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PROPRIETA FONDAMENTALI

PROPRIETA FISICHE DEI MEZZI DI CONTRASTO
Capacita di riflessione del sangue
Riflessione lineare delle microbolle
Riflessione non lineare
Potenza acustica e frequenza di risonanza

CLASSIFICAZIONE DEI MEZZI DI CONTRASTO
Microbolle di gas libero
Microbolle di CO,
Microbolle d’aria incapsulate o stabilizzate
Microbolle di gas a bassa solubilita
Agenti selettivi organo-specifici
Applicazioni potenziali delle microbolle

F[CATORI

ACQUISIZIONE DEL SEGNALE DOPO INFUSIONE DI MdC.
TECNICHE DI ACQUISIZIONE CONVENZIONALI
Enhancement del segnale Doppler spettrale
Enhancement del segnale Color Power Doppler

SEQUENZE ECOGRAFICHE DEDICATE
Imaging armonico contrastografico
Imaging contrastografico in seconda armonica con ac-
quisizione in pulse o phase inversion
Stimulated Acoustic Emission (SAE). Flash echo imaging

TECNICHE DI INIEZIONE

APPLICAZIONI DEL MDC NEL RENE NATIVO
E NEL TRAPIANTO

La commercializzazione dei primi mezzi di contrasto
(MdC) per ecografia ¢ stata accompagnata da un grande
entusiasmo. Il rinforzo del segnale vascolare offriva al-
I'ecografia la possibilita di studiare la perfusione e ca-
ratterizzare i tessuti al pari della TC e della MRI con
contrasto. L'entusiasmo si ¢ rapidamente affievolito poi-
ché i dirompenti sviluppi dell’ecografia digitale hanno
migliorato la sensibilita del color e del power Doppler e
reso inutile I'uso del contrasto nella sua principale indi-
cazione, ossia il rinforzo della frequenza fondamentale.
Il risultato finale, anche a causa della bassa resistenza
acustica e della breve durata d’azione, ¢ stato il rapido
abbandono dei contrasti di prima generazione.

I MdC di seconda generazione, caratterizzati da una
maggiore resistenza acustica, sono stati immessi in com-
mercio quando la rivoluzione digitale e le applicazioni del-
I'imaging in seconda armonica erano gia completate. Si ¢
compreso, in questa fase, che i MdC andavano sfruttati non
per amplificare semplicemente il segnale fondamentale che
origina dal sangue circolante, ma per caratterizzare seletti-
vamente il circolo con il segnale in seconda armonica.
Questo ha stimolato la ricerca ed ha portato allo sviluppo
di tecniche d’analisi della perfusione parenchimale e di al-
goritmi di acquisizione contrasto-specifici che hanno avvi-
cinato 1'eco-contrastografia alla Angio-MRI funzionale ed
alle tecniche di medicina nucleare. Allo stato attuale, le
prospettive dei MdC sono nuovamente in una fase di stal-
lo, in quanto se in alcuni settori (ad esempio nella diagno-
stica differenziale delle lesioni focali del fegato) 1’'ecocon-

trastografia ha trovato un largo impiego, in altri settori
specialistici (dalla cardiologia alla nefrologia, dall’endocri-
nologia alla neurologia) non ha ottenuto risultati esaltanti.

Proprieta fondamentali

I mezzi di contrasto ecografici registrati e disponibi-

li in commercio, cosi come quelli in fase di studio e di

registrazione (MdC di “seconda generazione”), sono ac-

comunati da alcune proprieta fisiche fondamentali.

e Tutti i MdC sono costituiti da microbolle d’aria o da
microbolle di gas inerte, insolubile. Tutte le prepara-
zioni di MdC prevedono che le microbolle siano stabi-
lizzate in soluzione da un involucro lipidico o protei-
co biodegradabile (Fig. 1).

