente se realizd la investigacién en humanos sobre la utilidad del OHSP en la
deteccion de neoplasias primaria y metastasica del higado.

Conclusiones y Contribuciones: El secuestro de las particulas de OHSP en el SFM se
confirma por medio de microscopia de iuz y electronica. A pesar de la gran conceniracién de
hierro en el higado, no se encontrd evidencia de aiteracion de la funcion de organelos, ni de
peroxidacion lipidica mitocondrial o microsomal. Debido a que las particulas de OHSP son
fagocitadas por el SRE, la funcién hepatocelular no se ve afectada, y no se presenté la lesion
hepatica inducida por hierro, Se demostrd el acortamiento importante en el T2 en los drganos
que contienen SFM. En ios estudios preclinicos en animales, se demostré una diferencia
estadisticamente significativa en la capacidad de identificar lesiones focales y difusas del
higado. En los humanos, también se demostrd el efecto impoitante en el T2 de ios tejidos
normales y por lo {anto la diferenciacion con lesiones fgcales de érganes que contienen SFM.
Consideramos que estos estudios demuestran que el OHSP es un agente de contraste potencial
para el estudio de las patologias de los organos que contienen SFM, que a diferencia de los
contrastes intravenosos actuales, que no son selectivos, pueden ser utilizados para mejorar la
sensibilidad y especificidad de la IRM como método de imagen diagnéstica en las patologias
focales del higado.
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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes Historicos

La imagen por resonancia magnética (IRM) proporciona un excelenter
contraste de los tejidos blandos en imagenes simples, y originalmente parecia
que esto obviaria la necesidad de utilizar agentes de contraste para esta
modalidad de imagen. Sin embargo, la experiencia clinica inicial con las IRM
simples reveldé que en ciertas situaciones, la tomografia computada (TC) con
contraste era superior. Por ejemplo, en el sistema nervioso central, los
meningiomas desafortunadamente tenian unos tiempos de relajacion T1y T2
similares a los del cerebro normal, lo cual resultaba en un pobre contraste y
diferenciacion tisular, y por lo tanto menor deteccion de esta patologia con este
método, en comparacion con la TC contrastada. Las lesiones metastasicas
pequeiias con muy poco o nulo edema también escapaban a la deteccion en
las IRM simples. Ya que estos tumores usualmente producen disrupcion de la
barrera hematoencefalica en forma temprana en su evolucion, resulta facil su
visualizacion en la TC con contraste. El uso generalizado de los agentes de
contraste yodados en radiologié general y én TC resultaba en una mejor

certeza diagnéstica.



Por consiguiente, para mejorar la utilidad clinica de la resonancia
magnética en estas situaciones y en muchas otras, el desarrollo de los agentes
de contraste para las IRM se empezé practicamente desde el inicio de esta

tecnologia.

El primer trabajo in vitro de resonancia magnética nuclear (RMN) en
1946 por Bloch, Hansen, y Packard [1] reveld que el tiempo de relajacién
nuclear T1 de los protones de agua podia ser acortado por la adicion de
agentes paramagnéticos tales como los nitratos férricos. Solomon en 1955 [2],
describié el uso de los ibnes metdlicos de transicion en solucion para reducir
los tiempos de relajacién T1 de los ibnes de hidrégeno, por lo cual él desarrollé
una descripcion matematica que fue modificada en 1957 por Bloembergen [3].
El uso de agentes de coniraste paramagnéticas en animales experimentales
fue descrito por Lauterbur [4] y Mendoca-Diez [5]. El primer uso del agente de
contraste paramagnético parenteral en el hombre, Gadolinio-DTPA, ocurmié a
principios de los 80's. Desde entonces, multiples estudios clinicos y
experimentales con ese tipo de agentes de contraste han mostrado que es
seguro y que aumenta la sensibilidad y en algunas ocasiones la especificidad

de lesiones, principalmente en el sistema nervioso central.

La habilidad de! hierro para causar alteraciones profundas en la
intensidad de la senal de resonancia magnética ha sido ampliamente
reconocida [6]. Por ejemplo, se conocen artefactos importantes en la imagen

que resultan de la presencia de cantidades muy pequefias de Oxido



ferromagnético dentro de varios implantes metalicos [7]. En la hemocromatosis,
el hierro paramagnético causa una pérdida importante de la sefial en los tejidos
sobrecargados con hierro tales como el higado, el bazo y el pancreas [8, 9]. Se
han formulado numerosos agentes de contraste para resonancia magnética
conteniendo hierro paramagnético con la finalidad de alterar la intensidad de la

sefal del sistema gastrointestinal, renal y hepatobiliar [10, 11, 12].

Las femitas son Oxidos de hierro cristalinos cuyas propiedades
magnéticas fueron reconocidas por su importancia comercial desde 1933 [13].
Las ferritas tienen la formula general de Fe*® ;0; M*20, donde M es un metal
divalente como el manganeso, niquel, hierro, cobalto 0 magnesio. La magnetita

es la ferrita de origen natural cuyo i6n metalico (M) es el hierro ferroso (Fe*?).

Los cristales de magnetita también son manufacturados comercialmente
y pueden ser cubiertos con una variedad de sustancias hidrofilicas, las cuales
permiten la formulacién acuosa de las particulas con un rango de tamafio

preestablecido [14].

Las propiedades magnéticas de las femitas se describen como
superparamagnéticas, lo cual se refiere a unos momentos magnéticos
extremadamente largos, que se adquieren en la presencia de campos
magnéticos extemos [13]. Esta propiedad de las ferritas ha sido explotada en la
cromatografia por afinidad magnética, donde las biomoléculas unidas a

magnetita pueden ser faciimente extraidas de una solucién simplemente



colocando la mezcla en un campo magnético [14]. Debido a que se conoce que
los tiempos de relajacion de los protones son alterados en la presencia de
momentos magnéticos locales inducidos, se ha propuesto recientemente que
las particulas de ferrita pueden utilizarse para la manipulacién farmacéutica de

la intensidad de la sefial de resonancia magnética [15, 16, 17].

Emprendimos el presente estudio para determinar el potencial de las
particulas de ferrita como agente de contraste de resonancia magnética. La
magnetita, como una particula de ferrita prototipo, se administré
intravenosamente a animales de laboratorio para espectroscopia de resonancia
magnética in vitro y para analizar las alteraciones en los tiempos de relajacion
tisulares y los cambios en la intensidad de la sefial en la imagen por resonancia

magnetica in vivo.



1.2 Factibilidad de que el oxido de hierro superparamagnético pueda ser
utilizado como agente de contraste para IRM

Los agentes de contraste en resonancia magnética aumentan la
velocidad de los tiempos de relajaciéon y por consiguiente alteran la intensidad
de la sefial en las imagenes de resonancia magnética. Esta capacidad es
fuertemente dependiente de la magnitud de los momentos magnéticos que
esos materiales adquieren (susceptibilidad magnética, expresada en unidades
electromagnéticas (UEM)/gramo) cuando se aplica un campo magnético
externo. Por ejemplo, los materiales diamagnéticos, tales como e! potasio o el
hierro ferroso en su estado S=0, no alteran significativamente la intensidad
debido a que su magnetizacién inducida es insignificante ain en presencia de
campos magnéticos exiremadamente grandes. En comparacion, los materiales
paramagnéticos, tales como el hierro férrico, tienen una susceptibilidad
magnética mucho mayor, y se sabe gue alteran la intensidad de la sefal de

resonancia magnética eficientemente (3, 4).

Con los compuestos paramagnéticos, el incremento de la sefal de los
tejidos usualmente ocurre debido al efecto de acortamiento del T1 que es
causad por la interaccidon dipolo-dipolo entre los protones y los iones

paramagnéticos (2).

Los momentos magnéticos adquiridos por los materiales ferromagnéticos

y superparamagnéticos son extremadamente grandes, ain en campos

10



magnéticos débiles. Esta sensibilidad Unica a los campos magnéticos es el
resultado de su matriz cristalina, la cual facilita el alineamiento de los espines
hacia el campo magnético aplicado. De hecho, este alineamiento es tan
eficiente que alin a campos magnéticos bajos, todos los espines pueden ser
reclutados, y no se obtiene una ganancia en la magnetizacioén al aumentar la
fuerza o la magnitud del campo magnético aplicado (3). Los materiales
superparamagnéticos difieren de las sustancias ferromagnéticas debido a que,
semejantes a los materiales diamagnéticos y paramagnéticos, ellos no refienen
ninguna magnetizacion una vez que el campo magnético externo es removido.
En contraste, una vez magnetizados, los materiales ferromagnéticos muestran
una remanencia (ie, permanecen parcialmente magnetizados ain en la
ausencia del campo magnético aplicado) y son por lo tanto utilizados para la
fabricacion de magnetos permanentes y materiales magnéticos para grabacion

(cintas, disquetes, etc.) (18, 19).

En los tejidos, los momentos magnéticos grandes asociados con las
particulas de hierro superparamagnéticos se cree que resultan de las
inhomogeneidades locales del campo magnético. La difusion de agua a través
de estas distorsiones en el campo local produce un desfasamiento rapido de
los protones, lo cual resulta en un acortamiento del T2 (20). Presumiblemente,
el desfasamiento de los protones (efecto T2*) es tan rapido que ain el
reenfasamiento del pulso de 180° no puede recuperar la pérdida de la sefial.
Recientemente, se ha observado un incremento idéntico en la relajacion del T2

y en la pérdida de la senal de las secuencias de pulso dependientes de T2 a

11



causa de los depdsitos de hierro férrico en los ganglios basales de individuos
normales. La razon para el pequefio cambio en la relajacion de T1 no es bien
entendida. Puede ser posible, sin embargo, que los grandes cristales de ferita
no posean una frecuencia de resonancia que se sincronice con la de los
protones, y por consiguiente, el incremento en la relajacion en la direccion

longitudinal no ocurre (no hay acortamiento del T1) (19).

En los estudios piloto en animales, los cambios inducidos por la ferrita en
los tiempos de relajacion y la intensidad de la sefial se vieron Unicamente en el
higado, bazo y médula ésea, tejidos que tienen una cantidad significativa de
células fagocitico mononucleares. Las células del sistema fagocitico
mononuclear tienen una funcion de fagaocitosis, la cual efectivamente remueve

materiales particulados de la circulacién (20).

Ya que las particulas de ferrita (80nm) son mas pequefas que los
eritrocitos (los cuales son de aproximadamente 5-7 ym), ellas pasan facilmente
los capilares pulmonares, por lo tanto evitando la toxicidad respiratoria aguda, y

son rapidamente secuestrados por el sistema fagocitico mononuclear (21).

El sistema fagocitico mononuclear es particularmente susceptible para
ser marcado por agentes de contraste debido a que las células constituyentes
del mismo son altamente resistentes a las lesiones, y las técnicas de imagen
que usan agentes de contraste especificos para el sistema fagocitico

mononuclear son bien conocidas por los radidlogos. Ya que los tejidos

12



patologicos tales como los nédulos neoplasicos no poseen células fagocitico
mononucleares y por consiguiente no pueden atrapar matenales particulados
pequeiios, las ferritas podrian servir para aumentar el contraste de las lesiones
focales que se originan en el higado, bazo o médula 6sea por medio de

imagenes de resonancia magneética (21).

Las secuencias de pulso que enfatizan el contraste dependiente de T2
(TR largo-TE largo) son las 6ptimas para la imagen por resonancia magnética
con ferrita debido a la disminucion de la seiial de los tejidos normales que es de
hecho mas baja que la intensidad de la sefial de los tejidos patolégicos (ej.,
metastasis hepatica). Los resultados preliminares muestran que estos
beneficios pueden ser obtenidos con dosis extremadamente pequefias de

particulas de ferrita (22).

Una ventaja importante de las particulas de ferrita es su efecto
monofasico en la intensidad de la sefial de los tejidos. Dosis progresivamente
mayores de ferrita pueden unicamente reducir la intensidad de la sefial hasta el
nivel del “ruido” de fondo, y por Ig tanto no se puede obtener mayor disminucién
en la intensidad de la sefal. Esta propiedad es mas simple y mas facimente
predecible que el efecto bifasico que los agentes de contraste paramagnéticos,
tales como el gadolinio DTPA, tienen sobre la intensidad de la senal de los
tejidos (23). Con tales compuestos paramagnéticos, el incremento en la sefal
ocurre a bajas dosis en donde predomina el efecto de T1. Sin embargo, a dosis

altas (0 quizd debido a consecuencias de hiperconcentracién, como en la

13



meédula renal) los efectos de T2 pueden predominar y de hecho disminuir Ia

intensidad de la senal (24).

Debido a la presencia natural en los tejidos vivientes, el hierro es un
candidato ideal para la manipulacién de la intensidad de la sefial por
resonancia magnética. De hecho, la magnetita ferrita es particularmente 6ptima
debido a que el 6xido de hierro ha sido aislado en ciertos pajaros, peces y
bacterias donde su interaccién con los campos magnéticos de la tierra se ha
encontrado que juegan un papel critico en su navegacion, por ejemplo [18]. Los
resultados preliminares sugieren que las particulas de ferrita pueden también
jugar un papel importante en {a manipulacién farmacéutica de |a intensidad de
la sefial de resonancia magnética para estudiar el higado, bazo, médula 6sea y

ganglios linfaticos (23).