e Tutti i MdC, dopo iniezione ev, si diluiscono nel san-
gue sino a raggiungere una concentrazione massima
(principio della diluizione). A partire da questo livel-
lo di concentrazione 'enhancement generato dalle
microbolle riflettenti puo essere sfruttato lungo I'in-
tero sistema cardiovascolare: dal ventricolo sinistro
alle grosse arterie, dalle arteriole sino alle grandi ve-
ne periferiche ed al sistema portale.

e La durata del rinforzo vascolare pu6 variare da 2 a 10
minuti in base alla potenza acustica d’insonazione ed
alle caratteristiche del prodotto ed equivale alla durata
in circolo di una concentrazione minima di microbolle.

o

327



Cap_09_nuovo_OK

23-01-2008 08:02 Pagina 328

o

328

Fig. 1. Guscio DI MICROBOLLA. La microfotografia elettronica mostra il
“guscio” spesso e rigido di una microbolla d’aria incapsulata con albu-
mina denaturata.

e Le microbolle infuse in soluzione devono avere in
media un diametro inferiore alla lunghezza d’onda
degli US. Nella maggior parte dei MdC il diametro
medio ¢ di 3 pm, sebbene nel pooling o ambiente cir-
colante delle microbolle siano presenti unita di dia-
metro variabile da 1 a 10 pym (Fig. 2).

e ]l diametro di 3 p € considerato critico per le micro-
bolle per due diversi motivi: intanto, perché favori-
sce la risonanza delle stesse e la liberazione di fre-
quenza armonica con le comuni frequenze operative
del B-Mode (3.5 MHz); in secondo luogo, perché
questo diametro assicura facilmente il superamento
del filtro capillare polmonare e periferico.

e Tutti i MdC ecografici, a differenza dei contrasti io-

Fig. 2. MICROFOTOGRAFIA DI MICROAGGREGATI DI LEVOVIST®. Le microbolle di
Levovist® hanno un diametro variabile da 2 a 8 pm; il 97% delle mi-
crobolle ha un diametro < 6 pm. In sospensione le microbolle vengono
stabilizzate dal reticolo cristallino del galattosio e circondate da una
sottile pellicola molecolare costituita da acido palmitico che abbassa la
tensione superficiale del mezzo acquoso.

dati ionici o non ionici e del gadolinio chelato, non
diffondono nell’interstizio degli organi e dei tessuti
ma restano confinati esclusivamente nel lume vasa-
le sino all’esalazione del gas a livello polmonare.

e Taluni prodotti, in fase di sperimentazione, sono fa-
gocitati dal sistema reticolo-endoteliale del fegato,
della milza e dei linfonodi e per questo peculiare
comportamento sono considerati organo-specifici e
possono essere potenzialmente sfruttati a scopo dia-
gnostico e terapeutico.

e ['efficacia dei MdC si esaurisce dopo alcuni minuti
dall'iniezione ev. Il gas contenuto nelle microbolle
diffonde nel sangue ed esala negli alveoli polmona-
ri mentre l'involucro esterno biodegradabile, di na-
tura lipidica o proteica, viene rapidamente distrutto
nelle vie del metabolismo intermedio.

e Allo stato attuale, salvo rarissime segnalazioni, tut-
ti i MdC ecografici sono risultati atossici e privi di
effetti collaterali significativi.

Proprieta fisiche dei mezzi di contrasto

Capacita di riflessione del sangue. Il meccanismo
con cui il MdC esalta il segnale che origina dal sangue
circolante ¢ I'amplificazione dello scattering, cioe degli
echi che originano per dispersione semplice dalla com-
ponente corpuscolata del sangue. Ricordiamo breve-
mente che la dispersione semplice di Rayleigh descrive
gli effetti dell’interazione fra US e strutture di grandez-
za <10 pm, che il diametro comune dei globuli rossi ¢
di soli 6-7 pm, mentre la lunghezza d’onda di un fascio
di US con frequenza 5 MHz ¢ di 0.3 mm, vale a dire 300
pm. 11 MdC amplifica lo scatfering in quanto aumenta
la superficie o capacita di riflessione del sangue circo-
lante per la contemporanea presenza in sospensione nel
plasma degli eritrociti e delle microbolle di gas. La ca-
pacita di riflessione del sangue viene definita con la
notazione "as, ed ¢ strettamente legata alla concentra-
zione delle microbolle in sospensione e ad alcune pro-
prieta fisiche fondamentali delle stesse, ossia:

e numero e dimensioni;

e densita e comprimibilita.

La relazione che lega la capacita di riflessione del
sangue ai fattori segnalati ¢ la seguente:

Yag = (71?2 - Qg - Ny

ove: "cxs, ¢ il coefficiente di riflessione, r, ¢ il raggio
della microbolla; N, ¢ il numero di microbolle espres-
so in parti per milione (p.p.m.) e Q,, un coefficiente nu-
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merico strettamente legato alle caratteristiche di den-
sita e comprimibilita delle stesse. In altri termini, dopo
infusione in bolo del MdC la capacita di riflessione del
sangue ¢ direttamente proporzionale al numero di mi-
crobolle presenti in sospensione ed alle loro caratteri-
stiche di densita e comprimibilita, ma dipende anche in
modo diretto dal raggio della microbolla che nella rela-
zione interviene con la sua seconda potenza.

L’aria ed i gas inerti sono “i riflettori” che meglio ri-
spondono ai requisiti di densita e comprimibilita neces-
sari per ottenere un’ottima amplificazione dello scatte-
ring in quanto il coefficiente di ampiezza e di intensita
di riflessione dell’interfaccia aria-sangue ¢ molto eleva-
to e prossimo all'unita (rispettivamente 0.99 e 0.98).
Questo significa che I’energia degli US che colpisce le
microbolle d’aria circolanti viene quasi completamente
riflessa. Peraltro, il numero di microbolle necessario per
migliorare la capacita riflettente del sangue ed ottene-
re un effetto di amplificazione & molto contenuto (cir-
ca 1.3 p.p.m.). Le particelle di diametro <3 pm hanno
un coefficiente Q  di circa 200: questo significa che per
ottenere una significativa differenza di contrasto fra
tessuti stazionari e sangue circolante sono necessari so-
lo 1830 microbolle/ml di sangue.

Riflessione lineare delle microbolle. La chiave per
comprendere il meccanismo d’azione dei MdC ecografi-
ci e le possibili applicazioni cliniche ¢ la comprensione
dei fenomeni di interazione che si verificano fra poo-
ling ematico delle microbolle e fascio US incidente. In
linea di principio, quando le microbolle sono investite
dagli US entrano in vibrazione, cio¢ si contraggono e si
espandono sino ad implodere. Nella realta, il comporta-
mento delle microbolle del pool ematico varia in base
al loro diametro ed all’ampiezza acustica (o indice mec-
canico) del fascio incidente. Quando le microbolle ven-
gono investite da US a basso indice meccanico (<100
KPa o MI <0.1) vengono sottosposte ad una pressione
acustica positiva (compressione) e negativa (dilatazio-
ne) di basso grado. In queste condizioni, le microbolle
si comportano in modo lineare come semplici riflettori,
oscillano in modo simmetrico (Fig. 3) senza implodere,
per cui riflettono prevalentemente la frequenza fonda-
mentale. Questo comportamento fisico da origine ad un
fenomeno di riflessione lineare che si traduce in un
rinforzo diffuso, pitt 0 meno significativo, dello scatte-
ring che origina dal sangue circolante (Fig. 4).