Las particulas de femita tienen un efecto extremadamente poderoso en
la relajacion de los protones, y esto es facilmente comprobable, ya que ain con
una pequena dosis, localizada en una porcidn muy pequefa (aproximadamente
2%) del volumen celular hepatico (i.e. células de Kupffer), influencia la

intensidad de la seial de todo el higado (25).
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1.3 Hipétesis

El oxido de hierro superparamagnético (OHSP) es un material
particulado, con profundos efectos sobre el T2, que podria ser utilizado como
agente de contraste especifico para el Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM),

y observar su efecto en las Imagenes por Resonancia Magnética (IRM).

1.4 Importancia y Justificacion

Si el OHSP es fagocitado por el SFM, su efecto podria ser visto por IRM

en 6rganos como el higado, bazo, médula 6sea, y ganglios linfaticos.

Las patologias especifica de estos organos, como neoplasias o
metastasis, al no contener SFM, no cambiaran su T2, i.e. la intensidad de su

sefal, y podrian ser detectadas por medio de las IRM.

1.5 Objetivo General

Evaluar el OHSP para ser utilizado como agente de contraste

superparamagnético especifico para las IRM.

15



1.6 Objetivos Especificos

Investigar los efectos in vitro sobre el T2 por medio de espectroscopia de
RMN, e in vivo sobre la intensidad de la sefial por medio de la IRM.

Estudiar los efectos del OHSP en modelos experimentales de lesiones
focales de! higado.

Llevar al cabo estudios clinicos para demostrar la utilidad del OHSP

como agente de contraste T2 especifico para el SFM hepatico.

16



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Oxido de Hierro Superparamagnético

2.1.1 Farmacodinamia y Toxicidad

2.1.1.1 Oxido de Hierro

El éxido de hierro superparamagnético (AMI-25), preparado por la
modificacion del método de Whitehead et. al [26] fue sintetizado por Advanced
Magnetics, Inc., Cambridge, MA. El material se proporciond como un coloide
acuoso estable con una concentracion de 200 pmoles de Fe/ml. {(11.2 mg.
Fe/ml.). El diametro volumétrico medio de las particulas fue de 80 nm medido
por la dispersién de luz laser (Brookhaven Bl-90 medidor de particulas,
Brookhaven, N.Y.). La relajacion de esta preparacion fue de 3 x10* seg ' M™
para 1/T1 y 1 x 10° seg’ M' para 1/T2 en agua (20 MHz, 37°C). Las

propiedades magnéticas de la preparacion han sido reportadas previamente

[27]-

El AMI-25 radioactivo fue sintetizado al incorporar * Fe dentro de la
porcién central del 6xido de hierro superparamagnético. La actividad especifica
fue de 8,460 pCi/pmol (313,020 kBg/pmol) de Fe al momento de la calibracion.
Las particulas radiomarcadas fueron mezcladas con las particulas no marcadas

para dar una actividad especifica de 36 pCi/pmol (1332 kBg/pmol) de Fe. Los

17



estudios farmacocinéticos fueron llevados al cabo a una dosis de 18 pmol de
Fe/kg (equivalente a 1 mg de Fe/kg), similar a la dosis proporcionada para los

estudios clinicos ulteriores de resonancia magnética de 20 ymol Fe/kg. [28].

2.1.1.2 Animales

Ratas Sprague Dawley (Charles River Laboratories, Wilmington, MA.)
fueron anestesiadas via intraperitoneal de 30-50 mg/kg de pentobarbital sédico.
55 ratas Sprague Dawley macho (300-350 grs) fueron utilizadas para los
estudios de radio trazadores (4 para estudios de eliminacion corporal total, 48
para la biodistribucién de érganos, y 3 para la incorporacion a los eritrocitos), 39
para las mediciones de tiempo de relajacidn, y 7 para histologia. Los estudios
toxicolégicos fueron lievados al cabo en 32 ratas Sprague Dawley machos y 32

hembras.

La deficiencia de hierro fue producida al alimentar 30 ratas Sprague
Dawley (50-70 grs) (Zivic-Miller Allison Park, PA) con una dieta deficiente de
hierro (low iron diet, ICN Nutritional Bioquemical, Cleveland, OH.). Ocho
animales controles recibieron una dieta estandar (Purina Rat chow, Ralston
Purina, St. Louis, MO.). Los animales fueron conservados en cajas de

polietileno can tapas de acero inoxidable.
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Un total de 30 perros Beagle (15 machos, 15 hembras de 4 meses de
edad) se utilizaron para los estudios de toxicologia (Hazleton Research

Animals, Cumberland, VA).

2.1.1.3 Estudios con radiotrazadores de *Fe

La biodistribucién en los 6rganos fue determinada al inyectar » Fe-AMI-
25 a una dosis de 18 pmol de Fe/kg. (2 pCi’kg. (64 kBg/kg)). Los animales
fueron sacrificados antes de la inyeccion y varios intervalos después de la
inyeccién (7.5, 15 y 30 minutos; 1,2, 4,8y 16 hrs.; y 2, 4, 7, 14, 36, 60 y 90
dias; 3 animales en cada punto). Los érganos obtenidos para estudio fueron
higado, bazo, sangre, pulmén, rifién, y cerebro, y la radioactividad fue medida
junto con los estandares de *® Fe. La radioactividad fue corregida para cada
punto de tiempo para el decaimiento de * Fe, y los resultados se expresan
como ¢l porcentaje de la dosis inyectada por 6rgano o gramo de tejido. Los

valores fueron expresados como la media & la desviacion estandar.

La incorporacion a las células rojas del 6xido de hierro fue determinada
después de la administracién intravenosa de * Fe-AMI-25 (18 pmol Fe/kg.) en
3 ratas. Se obtuvieron multiples muestreos seriados de 0.2 ml de sangre
después de 1, 2, 4, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 y 56 dias. Después de que las
muestras de sangre fueron centrifugadas y lavadas, se contaron 0.05 ml de

eritrocitos. Al dia 21, el volumen sanguineo total fue determinado por la técnica
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de dilucién del radioisétopo >'Cr. El volumen de células rojas fue calculado

como el volumen sanguineo total multiplicado por el hematocrito.

Los estudios de eliminacion corporal total se realizaron en cuatro ratas,

que fueron inyectadas con % Fe-AMI-25 a 18 pmol Felkg. (2 pCikg (64

kBa/kg)).

Las cuentas para cada rata se obtuvieron inmediatamente en una
camara de conteo (Tobor Nuclear Chicago, Il.), y entonces las ratas fueron
colocadas en una caja metabélica. El conteo seriado fue llevado al cabo por
dos horas, y a 2, 4, 7, 14 y 28 dias. Las muestras separadas de heces y orina y

la muestra estandar de > Fe fueron contadas a puntos idénticos en el tiempo.

2.1.1.4 Estudios de Deficiencia de Hierro

Las ratas pequenas fueron divididas en cuatro grupos de cinco animales
cada uno. El Grupo | recibié una dieta estandar (control normal), y los Grupos Il
al IV recibieron dietas de deficiencia de hierro. Después de cuatro semanas, las
ratas en el Grupo | (control normal) y Grupo |l (deficiencia de hierro) fueron
sacrificadas para confirmar la presencia de deficiencia de hierro. Los animales
en el Grupo Il recibieron una inyeccién Gnica intravenosa de hierro dextran
como un control positivo {Imferén, Merrel Dow Pharmaceuticals; 30 mg Fe/kg),

y el Grupo IV recibi® una inyeccidbn (nica de éxido de hierro
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superparamagnético (AMI-25; 537 pmol Fe/kg correspondiendo a 30 mg
Fe/kg.). A los dias 1, 3, 5, y 7 después de la administracién de imferon y AMI-
25, las ratas del Grupo lil y del Grupo |V fueron sacrificadas por exanguinacion
via puncion cardiaca. El hematocrito [29], la hemoglobina [29], el hierro sérico
[30], y la capacidad total de unién del hierro [31], fueron determinados usando
métodos estandar. Las concentraciones de hierro del higado fueron

determinadas utilizando el método quimico de Torrance y Bothwell [32].

Para evaluar el efecto de dosis en aliviar la anemia, llevamos al cabo un
estudio separado. Se administraron a ratas anémicas varias dosis de AMI-25
(18, 89, 179, 357, Y 356 pmol Fe/kg comrespondiendo a 1, 5, 10, 20 y 30 mg de
Felkg (N=3 para cada dosis). En este grupo de animales, Unicamente el
hematocrito y las concentraciones hepaticas de hierro fueron determinadas 7

dias después de la administracién.

2.1.1.5 Medicion de los Tiempos de Relajacion

Los tiempos de relajacion _del higado, bazo, pulmoén, rifidn, y misculo
fueron determinados para medir el efecto de AMI-25 en cada tejido. EI AMI-25
fue inyectado a una dosis de 18 ymol Fe/kg en grupos (N=3) de animales
sacrificandolos a los 7.5, 15, 30, 60, 120 y 240 minutos yal 1,2, 4,7, 14,28 y
91 dias después de la inyeccion. Los animales fueron sacrificados por

exanguinacion, y los 6rganos fueron removidos inmediatamente. Los tiempos

21



de relajacion fueron medidos a 37°C en un lapso de una hora después del
sacrificio. Los valores de T2 fueron obtenidos usando un espectrémetro de
Resonancia Magnética Nuclear (PC20 Minispech IBM) operando a 0.47T
correspondiendo a una frecuencia de resonancia de 20 MHz. Después de la
calibracion, el T2 fue obtenido del andlisis de 10 puntos de datos generados
con la secuencia de pulso de Carr-Purcell-Meiboom-Gill. Los valores de T2

fueron graficados como los valores reciprocos (1/T2)/tiempo.

2.1.1.6 Estudios Patoldgicos

El examen histologico del higado fue llevado al cabo para documentar la
desaparicion del hierro teiible después de la administracién de AMI-25. Las
revisiones histolégicas fueron llevadas al cabo antes, alas 3 hrs.,yalos 1, 2, 9,
16, y 30 dias después de Ié administracion de AMI-25 (18 pmol Fe/kg; 1 mg
Fe/kg). Las muestras de los higados fueron fijadas en 10% de formalina,
embebidas en parafina y tefiidas con una tincién para hierro con el azul de
Prusia de Perls. En este método histoquimico, el hierro férrico es disuelto de los
complejos orgéanicos (hemosiderina, ferritina, hierro dextran, AMI-25, etc.) por el
acido clorhidrico, y entonces reacciona con el ferrocianuro de potasio
(KsFe(Cn)s) para formar el precipitado azul, el ferrocianuro férrico
(Fes(Fe(Cn)s)s) [33]. Las secciones tefiidas con azul de Prusia fueron
codificadas al azar y posteriormente evaluadas para su contenido de hierro por

un patélogo.
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2.1.1.7 Toxicidad

Los estudios de toxicidad aguda fueron llevados al cabo en 18 ratas y en
12 perros Beagle. Los animales fueron inyectados con 500 pmol Fe/kg (28 mg
Fe/kg) o 3000 pmol Fe/kg (168 mg Fe'kg de AMI-25). Los animales controles
fueron manejados e inyectados en una manera similar pero no recibieron AMI-
25. Los animales fueron observados por 14 dias, sacrificados, y se les realizd

autopsia.

Los estudios de toxicidad subaguda fueron llevados al cabo en 60 ratas
y en 18 perros Beagle. Sobre un periodo de 3 semanas cada animal recibi6 un
total de 9 inyecciones ya sea con 0.50 pmol Fe/kg (2.8 mg Fefkg), 0 250 pmol
Felkg (14 mg Fel/kg) de AMI-25 por inyeccion. Todos los animales fueron
revisados 2 veces al dia para mortalidad y morbilidad, y se realizé un examen
fisico detallado antes del inicio del experimento y semanalmente
posteriormente. Se examinaron muestras de sangre (hematocrito, hemoglobina,
conteo de eritrocitos, conteo de leucocitos, diferencial, y plaquetas), suero (Na,
K, Cl, Ca, albimina, globulina, fosfatasa alcalina, bilirrubina, nitrégeno de la
urea, glucosa, deshidrogenasa lactica, aminotransferasa de aspartato,
aminotransferasa de alanina, colesterol y hierro sérico) y de orina, antes del
estudio y en el ditimo dia de éste. Después de 3 semanas los animales fueron
sacrificados y autopsiados. El examen macroscopico fue llevado al cabo en 41
muestras de tejido. La histologia se realizd en los siguientes tejidos: higado,

bazo, pulmén, médula ésea, ganglios linfaticos, rifion, cerebro, médula espinal,
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corazén, aorta, glandulas, testiculos, ovarios, utero, intestino, pancreas, vejiga,

musculo, y en el sitio de la inyeccion.

La mutagenicidad fue estudiada por el ensayo de mutacién de la reversa
microsomal de la salmonella de Ames, la cual mide la mutacién que condiciona
un regreso a la dependencia a la histidina en los mutantes de salmonella
typhimurium [34]. Esta prueba es ampliamente utilizada y ha sido desarrollada
para probar productos quimicos en su capacidad para interactuar con el DNA o

la mutagenicidad [35].

Se utilizaron cinco diferentes cepas de salmonella (TA-1535, TA-1537,
TA-1538, TA-90 y TA-100) (B. Ames, University of California at Berkeley,
Berkeley, CA) y fueron almacenadas como cultivos congelados. Diferentes
dosis de 6xido de hierro, con una concentracion desde 0.143 a 214 pmol
Fe/platina (0.008 a 12 mg Fe/platina) de AMI-25, fueron incubadas con colonias
(10g bacterias) a 37°C por dos dias. Posteriormente, se cuantificé el nimero de

colonias por platina.
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2.1.2 Estudios Especificos de Toxicidad Hepéatica

2.1.2.1 Animales y Dietas

Ratas macho (150-300 gr) de la cepa Sprague-Dawley fueron
conservadas en un bioterio en cajas de polietleno con tapas de acero
inoxidable. Se les permitié a las ratas el libre acceso al alimento (alimento para

rata de Purina) y agua.