Riflessione non lineare delle microbolle. L'oscilla-
zione delle microbolle aumenta di pari passo con la po-
tenza acustica del fascio incidente. Infatti, a mano a
mano che l'intensita acustica aumenta da 100 KPa a 1

Pressione

A~ a
acustica v . 4
Misura a
riposo
o ) I 4
Vibrazione A
microbolla e # (‘0‘
3 pm
Raggio
microbolla ﬁ_V'A_L

Fig. 3. RISONANZA SIMMETRICA DELLE MICROBOLLE E RIFLESSIONE LINEARE.
Quando le microbolle sono investite da un fascio di US con basso indi-
ce meccanico si comportano in modo lineare, riflettendo prevalente-
mente la frequenza fondamentale.

MPa (MI fra 0.1 e 1) l'oscillazione diventa non solo piu
intensa, ma anche asimmetrica poiché la fase positiva
o di compressione della microbolla diventa molto piu
rapida rispetto alla fase di decompressione o dilatazio-
ne. A questo punto la distorsione del fenomeno oscilla-
torio muta il comportamento fisico delle microbolle che
diventa non lineare (Fig. 5).

Cosa significa comportamento non lineare? Il movi-
mento oscillatorio delle microbolle in risonanza si ac-
compagna ad accumulo di energia meccanica in fase di
compressione e liberazione di energia in fase di decom-
pressione. La distorsione del fenomeno oscillatorio fa si
che in fase di decompressione della microbolla venga ri-
flessa e liberata non solo energia acustica con frequen-
za sovrapponibile a quella fondamentale (f,), ma anche
frequenze armoniche o subarmoniche, ossia frequenze
multiple (2f,, 3f,) e sottomultiple (0.5 f;,) (Fig. 6). 1l
comportamento non lineare delle microbolle in riso-
nanza si verifica in modo non dissimile nei tessuti sta-
zionari ove viene sfruttato con il Tissue Harmonic Ima-
ging. Lo stesso fenomeno di distorsione si realizza piz-
zicando una corda di chitarra con una certa forza o
suonando con maggior forza una nota di pianoforte: la
nota emessa avra un timbro forte e conterra, accanto
alla frequenza della nota fondamentale, anche quella
dei sovratoni della nota (sovratono ¢ il termine musica-
le usato per definire la presenza di frequenze corri-
spondenti all’ottava superiore). Il vantaggio fondamen-
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Fig. 4. RIFLESSIONE LINEARE E RISONANZA DELLE MICROBOLLE A BASSO INDICE MECCANICO. Quando le microbolle si comportano in modo lineare riflettono
prevalentemente la frequenza fondamentale. Questo comportamento fisico da origine ad un fenomeno di riflessione lineare che si traduce in un
rinforzo diffuso, pitt 0 meno significativo, dello scattering che origina dal sangue circolante. La frequenza riflessa dalle microbolle ¢ prevalente-

mente la frequenza fondamentale.

tale offerto dai MdC ¢ che la quota di segnale in se-
conda armonica che viene generato dalle microbolle ¢
di gran lunga superiore a quella generata dai tessuti
stazionari. Per questo motivo I'imaging in seconda ar-
monica ¢ la modalita piu indicata per sfruttare le pro-
prieta intrinseche dei MdC.

Potenza acustica e frequenza di risonanza. Il com-
portamento non lineare delle microbolle e la liberazione
di energia acustica in seconda armonica ¢ tanto mag-
giore quanto piu la frequenza del fascio incidente si av-
vicina alla frequenza di risonanza o frequenza di oscil-
lazione naturale della microbolla e quanto piu elevata ¢
la potenza acustica del fascio incidente (Tabella 1). As-
sumendo che una microbolla di 3 ym di diametro libe-
ra in soluzione acquosa abbia un comportamento linea-
re, ¢ possibile calcolare teoricamente la frequenza di ri-
sonanza e le variazioni discontinue del raggio in fun-
zione della frequenza di insonazione. Come mostrato
nella (Fig. 7) la frequenza centrale di risonanza di una
microbolla di questo diametro corrisponde alla frequen-

PN

Pressione
acustica
) i -
Vibrazione “ o '
microbolla ﬂ
|
3 um
Raggio
microbolla

Fig. 5. RIFLESSIONE NON LINEARE. Se la potenza acustica degli US aumen-
ta, la vibrazione delle microbolle tende a diventare asimmetrica: la fa-
se di compressione diventa piu rapida rispetto alla fase di decompres-
sione. Questo comportamento fisico non lineare si accompagna alla li-
berazione di frequenze armoniche.
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Fig. 6. RIFLESSIONE NON LINEARE E RISONANZA DELLE MICROBOLLE A BASSO INDICE MECCANICO. La distorsione del fenomeno oscillatorio si manifesta a ma-
no a mano che aumenta la potenza acustica del fascio incidente. In queste condizioni, durante la fase di decompressione della microbolla I'ener-
gia incidente viene ridistribuita in una frequenza sovrapponibile a quella del fascio incidente (fp), ed in una serie di frequenze armoniche (2fy, 3fo)
e subarmoniche (0.5 fp) a bassa potenza acustica. La propagazione non lineare degli US interessa in modo non dissimile anche i tessuti staziona-

ri ed ¢ alla base del Tissue Harmonic Imaging.

Picco Inpice MEccanico  COMPORTAMENTO COMPORTAMENTO
APPLICAZIONI
PRESSIONE (MI A 1 MHz) MICROBOLLE ACUSTICO
< 100 KPa <ol Oscllllazmne Rinforzo lineare della Rinforzo segnale
lineare frequenza fondamentale Doppler

0.1 >< 0.5 KPa 0.1 >< 0.5 Osc1ll§21one R.lnforzo e generam.one Imagerg perfusionale in
non lineare di frequenze armoniche real time (a basso MI)
Rottura ed Transient Acoustic Imaging perfusionale

> 05 14k =02 implosione Emission intermittente (ad alto MI)

Tabella. 1. COMPORTAMENTO FISICO DELLE MICROBOLLE IN UN CAMPO ACUSTICO.

za di circa 3 MHz, ossia alla frequenza che viene usata
comunemente per lo studio degli organi addominali.
Questa straordinaria e fortunata coincidenza spiega per-
ché i MdC ecografici possano essere somministrati in
piccole quantita e siano cosi efficaci.

Il comportamento non lineare delle microbolle ¢ stret-
tamente correlato anche con l'energia acustica del fascio

incidente che, come abbiamo ricordato nel paragrafo dedi-
cato agli effetti biologici degli US, viene misurato con un
parametro detto indice meccanico. L'indice meccanico di
un fascio US ¢ definito dal picco di pressione negativa de-
gli US e si calcola dividendo il valore di picco di pressione
negativa per la radice quadrata della frequenza incidente,
ossia MI = P, /\/f,- L'indice meccanico riflette la poten-

neg
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Fig. 7. DIAMETRO CRITICO E FREQUENZA DI RISONANZA DELLE MICROBOLLE INUN ~ C
CAMPO AcusTICO. Il grafico mostra come la frequenza di risonanza o fre- i 3 5 10 fm| 7
quenza naturale di oscillazione delle microbolle d’aria in un campo so- .
noro dipenda strettamente dalle dimensioni o raggio delle microbolle.
Per un diametro critico <3.5 pm, la frequenza di risonanza ¢ pari a cir- . . 5 3
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ca a 3 MHz. Queste dimensioni sono particolarmente utili per superare
il filtro capillare polmonare e periferico.