2.1.2.2 Particulas de ferrita

Las particulas de ferrita (4125; Advanced Magnetics Inc.) usadas en
estos experimentos fueron Fe;O4 (Magnetita) con un tamafio promedio entre
0.5 a 1 micra en didametro (incluyendo la cubierta de polimero). La particula de

polimero magnetita es 60% de hierro por peso.

2.1.2.3 Toxicidad Aguda

Para los estudios de toxicidad aguda, las ratas (N=9) fueron inyectadas
intravenosamente (6 ml en dosis divididas sobre un periodo de 24 horas en la
vena de la cola) con una suspension de particulas de ferrita, recibiendo un total
de 250 mg Fe/kg. (10 mg Fe/ml). Las ratas control (N=10) recibieron un

volumen equivalente de solucion salina. Las ratas experimentales y los
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controles fueron manejados idénticamente. 48 horas después de la inyeccién
de ferita, las ratas fueron sacrificadas por exanguinacién via una puncion
cardiaca bajo el efecto de ligera anestesia con éter. Un grupo de las ratas
inyectadas con ferrita (N=4), y sus controles respectivos {(N=5), fueron usados
para estudios de peroxidacion lipida mitocondrial y metabolismo oxidativo
mitocondrial (ver abajo). Las restantes ratas inyectadas con ferrita (N=5) y sus
respectivos controles (N=5) fueron usados para estudios de peroxidacion lipida

microsomal y varios parametros de funcién microsomal (ver abajo).

2.1.2.4 Toxicidad Cronica

Para los estudios de toxicidad cronica, las ratas (N=8) (peso medio:163
grs.) fueron inyectadas infravenosamente (a través de la vena de la cola) con
una inyeccion tnica de 0.5 ml de la suspension de particulas de ferrita (10 mg
Fe/ml), recibiendo 30 mg Fe/kg. Las ratas usadas como controles no fueron
tratadas pero fueron aproximadamente de la misma edad y peso al tiempo del
sacrificio. Las ratas experimentales y de control fueron manejadas en forma
idéntica. Un grupo de las ratas inyectadas con ferrita (N=4) y sus respectivos
controles (N=4) fueron sacrificados (como se describié arriba) 10 semanas
después de la inyeccion. Estas ratas fueron usadas para estudios de
peroxidaciéon lipida mitocondrial y metabolismo oxidativo mitocondrial (ver
abajo). El resto de las ratas inyectadas con ferrita (N=4) y sus controles

respectivos (N=4) fueron sacrificados 11 semanas después de la inyeccion y
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fueron usadas para estudios de peroxidacion lipida microsomal y varios

parametros de la funcién microsomal (ver abajo).

2.1.2.5 Estudios Bioguimicos

La evidencia de la peroxidacién lipida mitocondrial y microsomal fue
determinada por ensayos de dienes de lipidos conjugados como se ha descrito

previamente [36].

La peroxidacion lipida fue cuantificada por la diferencia en la absorcion a
230 Nm-Mg del lipido extraido de las fracciones de los organelos entre las ratas
experimentales y los controles, debido a la formacién de dienes de lipidos
conjugados. La funcién mitocondrial hepética fue evaluada al estudiar el
metabolismo oxidativo (estado 3 y estado 4 de los ritmos respiratorios, relacion
del control respiratorio y relaciones de adenosina difosfato entre oxigeno) con
glutamato y succinato como substratos [37]. La funcidbn microsomal hepatica
fue evaluada por fa medicién de la concentracion de citocromo P 450 y de la
demetilasa de aminopirina y la actividad de la glucosa 6 fosfatasa con métodos
que han sido descritos previamente. Estos estudios bioquimicos fueron
elegidos debido a que se ha probado que son indicadores sensitivos de la
disfuncion de los organelos hepatocelulares asociados con sobrecarga de

hierro [36-38].

27



Las concentraciones de hierro no unidas a Hem fueron medidas en
muestras de higado, bazo, rifidon y tejido pulmonar por el método de Torrance y
Bothwell [32]. Los resultados son expresados como microgramos de Fe por
gramo de tejido (peso homedo). Las concentraciones de
alaninaminotransferasa plasmatica fueron medidas de acuerdo al método de
Henry y cols. [39] en ratas tanto de los experimentos a corto como a largo

plazo.

2.1.2.6 Microscopia de Luz

Los bloques de tejido se fijaron en formalina al 10%, deshidratados con
series graduales de alcohol etilico, y posteriormente embebidos en parafina. Se
prepararon secciones de 5pm y se tifieron con hematoxilina y eosina, Se utilizo
la tincion de azul de Prusia de Perls para hierro trivalente para evaluar el

contenido de hierro.
2.1.2.7 Microscopia de Electronica

Se fijaron fragmentos de higado de 1 mm° (tomados de una rata 24
horas después de la administraci(f?n de 4 mg de Fe/kg de ferrita) con 1.25% de
gluteraldeido y 1% de paraformaldeido en una solucién buffer de 0.1 mol/L de
cocadilato sédico a un pH de 7.4 con 0.05% de CaCl, por una hora, postfijado
con 1% de tetraéxido de osmium en buffer por 1 hora. Las muestras fueron
tefiidas en bloque con acetato de uranil por una hora, deshidratadas con series

graduadas de etanoles, infiltradas con éxido de propileno y una resina epoxica
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Poly-Bed 812/Araldita, y curada por 48 horas a 60°C. Se cortaron secciones de
1 pm usando un ultramicrotomo LKB Ill y tefiidas con azul de toluidina al 1%.
Las secciones fueron cortadas aproximadamente a 70 nm, tefiidas con acetato
de uranil y citrato de plomo, y examinada con un microscopio electronico de

transmision Philips 410 a un voltaje de aceleraciéon de 80 kV.

2.1.2.8 Estudios Serolégicos

Un tercer grupo de experimentos se llevo al cabo en el cual tres grupos
de ratas (N=5, cada grupo) recibieron una inyeccion Unica intravenosa de
particulas de femita (4 mg de Fe/kg, por la vena de la cola). La sangre fue
obtenida antes de la inyeccion de las particulas de la ferrita y a los dias 1 y 7
(Grupo 1), dias 4 y 12 (Grupo 2), y dias 7 y 25 (Grupo 3). Las muestras de
suero fueron analizadas usando un analizador Technicon SMA 20 y fueron
evaluadas para las concentraciones de sodio, potasio, cloro, CO,, calcio,
fésforo inorganico, hierro, glucosa, nitrogeno de la urea, creatinina, acido urico,
colesterol, friglicéridos, proteinas totales, albumina, bilirrubina total, fosfatasa
alcalina, alaninaminotransferasa, asparato de aminotransferasa y

deshidrogenasa lactica.

2.1.2.9 Métodos Estadisticos

Los resuitados son presentados como la media + una desviacién o un
error estandar de la media. La significancia de las diferencias fue evaluada al

usar la prueba de T de Student comparando las medias de los grupos.
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2.2 Evaluacion Experimental de la Utilidad del Oxido de Hierro
Superparamagneético en la deteccion de lesiones Focales Hepaticas

2.2.1 Particulas de Ferrita

Los cristales de ferrita superparamagnéticos (Fe*,0s.Fe*?0) de 100-200
A en tamafio, fueron cubiertos ya sea con un material hidrofilico para producir
particulas de 0.2-1.0 ym {Advanced Magnetics, Cambridge, Massachusetts) o
particulas de albOmina de 2-5 ym (Molecular Biosystems, San Diego). El
recubrimiento previene la agregacion de los cristales y permite un control
sintético del tamafio de las particulas, asi como de la formulacion de la
suspensidn acuosa que permite ser utilizada para inyeccion intravenosa. Las

caracteristicas fisicas de estas particulas han sido descritas anteriormente.

Las particulas de ferrita fueron inyectadas dentro de la vena de la cola
de las ratas en un bolo de 1 ml. Ya que [as particulas tienden a sedimentarse
en la solucion, fueron suspendidas inmediatamente antes de la inyeccion por
una agitacion vigorosa. Para los estudios in vitro de ratas, utilizamos una dosis
de 50 pymoles de Fe/kg, que es 'Ia dosis efectiva (DE 50) reportada para los
agentes de contraste. La DE 50 se define como la dosis del agente de

contraste de RM que reduce el tiempo de relajacion T1 o T2 en un 50% [40].

Ya que la intensidad de la sefal en las imagenes de resonancia

magnética en vivo es aun mas sensible a la dosis administrada, las imagenes
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de resonancia magnética se realizaron con una dosis de 20 ymoles de Fe/kg en

las ratas y en el conejo y de 10 ym/kg en los experimentos en monos.

Inicialmente, empleamos un modelo de rata de cancer hepatico en el
cual nédulos de tumor intrahepatico fueron producidos por una implantacién
quinirgica de un trocar con células de adenocarcinoma mamario de rata (R
3230 AC, Tumor Bank of the National Cancer Institute and EG&G Mason
Research Institute, Worcester, MA.) en ratas Fisher 344 adultas femeninas

(Charles River Riders, Wilmington, MA.) [41].

Esta linea tumoral es un modelo de ilaboratorio ideal, ya que el
adenocarcinoma es la variedad histolégica mas comiin de metastasis hepaticas
(e€j. colon, pancreas, mama) y debido a que las masas tumorales crecen como
nédulos solitarios completamente dentro del higado y no metastatizan local o
distalmente. La caracterizacion in vitro del crecimiento tumoral y los tiempos de
relajacién se han realizado en mas de 100 ratas. Los nédulos tumorales se
originan en mas del 90% de las ratas que reciben los implantes y crecen a un
ritmo uniforme. Las ratas fueron sacrificadas a los 7, 14, 21 y 28 dias después
de la implantacién y tenian nédulos que eran de 0.5, 0.5-1.0, 1.0-1.5, y mayores

de 2 cms en tamaiio, respectivamente.

Unicamente las masas tumorales mayores de 2 cms. mostraron una
varniacion considerable en sus tiempos de relajacion T1 y T2 debido al

desarrollo de necrosis central. Por consiguiente, nuestros experimentos se
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condujeron 14 dias después de la implantacion tumoral, cuando los nédulos
tumorales fueron de aproximadamente 0.5-1.0 cm. y no habian desarrollado

liquefaccion necrética central.

Para los experimentos con las especies de un orden mayor, utilizamos
conejos blancos de Nueva Zelanda de 1 Kg, 21 dias después de una
implantacion intrahepatica similar del carcinoma VX2, y monos Cynomologous
de 2 a 3 Kg, 17 dias después de la implantacion intrahepatica de células de

fibrosarcoma.

2.2.2 Espectroscopia por Resonancia Magnética

La determinacién espectroscopica por resonancia magnética de los
tiempos de relajacion tisulares se realizd en un Multiespec PC-20 (IBM,
Danbury, Connecticut). Esta magneto permanente opera con una fuerza de
campo magnético de 0.47T (20 MHz). El T1 fue medido por un calculo no lineal
de los ultimos cuadradds de 8 puntos de datos, generado con una secuencia
de pulso de recuperacion de la inversion (RI) estandar. El T2 fue determinado
por 10 puntos de datos, generados con una secuencia de Carr-Purcell-
Meiboon-Gill. Todos los valores representan un promedio de 3 medidas

consecutivas.

Los rangos normales de tiempos de relajacion de T1 y T2 para el higado

y los tumores fueron determinados en 6 ratas controles que no recibieron
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ferrita. Después de la administracién intravenosa de S50pmol. Fe/Kg., los
tiempos de relajacién del higado y del tumor fueron medidos en cuatro ratas.
Los tiempos de relajacion de los tejidos fueron determinados tres horas
después de la inyeccion para asegurar un aclaramiento completo de la sangre
debido a que las particulas secuestradas no son degradadas o eliminadas del
higado por al menos 21 dias después de su administracién, como se describid

en la seccion de farmacodinamia.

La significancia estadistica se determind por una prueba de ¢ de Student.

2.2.3 Imagen por Resonancia Magnética

La imagen por resonancia magnética, tanto de las ratas como de los
conejos fue practicada con una magneto superconductor (Technicare, Solom,
Ohio) operando a una fuerza de 1.4T (61.4MHz). La técnica utilizada fue de una
sola seccion con un solo eco y las imagenes fueron obtenidas utilizado 128
niveles de gradientes de codificacion de fase. Las imagenes reconstruidas
tenian un grosor de seccion de 3mm y una resolucién submilimétrica en el

mismo plano.

Las secuencias de pulso utilizadas fueron EE 250/15/6 (tiempo de

repeticion en milisegundos (TR), tiempo de eco en milisegundos (TE),

adquisiciones (NEX)) y técnica de recuperacion de la inversibn de
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1500/450/15/2 (TR, tiempo de inversién en milisegundos (T1), TE, NEX) para
las dependientes de T1, EE de 1500/60/2 para las dependientes de T2 y EE
500/30/3 para las de densidad de protones. Cinco ratas (anestesiadas con 35
mg/kg de pentobarbital sédico inyectado en la cavidad peritoneal), y dos
conejos (anestesiados con 10 mgkg de ketamina inyectada
intramuscularmente), fueron llevados a la magneto para practicarseles imagen
de resonancia magnética antes de la administraciéon de ferrita y se localizaron
los tumares hepaticos. Sin mover los animales, las imagenes fueron obtenidas
seriadamente 60 minutos después de la inyeccioén de un bolo de 20 ymoles de
Fe/kg. En una rata, se utilizé una dosis de 50 pmoles de Fe/kg. La presencia

del tumor fue confirmada por necropsia en todos los animales.