za acustica a cui sono esposti i riflettori e le microbolle d’a-
ria presenti nel campo acustico e viene misurato per con-
venzione nella zona focale del fascio US. Il valore numeri-
co dell'indice meccanico tende a decrescere nelle zone piu
lontane e laterali del campo sonoro in funzione dell’atte-
nuazione e della naturale divergenza del fascio. L'indice
meccanico varia nei sistemi ecografici delle varie aziende
costruttrici e deve essere obbligatoriamente indicato sul
monitor insieme al valore dell'indice termico. Picchi di
pressione negativa molto elevati possono generare feno-
meni di cavitazione, vale a dire di formazione e confluen-
za di microbolle tessutali 1a dove queste non esistevano.
Questi fenomeni si verificano tanto piu facilmente quanto
piu prolungato ed ampio ¢ il picco di pressione negativa.
La risposta delle microbolle al fascio US ¢ direttamente le-
gata al picco di pressione negativa (Fig. 8a, b, c).

Quando il diametro della microbolla rientra nelle di-
mensioni critiche e 'ampiezza degli US si avvicina alla
frequenza naturale di oscillazione o frequenza di risonan-
za, la microbolla si rompe ed il contenuto di aria o gas
inerte viene liberato nel sangue ed esalato negli alveoli
polmonari. Nel diagramma in (Fig. 9) sono schematizza-
ti i comportamenti fisici delle microbolle in un campo
acustico in funzione della potenza del fascio incidente.
Tuttavia, bisogna considerare che nell’'ambito delle mi-
crobolle esiste una variabilita di diametro per cui il pool
di microbolle in sospensione puo rispondere in modo di-
verso in base alle dimensioni, al contenuto di gas ed alla
distribuzione spaziale nel campo acustico. Nello stesso
modo, anche la pressione acustica del fascio incidente va-

Fig. 8a, b, c. VARIAZIONI DEL DIAMETRO DELLE MICROBOLLE CON PRESSIONE
ACUSTICA DI 12 KPa (A), 24 KPA (B) E 60 KPa (C). Immagine microsco-
pica del MdC immerso in un campo acustico. Le variazioni di diametro
sono state registrate con una telecamera ad altissima frequenza. (Cho-
mas JE et al. University of California, Biomedical Engineering Division,
Davis CA, USA; Proc. IEEE, Ultrasonics Symposium, 1999).

ria in base alla profondita di campo, alla distanza dalla
zona focale ed all’asse di propagazione degli US. In altri
termini, I'eterogeneita dei parametri puo giustificare una
risposta estremamente variabile del contrasto. Se le mi-
crobolle sono investite da US a bassa potenza generano
un rinforzo dello scattering per riflessione lineare, se so-
no investite da una potenza acustica leggermente piu ele-
vata generano un rinforzo del segnale fondamentale ed
energia armonica per riflessione non lineare. In ultimo, se
le bolle vengono investite da US ad alta potenza genera-
no uno scattering transitorio ad alta potenza. Per questo
¢ molto difficile predire la risposta dell'intero pool emati-
co di microbolle e spesso il comportamento teorico atte-
so, cio¢ I'emissione di frequenze armoniche e subarmoni-
che ben separate le une dalle altre, ¢ ben lontano dal
comportamento reale che porta alla sovrapposizione del
segnale di varia frequenza (Fig. 10). Una stessa micro-
bolla che si muove nel campo sonoro puo6 peraltro attra-
versare punti dove viene sottoposta a diverse pressioni
acustiche. Quando la microbolla ¢ nella zona focale vie-
ne esposta al massimo picco di pressione negativa, men-
tre quando ¢ in periferia viene esposta ad un campo acu-
stico molto piu debole. In sintesi, in uno stesso momento
e con la stessa potenza acustica il comportamento delle
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Fig. 9. RISONANZA DELLE MICROBOLLE E PRESSIONE ACUSTICA. Il comportamen-
to delle microbolle varia in relazione alla pressione acustica con cui ven-
gono insonate. Quando I'energia pressoria che investe le microbolle ¢ in-
feriore a 100 KPa le microbolle si comportano in modo lineare come sem-
plici riflettori degli US. A mano a mano che l'intensita acustica aumenta
da 100 KPa a 1 MPa (MI 0.2-1) il loro comportamento non ¢ piu lineare.
Le microbolle entrano in risonanza ed il periodo dell’oscillazione subisce
una distorsione per cui la fase di compressione diventa piu rapida rispet-
to alla fase di decompressione. Questo comportamento delle microbolle ¢
definito riflessione non lineare ed in fase di rilassamento genera segnale
acustico in seconda armonica. Quando le microbolle vengono sottoposte
a valori di pressione acustica >1 MPa implodono generando un segnale
acustico di alta intensita e ricco di frequenze armoniche (Emissione Acu-
stica Stimolata o Stimulated Acoustic Emission - SAE). In ogni caso, la
risonanza delle microbolle ¢ tanto piu efficace quanto piu la frequenza
del fascio incidente si avvicina alla frequenza naturale di risonanza.