La imagen por resonancia magnética se practico en dos monos
(anestesiados con ketamina-acepromasina inyectada intramuscularmente) con
una antena de superficie (de cuello) en un sistema superconductor de cuerpo
entero (Technicare), operando a una fuerza de campo magnético de 0.6T (24
MHz). Se utilizd una técnica de eco del espin con multiples secciones y
multiples ecos, con un grosor de seccién de 5 mm. y también con 128 pasos en

la codificacion de fase.

Se utilizaron secuencias dependientes de T2 (EE 1500/45, 90/2 y de

densidad de protones (EE 500/30/6) para obtener las imagenes antes y 30

minutos después de la administracion de 10 pmol. Fe/g. Después de las
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imagenes, los animales fueron sacrificados para obtener la correlacion

anatémica.

2.2 4 Anilisis de las Imagenes

Las imagenes de las ratas fueron analizadas utilizando una region de
interés seleccionada por el operador, y la media de la intensidad de la seial fue
medida en el higado, tumor, y en el ruido de fondo. El ruido de fondo intrinseco
fue determinado al utilizar una regién grande, eliptica, que excluia las imagenes
fantasmas (artefacto por movimiento). El ruido de fondo total (i.e., ruido
intrinseco + ruido fantasma) fue determinado al colocar una region redonda de
interés directamente sobre las imagenes fantasmas. El ruido intrinseco fue
sustraido del ruido de fondo total para calcular el ruido causado por el
movimiento fisiolégico. Debido a que las rafas estaban sujetas con cinta
adhesiva para asegurar que no se movieran durante la imagen, y ademas
fueron reanestesiadas antes de cada secuencia de pulso, todos los
movimientos voluntarios resultantes de las diferencias en la profundidad de

anestesia fueron minimizados.

La relacion de las diferencias en la intensidad de la seial (IS) entre el
tumor y el higado con respecto al ruido de fondo (la relacién de diferencia de la
intensidad de [a sefial con el ruido fue medida utilizando la siguiente formula:
contraste = (IS del tumor - IS del higado) - IS del ruido). El contraste fue

calculado separadamente para el ruido intrinseco y para el ruido de fondo total.
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El contraste para las diferentes secuencias de pulso fue comparado
después de corregir las variaciones en sus tiempos de estudio como sigue:
contraste corregido = a contraste x ((tiempo de estudio estandar-tiempo de
estudio actual)'?). Esto permite una comparacion de las secuencias de pulso
con diferentes tiempo de estudio que resulta por las variaciones de los tiempos

de repeticion o el nimero de adquisicion de datos [42, 43).

Las imagenes obtenidas antes y después de |la administracion de ferrita

fueron reproducidas con un brillo y contraste optimos para cada secuencia.

2.2.5 Analisis de los Tejidos

Los tejidos del higado y del tumor fueron analizados para identificar la
localizacion celular de las particulas de ferrita y para identificar cualquier
evidencia de lesion celular. Se realiz6 microscopia electronica de transmision y
la microscopia de luz (con tincion de azul de Prusia para hierro) en los
especimenes de dos ratas tres !loras después de la inyeccion de 330 pmol
Fe/kg y de un mono 24 horas después de la administracion de 10 pymol Fe/kg.
En ias ratas, se utilizd una dosis seis veces mayor que la reportada para la DE
50 del higado in vitro, con la finalidad de identificar una captacién aian minima

si existiera por parte de las células no fagocitico mononucleares.
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2.3 Aplicaciones Clinicas del Oxido de Hierro Superparamagnético como
Agente de Contraste para la Imagen Por Resonancia Magnética del Higado

2.3.1 Oxido de Hierro

El 6xido de hierro superparamagnético cristalino preparado con una
modificacion del método de Whitehead et.al. [26], fue obtenido como AMI-25 de
la Compaiiia Advanced Magnetics de Cambridge, Massachuseits. Como se
mencionara en las seccibnes de toxicologia y farmacodinamia de la
Investigacion Preclinica, estas particulas y particulas semejantes de hierro no
han mostrado toxicidad y han sido efectivas como agentes de contraste en
estudios animales. El diametro medio de las particulas utilizadas en el presente
estudio fue de 80 nm (con un range de 50 a 100 nm) medido por el método de
dispersion de luz laser, y en agua destilada las particulas forman un coloide

estable. La concentracion de hierro fue de 0.2 M.

2.3.2 Pacientes

El protocolo de estudio fue aprobado por los Subcomités Eticos de
investigacion en estudios humanos del Hospital Universitario "Dr. José Eleuterio
Gonzalez" y del Massachusetts General Hospital. Todos los pacientes firmaron
una hoja de consentimiento en donde se explicaban las caracteristicas,

posibles riesgos y ventajas del presente estudio.
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Se seleccionaron 15 pacientes (8 hombres, 7 mujeres) entre 26 y 68
anos de edad para este estudio. Todos los pacientes tenian metastasis
hepaticas probadas por biopsia hepéatica 0 por biopsia del cancer primario (6
tenian adenocarcinoma de colon, 3 tenian carcinoma de células de los islotes,
2 tenian melanomas, 1 tenia carcinoide, 1 tumor renal, 1 adrenal y 1
adenocarcinoma de mama) y se demostraron mdiltiples lesiones hepaticas ya
sea con tomografia computada o ecografia. Todos los pacientes fueron
observados por 2 horas después de la administracion de la droga y fueron
reexaminados un dia después. Entrevistas de seguimiento, examenes fisicos,
estudios rutinarios de laboratorio, y revision de los expedientes médicos 3 a 6

meses después de la inyeccion fueron practicados en los 15 pacientes.

2.3.3 Imagen por Resonancia Magnética

Las imagenes fueron llevadas al cabo con una magneto permanente
(Fonar B 3000) operando a 0.3 Tesla (13.3 MHz.), y en una magneto
superconductor (Technicare) operando a 0.6 Tesla (25.1 MHz.). Las imagenes
cuyo contraste dependia del T1 de los tejidos fueron obtenidas con la
secuencia de pulso de eco del espin con un tiempo de repeticion (TR) de 250 o
260 mseg, y con un tiempo de eco (TE) de 14 a 16 mseg. También se obtuvo
una secuencia con un TR de 500 mseg y un TE de 28 mseg. Las imagenes
cuyo contraste basicamente dependia del T2 de los tejidos fueron obtenidas

con la misma secuencia de eco del espin pero con un TR de 1500 mseg y un
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TE de 40 y 80 mseq. El tiempo de la imagen fue estandarizado a 7 minutos por

secuencia, y cada secuencia produjo de 7 a 11 cortes axiales simulianeos.

Las imagenes de base sin contraste fueron obtenidas antes de la
inyeccion intravenosa, la cual se llevé al cabo en un periodo de 90 segundos, y
se administraron de 10 a 50 pmol/kg. de coloide sin diluir de la ferrita (10
pacientes recibieron 20 pmol/kg., 2 recibieron 30 pmol/kg., y dosis de 10, 40 y
50 pmol/kg. fueron administradas a 1 paciente cada una de ellas). Las
imagenes contrastadas con ferrita fueron obtenidas 1 a 2 horas después,

repitiendo las secuencias de base de 500 y 1500 mseg de TR.

Las imagenes fuertemente dependientes de T1 de 260 mseg no fueron
utilizadas después de la administracion de ferrita debido a que Ié teoria indica
que esta seria una técnica muy poco sensible, ya que el agente de contraste
basicamente altera el T2 de los tejidos como se demostré en la investigacion
preclinica. Se obtuvieron imagenes adicionales de 1 a 72 horas después de la
administracion de la droga en algunos pacientes. Soélo los datos de las
imagenes que se obtuvieron 1 a 2 horas de§pués de la administracion de
contraste en los 10 pacientes que recibieron los 20 ymol/kg fueron incluidos en

el analisis cuantitativo de este trabajo.

El analisis de las imagenes postcontraste de 1 a 2 horas después de la
administracion de AMI-25 fue realizado con el uso de técnicas cuantitativas

bien estandarizadas. La medicién de la intensidad de la sefial se obtuvo en el
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tumor, higado, bazo, musculo, grasa, médula 6sea, rifién, pancreas y ruido
térmico de fondo. Las intensidades de los tejidos, en escala a la relacién del
ruido de fondo de la misma imagen, se expresan como |a relacion sefial / ruido
(S/R). La relacion contraste / ruido (C/R) fue calculada como la diferencia entre
la intensidad de la senal de la lesion menos el higado escalada al ruido de la
imagen, en donde se incluian también los artefactos por movimiento. La C/R es
usada como una medida del desempefio del sistema de imagen y correlaciona
con el valor diagnéstico de las diferentes técnicas de imagen por resonancia

magneética [42, 44, 45].

El anélisis subjetivo de las imagenes se realizé contando el nimero de
metastasis visibles dentro de un grupo de imagenes con muiltiples secciones y
midiendo el tamano de la lesién mas pequefa visualizada con cada secuencia
de pulso. Para la mayoria de las lesiones la confirmacién se basé en la
visualizacién de la misma estructura en mas de una imagen, de una manera
altamente subjetiva. Esta poca certeza es inevitable para la prueba de lesiones
hepaticas individuales y ha sido bien discutida previamente en [a literatura [44].
Los datos de las imagenes antes y después de la administracion del contraste,
(especificamente la S/R y C/R, los grados de deteccion de las lesiones, los
tamaiios minimos para la deteccion de las lesiones),fueron analizados para los
pacientes individuales con la prueba para muestras pares de Wilcoxon [46].
Especificamente, las imagenes antes y después de la administracién de
contraste fueron ordenadas en términos de estos valores, y la estadistica fue

aplicada a estos rangos.
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2.3.4 Aclaramiento Sanguineo

Se obtuvieron muestras de sangre antes de la administracién de AMI-25
y seriadamente a intervalos que variaron de 2 minutos a 24 horas para los
primeros cinco pacientes. Cada paciente tuvo al menos 7 muestras tomadas
en los primeros 300 minutos. Las muestras fueron anticoaguladas con acido

etilendiaminotetraacético (EDTA).

Los tiempos de relajacion, T1 y T2 de las muestras sanguineas fueron
medidos a 37°C con un espectrémetro Brucker PC 20 operando a 0.47 Tesla

(20 MHz.)

La vida media de la ferrita superparamagnética en 5 pacientes fue
calculada de las constantes de eliminacién de primer orden para un modelo
abierto uni o bicompartamental [47]. Estas constantes fueron determinadas por
la férmula del ditimo cuadrado de los promedios (1/T) de 1/T1y 1/T2, cada uno
normalizado a valor preinyeccion. El promedio de 1/T fue graficado contra
tiempo y calculado en forma tanto mono como biexponencial para la evaluacion
de lo bueno de la correlacién. Se utilizo el modélo mas simple que resultd en el

coeficiente de correlacion mayor de 0.95 para cada sujeto.
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3. RESULTADOS

3.1 Oxido de Hierro Superparamagnético

3.1.1 Farmacocinética

3.1.1.1 Distribucién

Una hora después de la inyeccion de * Fe -AMI-25, se encontré una alta
concentracién de *® Fe en el higado (82.6+0.26% de la dosis inyectada) y en
bazo (6.2+7.31% de la dosis inyectada). Cuando se expresé la biodistribucion
por 6rganos como el porcentaje de la dosis inyectada por gramo de tejido, el
higado (6.3+0.52%/g) y el bazo (10.917.56%/g) mostraron la mayor

concentracién (Figura 1). Unicamente se deteciaron cantidades minimas de

*Fe en otros tejidos tales como el rifidn, pulmén y cerebro.
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Figura 1. Las gréficas muestran el aclaramiento de *®Fe del AMI-25 en el higado (arriba) y en el

bazo (abajo).
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Las determinaciones de los tiempos de relajacion T2 mostraron una
distribucion tejido-especifica similar en el sistema fagocitico mononuclear
(Tabla I). Una hora después de la administracién, el 1/T2 del higado aumenté
de 27.121.6 mseg® a 58.4+1.7 mseg" (215%) y el del bazo increment6 de
16.1£0.9 mseg”’ a 52.647.6 mseg'1 (327%). Los cambios en el 1/T2 del

pulmén, rifén y musculo fueron minimos.

1/T2 (seg.™)

Organo Antes Después Relacion*
Higado 271+16 584 +1.7 0.54
Bazo 16.1£0.9 526+7.6 0.69
Pulmoén 13.2+0.8 149+09 0.11
Rifon 18.7+1.2 194110 0.04
Muscuio 23.1+18 252+12 0.08

=

Tabla I. Relaciones de relajacién (1/T2) antes y 1 hora después de administrar AMI-25.

* (T2post - T2 pre)/T2pre. Una relacion de cero indica no captacién. A mayor relacion,

mayor captacion.



3.1.1.2 Metabolismo

El aclaramiento organico se determiné al medir la desaparicién organica
del * Fe (Figura 1) y por determinaciones seriadas de los tiempos de relajacion
T2 (Figura 2). Se logré una concentracion maxima de “Feenel higado a las 2
horas (88.6+£3.4% de la dosis inyectada). En el bazo, la concentracion maxima
(18.9+2.8% de la dosis inyectada), fue observada 4 horas después de la
inyeccién, indicando una redistribucion del hierro. La vida media observada del

*Fe fue de 3 dias en el higado y de 4 dias en el bazo.

Las mediciones de los tiempos de relajacion (Figura 2) mostraron un
incremento maximo del 1/T2 del higado y del bazo dentro de las primeras 4 hrs.
después de la administracion del AMI-25. Posteriormente, el 1/T2 disminuy6
consistentemente. El tiempo medio del higado y el dbazo del efecto 1/T2 fue
mas corto que el del aclaramiento de érganos medidos por los estudios de “Fe.
En ambos, el higado y el bazo, la vida media del efecto 1/T2 ocurrié dentro de

las primeras 24-48 hrs.
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Figura 2. Las graficas muestran los cambios en los tiempos de relajacién 1/T2 para el higado

(arriba) y el bazo (abajo), después de la administracion de 18 pgr. Fe/kg de AMI-25.
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3.1.1.3 Biodisponibilidad

El hierro molecular del ®*Fe -AMI-25 fue incorporado a la hemoglobina de
las ratas normales en una forma dependiente de tiempo (Figura 3). El 1% de la
dosis inyectada estaba asociada con los eritrocitos en el dia 2, 14% en el dia 7,

y el 20% en el dia 49.
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Figura 3. La gréafica muestra la incorporacion del hierro de AMI-25 hacia la hemoglobina de los

eritrocitos con un pico entre 5-40 dias después de su administracion y un decaimiento posterior.

La anemia inducida por dieta en deficiencia de hierro se confirmé
después de 4 semanas por la reduccién de los niveles de hemoglobina (7.9+£0.9
g/dl) y hierro sérico (49+11ugr/dl). La capacidad de unién total de hierro estaba
normal (547+25 pgr/dl), pero la saturacién con hierro molecular estaba reducida

en los animales anémicos(8.9+1.8%) pero no en los controles (36.1+6.1%).
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Después de una dosis Onica de Imferon (30 mg Fe/kg) la hemoglobina,
hierro sérico, y la capacidad de saturacion del hierro unido gradualmente
regresaron a lo normal dentro de 7 dias. La administraciéon Gnica de AMI-25
invirtié el estado de anemia similarmente, indicando una incorporacién del 6xido
de hierro hacia la hemoglobina. Las determinaciones seriadas de hematocritos
llevadas al cabo después de un dia (28.6£2.7%), 3 dias (35.7£3.7%) 5 dias
(39.411.96%) y 7 dias (42.2+0.42%) mostraron un incremento gradual hacia los

niveles normales (43.5+0.83%).

La administracién de dosis variables de AMI-25 a animales anémicos
resulté en una situacion similar al aliviar el estado de anemia. Los niveles de
hierro hepatico se elevaron en los animales que habian recibido 178 umol
Felkg (192+22.2 ugrigr de higado en peso hamedo), 357 pmol Fe-Kg.
(391+50.6 pgr/gr de higado en peso humedo), o 536 pymol Fe/kg (563+51.6
pgr/gr de higado en peso hamedo) de AMI-25. Los animales que recibieron 90
pmol Fe/kg (104.8+13.4 ugr/gr de higado en peso hiimedo) tuvieron una
concentracién de hierro similar a los animales controles (97+10.4 pgr/gr de

higado en peso humedo).

A las tres horas, las células de Kupffer de todos los Iébulos estaban
llenas con grandes cantidades de hierro tefible. A las 24 hrs., las zonas
centrilobulares estaban depletadas de hierro, pero las células de Kupffer
medioacinares y periportales todavia contenian cantidades significativas de

hierro, aunque estas cantidades eran cualitativamente menores comparadas
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con las cantidades encontradas a las 3 horas. A los 2 dias, los macréfagos que
contenian hierro empezaron a aparecer en los tractos portales, y la cantidad de
hierro vista en las porciones medioacinar y periportal de las células de Kupffer
se redujo. A los 9 dias, Unicamente se vio una pequefia cantidad de hierro en
las células de Kupffer aisladamente en la region periportal y medioacinar, y el
numero de macréfagos que tenian hierro a nivel portal estaba incrementado. A
los 16 y 30 dias, no se pudo observar hierro teiiible en el higado, y la apariencia
fue indistinguible de los especimenes de higado de los animales controles no
inyectados. No hubo cambios patoldgicos hepatocelulares encontrados en

ninguno de los especimenes estudiados.

3.1.1.4 Excrecidn

El aclaramiento corporal total del **Fe fue de 20% después de 14 dias y
35% después de 28 dias (Figura 4). Graficando 8 puntos de los datos a una
funcién de clarificacién monoexponencial, la clarificacién (C) puede expresarse
como C=1.002x109%%™M gonde T es el tiempo después de la inyeccién en

dias y -0.0067 es la constante de eliminacion [48].

El coeficiente de cormrelacién de los datos graficados para el uso del
método de las Oltimas cuadradas fue de 1.0 (Cricket Graff, Cricket Software,
Philadelphia, PA). El tiempo medio (T42) extrapolado de la clarificacion corporal

total de > Fe fue entonces de 44.9 dias; el T4 fue de 18.7 dias y el Taufue de
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89.9 dias. La excrecion de *° Fe en la orina y heces fue de 1.1% después de 2

dias y 10.1% después de 7 dias.

@
®
- 1.0 -
o
o
=2
IE 0'8 b
l” 1
] o
2 06
ela d-': 5 inyec‘lz-Lla
& 0.4 -
= )
&
i
T}
]
I: 0.0 v T T -7 T
15 35 55
Tiempo (d’as)

Figura 4. La gréfica muesfra el aclaramiento corporal total de *Fe, administrado como AMI-25,

y que fue del 25% después de 19 dias.

50



3.1.2 Toxicidad

3.1.2.1 Toxicidad aquda

Los estudios de toxicidad aguda revelaron que el AMI-25 no tenia efecto
letal en los animales a la dosis mas alta inyectada (300 pmol Fe/kg).
Inmediatamente después de la inyeccion, los animales mostraron una
discoloracion reversible de la mucosa que fue atribuida a la coloracion negra
del agente. Durante los 14 dias de observacion, no se pudieron observar

efectos adversos en el peso corporal o en el consumo de alimento.

3.1.2.2 Toxicidad subaguda

Los estudios de toxicidad subaguda revelaron que la inyeccion de AMI-
25 no tenia efectos de mortalidad, morbilidad, en el peso corporal, 0 en el
consumo de alimento, y los valores de laboratorio astaban todos dentro del
rango normal. Los niveles de hematocrito, hierro sérico y hemoglobina se
incrementaron, pero todavia dentro de limites normales. Los estudios
histolégicos mostraron cantidades incrementadas de pigmento en las células
fagocitico mononucleares del higado, bazo, y ganglios linfaticos, y en los
macréfagos en el sitio de la inyeccion. No hubo evidencia de dafio tisular en

ninguno de los animales.
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3.1.2.3 Mutagenicidad

La prueba de Ames no revelé un incremento en el nimero de colonias
que se hicieron dependientes de histidina después de la incubacion, con o sin
activacion metabdlica. El AMI-25 no fue téxico para ninguno de los organismos
indicadores a las concentraciones mas altas estudiadas de 214 pmolFe/platina

(200 mg Fe/platina).

3.1.3 Estudios Especificos de Toxicidad Hepatica

3.1.3.1 Concentraciones Tisulares de Hierro

Las concentraciones tisulares de hierro de los diferentes 6rganos
muestreados para los experimentos de toxicidad aguda y crénica se muestran
en la Tabla Il de esta seccion. En el grupo crénico se observd un incremento
leve en los niveles de hierro tisular en el higado y en el bazo, mientras que en
el grupo agudamente cargado hubo un marcado incremento en los niveles de
hierro tisulares en el higado, bazo y pulmones, con un moderado (pero no

significativo) incremento en el rifidon.

3.1.3.2 Estudios de Microscopia de Luz y Electrénica

En los animales agudamente cargados con las particulas de ferrita

existi6 un incremento marcado en la deposicion de hierro en las células
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fagocitico mononucleares del higado (células de Kupffer) (Figura 5 A), en el
pulmén {macréfagos alveolares), y en el bazo (macréfagos en la pulpa roja). No
hubo virtualmente deposicion de hierro en las células del parénquima hepatico
(Figura 5 B), y no existieron depoésitos obvios de hierro en el rifion. No

existieron cambios morfoldgicos significativos en ninguno de los otros tejidos

estudiados.
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Los estudios de microscopia electrénica mostraron los cristales de
ferrita en los lisosomas secundarios de las células fagocitico mononucleares
(Figura 6). Ocasionalmente se observaron cristales de hierro libres en el
citoplasma de las células fagocitico mononucleares, pero nunca en el
citoplasma de los hepatocitos. Todas las células y organelos subcelulares
mostraron hallazgos morfol6gicos normales sin ninguna evidencia de respuesta

a las particulas fagocitadas.
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Figura 5. Microscoplia de luz del higado después de la administracion IV de 250 mg de ferrita/
Kg, 48 hrs. antes de la muerte. En (A) se ve el hierro distribuido uniformemente en los [obulillos
hepaticos (x 190). En (B), a mayor aumento (x 470), el hierro sélo se ve en las células de

Kupffer, y no en los hepatocitos.



Figura 6. Microscopia electronica por transmision del higado después de administracion de
ferrita (4 mg/kg; 24 hrs. después de la inyeccién). En (A) se muestra una vista por ME de las
particulas de ferrita en solucién. En (B), a la misma magnificacion, se ven las particulas dentro
de las células de Kupffer. No se observa lesién de organelos. En (C) se muestran algunas

particulas (a menor aumento) en el citoplasma de una célula de Kupffer.

En el grupo cargado cronicamente, la microscopia de luz mostré ligero
incremento en los depdsitos de hiermo en el sistema fagocitico mononuclear del
higado y el bazo y no existié un incremento obvio en la deposicion de hierro en
el rinbn o en el pulmén. No hubo ninguna otra evidencia de cambios

morfologicos significativos.

3.1.3.3 Estudios Bioquimicos

No se observé ninguna evidencia de alteracion en la funcion de
peroxidacion lipida mitocondrial o microsomal tanto en los grupos cargados
agudamente como crénicamente (Tabla IIl). Similarmente, no hubo cambios en
el metabolismo oxidativo mitocondrial hepatico o la funcidn microsomal en

ninguno de los grupos estudiados (Tablas IV y V). No se encontraron
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diferencias en la concentracion de alaninaminotransferasa plasmatica
(indicativo de necrosis hepatocelular) entre los dos grupos experimentales y sus
respectivos controles (Tabla VI). Finalmente, en los grupos de ratas en los
cuales se realizaron multiples estudios serolgicos en un periodo de 25 dias no

hubo anormalidades en ninguno de los parametros medidos en ningln tiempo.



3.2 Evaluacién Experimental de la Utilidad del Oxido de Hierro
Superparamagnético en la deteccion de lesiones Focales Hepaticas

Los estudios in vitro de espectroscopia por resonancia magnética
demostraron que la administracion intravenosa de particulas de ferrita alteraron
los tiempos de relajacion en el higado normal pero no en el tejido tumoral
(Tabla VII). Como se muestra, los tiempos de relajacién T1 y T2 de los tumores
fueron similares antes y después de la inyeccion de ferrita (la diferencia no fue
significativa p < 0.2). Sin embargo, en el higado normal hubo una disminucién
del 62% en el T2 y de un 8.2% en el T1. Esta reduccion en el T2 del higado fue
altamente significativa (p < .001), pero los cambios en el T1 del higado no
fueron significativos (p < 0.1). Consecuentemente, las diferencias entre los
valores de T2 del higado y del tumor fueron aumentadas importantemente
después de la administracion de ferrita, y esta diferencia, se expresé como un

porcentaje del T2 del higado normal, aumentando de un 49% a un 280%.

Tabla VIi. Tiempos de relajacion tisular {(higado y tumor) antes y
después de la administracion de fermita.

Higado Tumor
(mseg) (mseg)
Ratas Control
(n=6)
T1 317+ 23 540 + 82
T2 33.3+29 497+838
Ratas con ferrita
(n=4)
T1 29128 580 + 56
T2 127+28 482+71
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La imagen por resonancia magnética mostré que las particulas de ferrita
disminuyeron la intensidad del higado normal pero no de los nédulos tumorales.
Los n6dulos tumorales tuvieron una alta intensidad de la seial en las diferentes
secuencias de pulso (Figura 7). Por ejemplo, las imagenes de las ratas
obtenidas después de la inyeccion de ferrita mostraron una diferencia maxima
en la intensidad de la sefial entre el tumor y el higado con la secuencia de
pulso mas dependiente de T2 (EE 1500/60). Con esta misma secuencia de
pulso, antes de la administracion de la femita, la intensidad de la seiial del
tumor fue mayor que la del higado. Las particulas de ferrita disminuyeron Ia
intensidad del higado pero no produjeron cambio en la intensidad de la sefial
de los nédulos tumorales. Por consiguiente, la diferencia de intensidad de la
sefal entre el tumor y el higado se incrementé importantemente. La secuencia
de pulso EE 500/30 fue de menor utilidad para la deteccion de los tumores en
las imagenes obtenidas sin el contraste debido a que el tumor y el higado
aparecian isointensos. Sin embargo, después de la administracién de la ferrita,
los nédulos tumorales fueron facilmente distinguibles auin con esta secuencia

de pulso (Figura 8).
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Figura 7. Incremento en el contraste entre el higado (L) y el tumor (T) después de la

administracion de ferrita. EE 1500/60 antes (a) y después (b) de la inyeccion.

Figura 8. Mejoramiento en la deteccién del tumor después de la inyeccion de ferrita. Secuencia
de pulso EE 500/30, relativamente dependiente de T1, que muestra una muy pobre
diferenciacion entre el tumor y el higado antes de la administracion de ferrita (a). Después de la

administracion de 20 umol Fe/kg, el tumor se puede diferenciar facilmente (b).
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Debido al importante acortamiento del T2, la pérdida de la sefial del
higado también ocurrié en las imagenes dependientes de T1 (tanto en las
secuencias de eco del espin como de recuperacion de inversion). Sin embargo,
las secuencias de pulso dependientes de T1 redujeron las diferencias en la
intensidad de la sefial entre el tumor y el higado a causa de que la pérdida de
la sefal del higado normal hizo que los nédulos tumorales (los cuales de hecho
ya son de menor intensidad que el higado), fueran mas dificiles de ver. Sin
embargo, cuando se dio una dosis suficientemente grande de particulas de
fermita (50 pmol Fe/kg), hubo una ausencia practicamente completa de la
intensidad de la sefial del higado, y los nédulos del tumor fueron faciimente

detectados atin con las secuencias altamente dependientes de T1 (Figura 9).

IO N MAGNETITE

Figura 9. La deteccion de la lesién después de la administracion de ferrita es relativamente
independiente de la secuencia de pulso utilizada. En estas imagenes axiales del abdomen de
una rata, después de administrar 50umol Fe/kg, se puede identificar el tumor (T) con una
secuencia dependiente de T1 (EE 250/15) (a); una intermedia (EE 500/30) (b); y una

dependiente de T2 (1500/60)(c).



Las imagenes por resonancia magnética de los conejos y de los monos
confirmaron estos resultados. Como en las ratas, la pérdida de la sefial del
higado no fue acompanada por una disminucion en la intensidad de la sefal de
las masas tumorales, produciéndose un aumento en el contraste entre estos

dos tejidos.

La medicion cuantitativa de la sefal y del ruido confirmaron las
observaciones visuales en las imagenes. La disminucibn maxima de la
intensidad de la sefal del higado (60%) ocurrié en la secuencia mas

dependiente de T2 (EE 1500/60).

Aunque ocurrié un incremento en el contraste con la secuencia de EE
500/30, el mayor contraste en las imagenes obtenidas después de la inyeccién
de ferrita se obtuvo con las secuencias de EE 1500/60. En las imagenes
dependientes de T1 (Rl y EE), el contraste disminuyé después de la
administracion de ferrita. Ain mas, con la secuencia de EE 250/15, hubo una
inversion del contraste tisular después de la administracion de ferrita (i.e., el
tumor que normalmente es mas oscuro aparecia de mayor brillo debido al
obscurecimiento del higado). De hecho, se podrian utilizar dosis mayores de
ferrita ya que, segin estas mediciones, llegaria un momento en que la
intensidad de la sefal del higado se acercard a la del ruido de fondo, y los
nodulos tumorales tendran una intensidad de la seinal relativamente mayor,
independientemente de las secuencias de pulso o parametros de tiempo

utilizados.
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El uso de particulas de ferrita también redujo el ruido fantasma y los
artefactos de movimiento tanto en las secuencias dependientes de T1 como de
T2, ya que hubo menor intensidad de la seiial del higado que pudiera haberse
registrado mal en la direccién de codificacién de fase. Esto fue también mas
aparente en las imagenes de EE 1500/60. Un beneficio mucho menor estuvo
presente en las imagenes dependientes de T1 debido a la disminucion
correspondientemente menor en la seflal inducida por la ferrita en las
secuencias de RI 1500/450/15 y también debido a los niveles de hecho ya més

bajos de ruido en la secuencia de pulso de EE 250/15.

El analisis tisular después de la necropsia por medio de microscopia
electronica y de Iluz demostraron que las particulas de femrita fueron
identificadas unicamente en las células hepéticas de Kupffer y no en los
hepatocitos o en el tejido tumoral (Figura 10). Ain mas, la microscopia
electrénica confirmo que adn con la dosis excesivamente mayor de ferrita, no
hubo evidencia histologica de involucro mitocondrial 0 de destruccién del
reticulo endoplasmico liso, cambios que son ‘manifestaciones tempranas de

lesion celular.
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Figura 10. Secuestro fagocitico mononuclear de las particulas de ferrita administradas
intravenosamente (330 pmol Fe/kg). En esta microscopia de luz, las secciones se tifieron para
hierro (azul de Prusia), mostrando el higado no involucrado con tumor con las particulas en las

células de Kupffer (arriba), mientras que no se pueden identificar en el tumor (abajo).
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3.3 Aplicaciones Clinicas del Oxido de Hierro Superparamagnético como
Agente de Contraste para la Imagen Por Resonancia Magnética del Higado

Las imagenes de resonancia magnética obtenidas antes de la
administracion de la droga mostraron lesiones hepéticas focales como
anormalidades relativamente hipointensas con respecto al higado vecino en las
imagenes dependientes de T1 y que se tornaron hiperintensas con respecto al

higado en las imagenes dependientes de T2.

En la evaluacion cualitativa, las imagenes (Figura 11) presentaron una
resolucion anatdmica y contraste entre el tumor y el higado comparables a las
que se han logrado en estudios grandes con sistemas de resonancia magnética
de campos magnéticos bajos a medios [44, 49, 51]. El analisis cuantitativo de
las imagenes, esto es, la relacién C/R (Tabla Vill) demostrd el desempeiio de

las diferentes secuencias de pulso de acuerdo con los datos publicados para

imagenes de resonancia sin contraste [42].
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(a) (b)

Figura 11. Imégenes de RM de un paciente con metastasis de carcinoma renal antes de la
administracion de ferrita. (a) Imagen dependiente de T1 (EE 500/28) muestra una zona mal
definida de hipoiniensidad en el lI6bulo caudado del higado. (b) La imagen dependiente de T2

(EE 1500/42) al mismo nivel es practicamente normal.

La ferrita disminuyé profundamente la intensidad de la sefial de
resonancia magneética del higado y del bazo normales en dos pacientes que
fueron estudiados dentro de los primeros cinco minutos de la administracion. 15
minutos después de la administracién del agente de contraste, los cambios en
la intensidad de la sefial fueron casi maximos. El tejido neoplasico, pancreas,
rifiones, n;t'lsculo y tejido adiposo no fueron afectados. Las mediciones
cuantitativas de sefial-ruido de las imagenes obtenidas 1 a 2 horas después de
la administracion de la droga confirmaron la alteracion érgano especifica de la
intensidad de la sefial de resonancia magnética por el agente de contraste

(Tabla VIII) (Figura 12).



Figura 12. Imagenes de RM del mismo paciente de la Figura 1, 15 minutos después de la

administracion de ferrita, 20 pmol/kg. La intensidad del higado se ha disminuido; la intensidad
del cancer, misculo y grasa permanece sin cambios. (a) Imagen con EE 500/28 muestra
metastasis hepaticas difusas. Se pueden identificar lesiones hasta de 3 mm. (b) La imagen EE
1500/42 muestra menos lesiones que en (a), debido a la menor relacién C/R. (c) La TC con

contraste muestra menos metastasis que las IRM con ferrita.

Dos pacientes fueron estudiados una hora y de nuevo a un intervalo de
12 a 72 horas después de la administracion de la droga. A las 12 horas, un
paciente que recibié 10 pmol/kg de ferrita, mostr6 una regresion de la
intensidad de la sefal del higado hacia los valores basales (Figura 13). Sobre
un periodo de 24 a 72 horas, otro paciente que recibié 30 pmol/kg mostrd un

regreso similar hacia las caracteristicas tisulares basales.
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Figura 13. Imagenes de RM de un paciente con metastasis hepaticas de un carcinoma

supramrenal. (a) Imagen EE 500/28 obtenida antes de la administracion de ferrita. La lesion
(flecha) aparece como hipointensa con respecto al higado vecino. (b) Imagen EE 500/28
obtenida 2 horas después de la inyeccién de 10 mmol/kg de ferrita. La intensidad del higado ha
disminuido con respecto al cancer, misculo y grasa, y se pueden ver mas lesiones (flechas). (c)
Imagen EE 500/28 obtenida 12 horas después de la inyeccién. La intensidad de la sefial del
higado ha aumentado, regresando hacia sus valores preconiraste. Esto indica ya sea

degradacion o aclaramiento del OHSP del higado.

Las metastasis hepaticas menores de 1 cm de diametro no fueron
visibles en las imagenes de EE 500 y de EE 1500 mseg sin contraste. El limite
de tamafo para la deteccion de las lesiones de la secuencia de pulso EE
260/14 sin contraste fue de 0.5 cms. Después de la administracién de la droga
muchas lesiones de 0.3 a 1 cm. pudieron ser identificadas (Figuras 12 y 14). El
limite de tamafio para la deteccion de las lesiones disminuy6 de 1.5 a 0.3 cms.
con la técnica de EE 500/28, de 2.1 a 0.3 cms. en la técnica de EE 1500/40, y
de 1.9 a 0.4 en la de EE 1500/80, lo cual fue significativo a un nivel de p <

0.005 para cada uno de los pares de imagenes contrastado y sin contrastar.
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Figura 14. Paciente con cancer metastatico de colon. TC simple (@) y con contraste (b) no

muestran lesién alguna. (c) Imagen de RM EE 260/14 al mismo nivel muestra los vasos
hepaticos normales. No se ve ninguna lesién. En las IRM postcontraste EE 1500/40 y EG
125/11/75° (d) se puede identificar una metastasis pequena (flechas), que debe diferenciarse de

una estructura vascular.

El nimero de las lesiones detectadas después de la administracién del
material de contraste aumentd de 89 a 349 con la técnica de EE 500/28, de 21
a 325 con la de EE 1500/40 y de 20 a 271 con la de EE 1500/80 (de un total de
370 lesiones identificadas en este grupo de 10 pacientes), lo cual fue
significativo a un nivel de p < 0.005 para cada par de imagenes con contraste y
sin contraste. Con las imagenes de EE 260/14 sin contraste, que estaban
disponibles en 8 de los 10 pacientes que subsecuentemente recibieron 20
pmol/kg de dosis, se pudieron identificar 181 de 249 lesiones. El andlisis
cuantitativo de la relacién C/R de cancer / higado confirmé el analisis subjetivo
de las imagenes. La relacién C/R aumenté significativamente (p < 0.01) en

todas las imagenes y aumentd 47% en la técnica de EE 500/30 con contraste
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relativamente a la mejor EE 250/14 secuencia de pulso sin contraste (Figura

14).

Las dosis se fueron escalando hasta los 50 pmol/kg, cuando ocurrid un
periodo de hipotension transitoria en un paciente, el cual respondio a la infusion
de solucion salina. Otro paciente desarrolld rash cutdneo y posteriormente
recordd que habia presentado una reaccion similar a una preparacion de hierro

oral 20 afos antes.

Ambas reacciones fueron detectadas entre 10 y 30 minutos después de
la infusién de la droga, y todos los signos y sintomas regresaron a los valores
normales dentro de las primeras 3 horas. No hubo efectos colaterales de
ningun tipo con dosis menores o cuando la dosis de 40 uymol’kg se infundi6
lentamente o se dio en dosis divididas. En los examenes de seguimiento 24
horas después de la administracion de la droga y posteriormente (de hasta 6
meses), no se observaron alteraciones en sintomas, signos, anommalidades
seroldgicas u otras alteraciones que pudieran ser atribuidas a la droga. Muchos
pacientes mostraron un incremgnto en el hierro sérico y en los niveles de
ferritina 24 horas después de la administracién de la droga, con todos los

niveles de hierro menores que la capacidad de union de hierro sérico.

La medicidn in vitro de los tiempos de relajacion muestra una respuesta
lineal de 1/T1 y 1/T2 sobre la concentracion de ferrita, como ha sido descrito

con anterioridad [62]. Para cada conjunto de muestras de los pacientes, el
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promedio de 1/T1 y 1/T2 fue normalizado a los valores de preinyeccién, y fue
calculado monoexponencial y biexponencialmente para determinar el patron de
distribucién experimental de |la droga. Para cuatro de los 5 sujetos la ecuacién
biexponencial dio una mejor correlacién (r2 > 0.99), indicando un proceso de
bifasico de primer orden. En el otro paciente, la ecuacién monoexponencial dio
una correlacién superior (r2 > 0.99). Sin embargo, la primera muestra sanguinea
de este paciente se retardd 15 minutos después de la administracion de la
droga, por lo que clinicamente s6lo una fase de distribucibn pudo ser
identificable. La vida media de la ferrita calculada para cada uno de los
pacientes se muestra en la Tabla IX. Existe una variacion considerable de
paciente a paciente en estos datos preliminares; se necesita mayor cantidad de
pacientes y estudios de aclaramiento sanguineo para obtener resultados mas

representativos.
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TablaIX. Vida media en sangre del OHSP en pacientes seleccionados

Fase
Dosis Temprana  Fase Tardia
Sujetos polikg (t 2 min) (t 12/min) a
1 10 22.2 186 992
2 20 6.7 309 995
3 20 44 110 991
4 30 79 996
5 40 179 122 .993

Nota: El 95% de los limites de confidenciacalculados para el promedio de las
vidas medias computadas fueron de 12.8 + 10.3 para la fase tempranay 161 £
102 para la fase tardia.

*  es el coeficiente de correlacion de lo sultimos cuadrados de 1/T1 versus
tiempo para la ecuacién: valores iniciales + AeK1t y BeK2t. Los tiempos medios
estan calculados como 0.690/k, donde k es la relacion constante para cada
fase de distribucion expresada en minutos.
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4. DISCUSION

4.1 Oxido de Hierro Superparamagnético

4.1.1 Farmacodinamia y Toxicidad

La mayoria de los agentes de coniraste para resonancia magnética
estan disefiados para unir los iones de los metales téxicos a quelantes de bajo
peso molecular. Esta estrategia de quelaciéon es un método aplicable para los
agentes confinados al espacio extravascular, pero es una mala eleccion para
los agentes intracelulares. La exposicion intracelular de los quelantes a los
medios acidicos (lisosomas, vesiculas) puede resultar en la disociacién del i6n
metalico de su quelante. La estrategia utilizada en el disefio del AMI-25 fue el
utilizar el 6xido de hierro biodegradable como el marcador magnéticamente
activo [27]. El 6xido de hiermro superparamagnético es extremadamente eficiente
para incrementar la relajacion protonica con las relajaciones de R2 en un orden
de magnitud mayor que los quelantes del ibn paramagnético, como se ha

descrito en multiples experimentos [13,21,25,53,54].

La biodistribucion de AMI-25 medida por estudios de **Fe y tiempos de
relajacion es consistente con el modelo de una distribucion vascular inicial del
agente y una captaciébn subsiguiente especifica en las células fagocitico
mononucleares. Mientras que los estudios de medicién del radiotrazador *Fe
cuantificaron tanto el efecto de los cristales de 6xido de hierro intactos como el

de los productos de degradacion de **Fe derivados del metabolismo del oxido
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de hiemo, las mediciones de los tiempos de relajacion cuantificaron Gnicamente
el efecto superparamagnético de los cristales de 6xido de hierro intactos.
Nuestros resultados con ambas técnicas demuestran distribucién inicial similar
del AMI-25 administrado intravenosamente, con el 85-95% de captacion en el
sistema  fagocitico mononuclear. Las particulas  administradas
intravenosamente son captadas por los macrafagos y pueden ser identificadas
histologicamente en las células de Kupffer del higado o en las células
macrofagicas en la pulpa roja esplénica. Las particulas intracelulares se
encontraron rutinariamente en los lisosomas, en los cuales la degradacion

intracelular toma lugar via una amplia variedad de enzimas hidroliticas [27].

El metabolismo del AMI-25 administrado intravenosamente fue estudiado
por la medicién de la clarificacién orgénica de *°Fe, los tiempos de relajacién
tisular, y por histologia. Aproximadamente después de un dia, el incremento en
los valores de T2 y T1 hacia los valores de base precontraste representa la

disolucion de las particulas superparamagnéticas en el higado y el bazo.

Como se evidencia por los estudios de radiotrazadores, el hierro todavia
esta presente; sin embargo, no esta mas en la forma cristalina necesaria para
su comportamiento superparamagnético. Interesantemente, el bazo muestra un
segundo pico de radioactividad después de 60 dias. Este pico pequefio es
probablemente debido a una captacién secundaria del *Fe por los eritrocitos
maduros que son destruidos en este 6rgano. La observacion clinica de la

inversion de la intensidad de la sefal del higado [28] y bazo [55] refuerza la
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evidencia experimental y sugiere un metabolismo similar del 6xido de hierro en

los humanos.

La biodisponibilidad, la incorporacion del hierro molecular hacia la
hemoglobina después de su administracién como °Fe-AMI-25, se hizo evidente
por la incorporacién de *° Fe hacia la hemoglobina. El 20% del hierro fue
encontrado en la hemoglobina 14 dias después de la administracion
intravenosa. Grados similares de incorporacion eritrocitica (21%), han sido
reportados en estudios con ferritina radiomarcada [56]. La biodisponibilidad
también fue demostrada por la habilidad de AMI-25 para invertir la anemia por
deficiencia de hierro a un grado similar al que lo hace el hierro dextran

hematinico.

La toxicidad aguda del 6xido de hierro superparamagnético evaluada en
este estudio no fue evidente a una dosis de hasta 300 pmol Fe/kg y la LDsp
excederia esta dosis. El indice de seguridad (relacion de la dosis letal aguda a

la dosis efectiva), por consiguiente es mayor de 1:150.

Para comparacion, los margenes de seguridad de los quelantes
paramagnéticos de gadolinio [57] y para los agentes de contraste de Diatrisoato

convencionales en rayos X son considerablemente menores.

Los efectos subagudos y cronicos de la sobrecarga de hierro han sido

documentados en la hemocromatosis si el hierro corporal total excede de 15
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grs. [68]. La cirrosis y el carcinoma hepatocelular pueden desamollarse si la
concentracién hepatica de hierro excede 4000 ugr/gr de peso humedo (normal,
200 pgr por gramo de peso humedo) [59, 60]. La cantidad de hierro en la dosis
de AMI-25 proporcionada para las imagenes diagndsticas (20 pmol Fe/kg) es
pequefia comparada con los almacenamientos de hierro hepatico nommales.
Un paciente de 70 Kg recibiria 80 mg de hierro, y la extrapolacion de nuestros
estudios de radiomarcadores indican que una inyeccion unica aumentaria
transitoriamente el hierro hepatico de 200 a 212 ugr/gr de tejido humedo, muy

por abajo de los limites requeridos para que los cambios hepatotdxicos ocurran.

En resumen, nuestros resultados indican que el AMI-25 es una
preparacion de 6xido de hierro superparamagnético biodegradable. El hierro
molecular esta disponible hacia los depdsitos nomrmales de hierro humano; sin
embargo, la degradacion de las particulas es lo suficientemente lenta para
producir una amplia ventana de tiempo para las imagenes de resonancia
magnética. El AMI-25 tiene un margen considerable de seguridad, mucho
mayor que los agentes radioopacos convencionales y que los agentes de

contraste para resonancia magnética paramagnéticos.



4.1.2 Toxicidad Hepatica

En estos experimentos no se encontré evidencia morfolégica o
bioquimica de hepatotoxicidad en las ratas que recibieron dosis grandes de
particulas de ferrita intravenosamente. No hubo evidencia de disfuncion de los
organelos o de la peroxidacion lipida mitocondrial o microsomal hepética en los
experimentos en los cuales las dosis administradas sobre un periodo corto fue
de aproximadamente 250 veces mayor que las necesarias para proporcionar

imagenes de resonancia magnetica con excelente contraste.

De la misma manera, no hubo evidencia de hepatotoxicidad crénica en
animales estudiados 10 y 11 semanas después de la administracién de
particulas de hierro en dosis que fueron 30 veces mayor que las necesarias
para un buen contraste en imagenes con resonancia magnética. Por
consiguiente, se puede suponer que dosis mucho mas pequefias, que todavia
proporcionan excelentes imagenes, seran por lo tanto también seguras.
Finalmente, no existieron anormalidades serologicas en las ratas que recibieron

dosis pequefias de particulas de ferrita.

Las particulas de ferrita como agentes de contraste de resonancia
magnética para imagen del higado muestran una tremenda especificidad
tisular, debido a que son fagocitados selectivamente por el sistema fagocitico
mononuclear [15]. La fagocitosis permmite la captacion selectiva de los

materiales particulados por las células de Kupffer del higado, macréfagos
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alveolares de! pulmén, y macréfagos del bazo, ganglios linfaticos, y médula
osea. Diversas preparaciones de particulas pueden ser usadas para acarrear
una variedad de materiales; esta estrategia ha sido usada previamente en
imagenes diagnésticas. Por ejemplo, la fagocitosis selectiva de particulas de
sulfuro de tecnecio coloidal ha sido muy util para diagnosticar enfermedad
metastasica en estudios de medicina nuclear del higado y el bazo, ya que la
fagocitosis es una funcibn especializada que pocos, si alguna, células

tumorales pueden llevar al cabo.

La magnetita (Fes04) 6 particulas de ferrita pueden ser administradas
directamente en forma intravenosa y, en imagenes de resonancia magnética,
muestra una relajacion selectiva del T2 del higado y del bazo [15, 23, 16, 61].
Debido a que las particulas de magnetita no son captadas por las células
tumorales, la disminucion selectiva de los tiempos de relajacion T2 del higado
normal resulta en una disminucién en la intensidad de la sefial del tejido
hepatico normal en las imagenes de resonancia magnética. Un ejemplo del
incremento de contraste debido a las particulas de ferrita entre el tumor y el

higado se muestra en |a Figura 9.

En modelos experimentales de sobrecarga de hierro por dieta, se ha
demostrado previamente un limite de concentracion hepatica de hierro al cual
la peroxidacion o los organelos que llevan al cabo la peroxidacion lipida y
funciones asociadas se encuentran anommales [36-38, 62). Estas

anormalidades bioquimicas pueden ser relevantes para el desarrollo
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subsiguiente de enfermedad hepatica cronica que se ve en varias condiciones
humanas de sobrecarga cronica de hierro [36-38, 63]. En los presentes
experimentos, las concentraciones de hierro no-hem totales hepaticas logradas
en los estudios a corto plazo (aproximadamente = a 3000 ugr/gr) estuvieron en
el rango en los cuales la peroxidacion lipida de los organelos y las
anormalidades bioquimicas en fa mitocondria y los microsomas han sido
demostradas [37, 38]. Las diferencias entre estos estudios a corto plazo de la
ferrita intravenosa y los estudios previos de sobrecarga cronica de hierro por
dieta probablemente se relacionan primariamente con la distribucion celular del
hierro hepatico, pero pueden también estar relacionadas con la cronicidad de la
sobrecarga de hierro. En estudios de sobrecarga de hierro experimentales con
dieta, el hiemo es encontrado predominantemente en los hepatocitos
periportales con muy poco del hierro encontrado en las células fagocitico
mononucleares, hasta que se alcanzan altas concentraciones de hierro (> 4000
pgr/gr), y a las cuales también se encuentra en las células fagocitico

mononucleares [62, 64].

En contraste, después de la inyeccién intravenosa de ferrita, el hierro se
encuentra enteramente en las céiulas fagocitico mononucleares y distribuido
uniformemente a través de los l6bulos hepaticos, con un respeto practicamente
total de los hepatocitos. La distribucién y concentracién hepética del hierro
también son importantes en el desarrollo de enfermedad hepatica en humanos
con sobrecarga cronica de hierro. Por ejemplo, en pacientes con

hemocromatosis hereditaria con  deposicion predominantemente
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parenquimatosa del hierro, la fibrosis y la cirrosis no se observan hasta que las
concentraciones hépéticas de hierro exceden 4000 a 5000 pgr/gr [59, 65, 66
67], pero pueden ocasionalmente ser vistas a concentraciones tan bajas como
3000 ugrigr [68, 69]. En contraste, los pacientes con sobrecarga de hierro por
transfusiones tienen un exceso de depésitos de hierro tanto en los hepatocitos
como en las células fagocitico mononucleares, y la fibrosis hepéatica no se ve

hasta que las concentraciones de hierro hepatico exceden de 9000 a 10000

par/gr [70, 71].

Aunque las células fagocitico mononucleares hepaticas parecen ser
normales por microscopia electronica después de la fagocitosis de particulas
de ferrita, nosotros no hemos estudiado el bloqueo de la fagocitosis y no
podemos evaluar el significado o duracion de la disfuncién de las células

fagocitico mononucleares, si existe alguna.

Se desconoce qué proporcion del hierro inicial en el sistema fagocitico
mononuclear es "reciclado” y subsecuentemente se torna disponible para las
células parenquimatosas hepaticas, llevando a una deposicién del hierro a los
hepatocitos. Ya sabemas, como se describié en la seccion de farmacodinamia,
que existe una proporcion de la dosis inyectada a corto tiempo que es
movilizada y subsecuentemente usada por otras funciones que requieren
hierro (ej. sintesis de hemoglobina). Los estudios de microscopia de luz
sugieren que las particulas de ferrita son removidas gradualmente del higado

en un periodo de 2 a 6 meses. La degradacion de 1a ferrita y la movilizacién del
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hierro también es sugerida por el retorno a valores normales de los valores de
T2 del higado y el bazo en este periodo; por lo tanto, creemos que las
particulas de ferrita son degradadas en las células fagocitico mononucleares
con una liberaciéon final del hierro y su incorporacion hacia los varios
compartimientos corporales del mismo (almacenamiento, utilizacion,

transporte).

Como hemos demostrado en el presente estudio, el uso de agentes de
contraste para resonancia magnética que contienen hierro son captados por el
sistema fagocitico mononuclear, parecen ser seguros y no producen toxicidad
parenquimatosa. Ademas, las dosis de ferrita propuestas en los estudios de
imagen (1 mg Fe/kg) no se espera que incrementen significativamente las
concentraciones hepaticas de hierro en humanos. Para poner esta dosis (1 mg
Fe/kg) en perspectiva, un humano de 70 Kg tomando 325 mg de sulfato ferroso
FeSO4 (119 mg Fe) 3 veces al dia por dos dias absorberia una cantidad
equivalente de hierro (1.02 mg/kg) asumiendo una eficiencia de absorcion

intestinal del 10% [72].
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4.2 Evaluacion Experimental de la Utilidad del Oxido de Hierro
Superparamagnético en la deteccion de lesiones Focales Hepaticas

Las técnicas de imagen para la deteccion de metastasis cancerosas
hacia el higado son sumamente importantes en medicina. El uso efectivo de
quimioterapia o la reseccion quirirgica segmentaria estan fuertemente basadas
en la informacion confiable de las imagenes. La tomografia computada con
contraste es actualmente considerada como la técnica mas sensible para la
deteccion de metastasis hepaticas. Sin embargo, estudios recientes han
mostrado que ain la tomografia computada falla para demostrar hasta el 25%

de los dep6sitos neoplasicos probados quinirgicamente [73, 74].

Se considera que la imagen por resonancia magnética tiene mucho
mayor contraste intrinseco entre el tejido normal y patolégico comparado con la
tomografia computada, y podria, por consiguiente, ser mas util para la
deteccién de cancer hepatico. Sin embargo, las técnicas de imagen por
resonancia magnética son altamente complejas, y en las series clinicas hasta la
fecha, las imagenes por resonancia magnética no han probado que sean
mucho mejores que la tomografia computada con contraste en la deteccién de

cancer hepatico [79].

Aln mas, debido a que deben de utilizarse multiples secuencias de
pulso, los estudios con resonancia magnética son mas tardadas que los

estudios con tomografia computada y estan asociadas con un costo mucho
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mayor. Si la imagen por resonancia magnética debe ser competitiva como una
prueba de rastreo confiable para la evaluacién de la presencia de cancer
hepatico, es necesarios el mejoramiento en la deteccién de las lesiones con
una simplificacién del estudio y con técnicas de imagen mas rapida. Los
agentes de contraste para resonancia magnética proporcionarian una solucién
a estos problemas, ya que si existieran compuestos que fueran
apropiadamente dirigidos para cambiar las diferencias en fa intensidad de la
sefal entre el tejido neoplasico y el tejido normal se aumentarfa su deteccién.
Tales contrastes deben permitir un nimero obligatorio menor de secuencias de

pulso, lo cual aumentaria el flujo de pacientes.

Una consideracion critica en el diseiio de agentes de contraste es la
distribucion diferencial del agente en los tejidos que van a ser comparados.
Hasta la fecha, el Gd-DTPA ha sido inefectivo como un agente de contraste
para imagen por resonancia magnética del cancer hepatico debido a su
distribucion en el intersticio tanto del higado como del tumor [76, 77]. Las
particulas de ferrita, por otro lado, son secuestradas Unicamente por las células
fagocitico mononucleares del higado y por consiguiente reduce la intensidad de

la sefial del higado normal.

Debido a que el tejido tumoral no contiene elementos fagociticos y
debido al tamario extremadamente pequefio de las particulas de ferrita (0.2-5.0
um), éstas atraviesan facilmente la red capilar (en comparacién, los eritrocitos

miden 5-7 ym) y no alteran la intensidad de la sefal de los nédulos tumorales.
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Como resultado, las diferencias en la intensidad de la serial entre el tumor y el
higado son incrementadas grandemente después de la administracién de

ferrita.

En los tejidos, aun con dosis extremadamente pequefas, los materiales
superparamagnéticos producen gradientes de campos magnéticos locales que
son varias Ordenes de magnitud mayores que los producidos por los
compuestos paramagnéticos [14, 78]. La difusién de los protones a través de
estos campos magnéticos inhomogéneos resulta en un acortamiento extremo
del T2 y una pérdida profunda de la sefal. Existe, sin embargo, poco efecto
sobre los tiempos de relajacion T1, y estos hallazgos son andlogos a los
trastomos clinicos involucrados por la sobrecarga de hierro en los cuales la
deposicion de femritina produce una pérdida similar de la intensidad de la sefal
del higado, bazo y pancreas. Aunque el acortamiento extremo del T2 y de la
perdida de la sefial se visualizan mejor en las imagenes fuertemente
dependientes de T2, la disminucién de [a intensidad del higado también esta

presente en las imagenes menos dependientes de T2.

De hecho, los ndédulos tumorales pueden ser detectados aun en
imagenes en las cuales la intensidad de la seital del tumor es practicamente
igual a la del higado normal. Tal flexibilidad en la selecciéon de los tiempos de
repeticion y de eco sobrepasa las limitaciones de hardware y hacen la
deteccion de cancer hepatico menos dependiente de la eleccion de secuencias

de pulso y parametros de tiempo. Ademas, la reduccién de los artefactos de
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movimiento y el uso de secuencias con tiempos de repeticién intermedios

mejoraran la relacién de senal/ruido sin afectar el tiempo de estudio [42].

Un beneficio importante de las particulas de ferrita es su efecto
monofasico sobre la intensidad de la sefal de los tejidos. Por consiguiente, a
un aumento progresivo en la dosis de ferrita puede Gnicamente reducir la
intensidad de la sefial de! higado hasta que los niveles del ruido de fondo sean
alcanzados. Este efecto representa una clara ventaja sobre el efecto bifasico de
los agentes de contraste paramagnéticos (Ej. gadolinio DTPA). Con tales
compuestos, la intensidad de la senal es criticamente dependiente de la
concentracion del material magnético en el tejido, y la intensidad del higado
puede estar aumentada o disminuida, un resultado que puede ser dificil de

predecir en vivo [79].

Podemos anticipar que el uso de las particulas de ferrita como agentes
de contraste para resonancia magnética permitira el desarrollo de técnicas

confiables de rastreo para la deteccion de cancer hepatico.

A causa del gran incremento en la diferencia de la intensidad de la sefal
en las imagenes dependientes de T2 entre el tumor y el higado, los resultados
pueden ser altamente predecibles y confiables. De hecho, la diferencia en el
contraste entre el tumor y el higado normal debe ser tan dramatica como en los
casos en los que se ha encontrado cancer hepatico coincidental con

hemocromatosis [80]. Sin embargo, debemos estudiar si la detecciéon de
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lesiones hepaticas focales que contienen elementos celulares fagocitico
mononucleares (Ej. hiperplasia nodular focal) o en las metastasis infiltrantes
difusas del higado, puede detectarse esta anormalidad. No obstante, si el
examen por resonancia magnética esta limitado a una sola secuencia de pulso,
los beneficios en la reduccion del tiempo de examen aumentarian el flujo de

pacientes, y por lo tanto se reducira los costos del estudio.

Aunque [a toxicidad de los materiales superparamagnéticos es
desconocida, recientemente la ferrita ha sido descubierta en ciertas especies
de péjaros, peces y bacterias, en las cuales su interaccién con el campo
magnético de la tierra juega un papel importante para la navegacion [81]. Por
consiguiente, la presencia de ferrita en tejidos vivos sugiere que algin grado de
aceptacion biolégica puede ocurrir. Ademas, los estudios toxicolégicos
practicados, no han demostrado ﬁepatotoxisidad, como fue mencionado

anteriormente.
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4.3 Aplicaciones Clinicas del Oxido de Hierro Superparamagnético como
Agente de Contraste para la Imagen Por Resonancia Magnética del Higado

Los agentes de contraste son usados para mejorar el contenido de la
informacion de las imagenes diagndsticas. En la radiografia simple y la
tomografia computada se explotan las propiedades de atenuacion a los rayos X
de las sales de bario o de las moléculas organicas iodadas. El ultrasonido
puede ser contrastados con la administracién de liquidos tales como el agua o
los ecorealzadores, y la medicina nuclear se basa fundamentalmente en la
administracion de radiofarmacéuticos. Similarmente, las iméagenes por

resonancia magnética pueden ser contrastadas con agentes magnéticos.

Hasta hace muy poco, la investigacién en imagen por resonancia
magnetica ha enfatizado el desarrollo de moléculas paramagnéticas que
primeramente actian para aumentar la relajacion del T1. El gadolinio DTPA es
actualmente el ejemplo mas exitoso de esta clase y ha sido aplicado
primariamente para aumentar el contraste en los estudios del sistema nervioso

central [82].

Las particulas de 6xido de hierro superparamagnético de 35 a 1000 nm
de diametro muestran una biodistribucion tejido-especifica hacia los tejidos que
contienen células del sistema fagocitico mononuclear, donde la droga reduce el
tiempo de relajacion T2, resultando en una pérdida de la intensidad de la sefial

en las imagenes de resonancia magnética [15, 23, 16, 83], y como se ha
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demostrado en la Seccion Preclinica de esta Tesis. Los datos preliminares
sobre el aclaramiento sanguineo muestran una considerable variacion de
paciente a paciente, y estudios futuros se requeriran para determinar la
influencia de la dosis administrada, la magnitud de la enfermedad hepatica, el
grado en que afectan las reservas existentes de hierro en el cuerpo, y la
funcién de las células fagocitico mononucleares. El ritmo de degradacion de las

particulas fagocitadas también puede variar.

Las células malignas no fagocitan particulas, y la intensidad de la sefial
de resonancia magnética del cancer no es alterada por la ferrita. Como
resultado del incremento de la diferencia en las intensidades de las sefiales del
cancer y del higado, se pueden detectar pequefias metastasis, y por lo tanto se
incrementa la certeza diagnéstica [45]. La ferrita produce una relacibn C/R
(Tabla IX) significativamente mejor que la que puede ser obtenida por la
manipulacion de los puros métodos de imagen. Los resultados de estos
estudios clinicos iniciales confirman los hallazgos de experimentos animales
previos y muestran que las imagenes de resonancia magnética con contraste
pueden demostrar lesiones milimétricas que no son visualizadas con imagen
por resonancia magnética sin contraste [45] o con tomografia computada con
contraste (Figuras 12c y 14b). Sin embargo, las secuencias de pulso utilizadas
en el presente estudio no suprimieron la intensidad de la sefial de las venas
intrahepaticas normales, lo cual causé dificultad en el diagndstico de las

lesiones milimétricas (Figuras 14d y 14e).
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La fase vascular (t 12 13 minutos) de biodistribucion de la ferrita podria
proporcionar una indicacion de la perfusién tisular por la induccién de los
cambios en la susceptibilidad magnética de los tejidos [27]. Las técnicas de
imagen rapida que son sensibles a las inhomogeneidades inducidas por la
femita en la susceptibilidad magnética de los tejidos pueden también ser

aplicadas al higado, bazo y médula 6sea (Figura 14e).

Las técnicas de secuencia de pulso més apropiadas para ia imagen de
resonancia magnética contrastada por fermita del higado estan ampliamente
disponibles y producen imagenes que tienen excelente cualidad en todos los
sistemas de imagen de resonancia magnética comerciales. La técnica de EE
500/28 usada en este estudio puede producir hasta 14 secciones a través del
higado en 4.5 minutos. La administracion de ferita 1 o 2 horas antes de la
imagen de resonancia magnética es mas conveniente que las técnicas usuales
de tomografia computada contrastada y puede esperarse que aumenten la
eficiencia de la utilizacion de las méaquinas, y por lo tanto disminuyan el costo

de los examenes de resonancia magnética.
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4.4 Evolucion y Aplicaciones Clinicas Actuales

Posterior a la realizacion de estos estudios, otros grupos han
corroborado nuestras investigaciones, tanto en el aspecto preclinico como en
aplicaciones clinicas del OHSP. En 1996 la Federal Drug Administration (FDA)
aprobd la solucién inyectable de 6xido de hierro, como el primer agente de
contraste a nivel mundial que es 6rganoespecifico, y que comercialmente se
distribuye, a partir del 2003, como Feridex |.V. en Estados Unidos y Canada, y
como Endorem TM, en Europa, Asia, Unidbn Soviética y Ameérica Latina,
incluyendo México, en donde estara disponible en el 2006 (Advanced

Magnetics, Inc.).

La principal aplicacion que se le ha dado a este medio de contraste, y de
hecho para lo que fue eprobado por la FDA, ha sido la deteccion y
caracterizacion de lesiones hepaticas. Existen numerosas publicaciones al
respecto, y en todas ellas se demuestra la superioridad de utilizar la IRM con
OHSP, comparada con la IRM simple u otro método diagnostico, en estas

aplicaciones (84-141).

Debido a las caracteristicas muy particulares de este agente de
contraste, descritas en esta tesis, el OHSP también tiene aplicacion clinica en
otras areas, como por ejemplo en la patologia del bazo (142), médula 6sea

(143-144), angiografia (145-147), y recientemente en el estudio de los ganglios



linfaticos, y como medio de contraste oral, existiendo inclusive patentes de

productos especificos para estas aplicaciones (Advanced Magnetics, Inc.).

Tomando en consideracion el alto costo de la atencién médica, y sobre
todo en lo referente al cuidado de los pacientes oncolégicos, es importante
documentar que el agregar un medio de contraste a los estudios de imagen de
estadiaje 0 de escrutinio sea realmente costo-efectivo y que determine la
conducta que se tomara para el manejo del paciente. A este respecto, también
se han hecho publicaciones que demuestran la efectividad del OHSP para
disminuir el nimero de estudios necesarios para llegar a un diagnéstico, ya que
la IRM en si, es superior a otros métodos de imagen para determinar extension
local y diseminacion a distancia, y aunado a esto la mayor sensibilidad y

especificidad que agrega el OHSP a las IRM (148-150).

Actualmente, el OHSP es un agente de contraste prototipo en muchas
areas de investigacion, como en la visualizaciéon de anticuerpos monoclonales,
receptores especificos, procesos inflamatorios donde intervienen macrofagos,

incluso en la determinacién de la actividad de una placa ateromatosa.
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