microbolle pud essere estremamente variabile e generare
un rinforzo del segnale vascolare con meccanismi diver-
si. Per ricordare il fenomeno della risonanza e I'implosio-
ne delle microbolle citiamo un aneddoto molto simpatico
sul tenore Enrico Caruso. Si racconta, infatti, che il teno-
re fosse in grado di frantumare un calice di cristallo di

Comportamento teorico

Comportamento reale

Fig. 10. RISPOSTA DEL POOL EMATICO DI MICROBOLLE ALLA INSONAZIONE. La ri-
sposta del pool ematico di microbolle ¢ eterogenea e spesso il comporta-
mento teorico atteso, cioe I'emissione di frequenze armoniche e subar-
moniche ben separate le une dalle altre, ¢ ben lontano dal comportamen-
to reale che porta alla sovrapposizione del segnale di varia frequenza.

Boemia cantando a piena voce il do di petto. La perfor-
mance del grande tenore non era che un’espressione del
fenomeno di risonanza naturale di un mezzo elastico: le
onde sonore agivano sul cristallo come un’oscillazione
forzata. Se per una fortunata coincidenza la frequenza
applicata (do di petto) corrispondeva alla frequenza di ri-
sonanza naturale del cristallo, I’oscillazione risultante po-
teva avere un’ampiezza abbastanza grande da superare il
limite massimo del modulo elastico del cristallo e man-
dare il calice in frantumi.

Classificazione dei mezzi di contrasto

In questo momento sono disponibili, in fase di stu-
dio o di registrazione, circa 20 prodotti diversi. Le ca-
ratteristiche che contraddistinguono i singoli prodotti
I'uno dall’altro sono il tipo di interazione fra US e mi-
crobolle (tipo di gas, rigidita della capsula, diametro
medio e distribuzione del diametro nel pool di micro-
bolle), il grado di potenza acustica necessario per otte-
nere la liberazione di energia armonica, la capacita di
attraversare il filtro capillare polmonare e periferico e
la specificita d’organo. I mezzi di contrasto possono es-
sere classificati in base al tipo di gas contenuto nelle
microbolle (aria, perfluorocarburo, esafluoruro di zolfo,
dodecafluoruropentano, perfluroesano, perfluoropropa-
no), al tipo di capsula (rigida o leggera) ed alla natura
chimica della capsula (surfactante, lipidi, albumina so-
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nicata) (Tabella 2). La qualita di un mezzo di contrasto
¢ strettamente correlata alle caratteristiche della capsu-
la ed alla stabilita delle microbolle, alla diffusibilita ed
alla solubilita del gas, alla grandezza ed alla concentra-
zione delle particelle. La maneggevolezza dipende dalle
modalita di preparazione, dalla stabilita e dalla possibi-
lita di stoccaggio. La folleranza dipende dalla dose ne-
cessaria, dagli eccipienti e dagli effetti collaterali. Il co-
sto ¢ strettamente legato al numero di dosi necessarie
per eseguire un esame ed infine, il beneficio ¢ stretta-
mente legato ai risultati diagnostici per il paziente.

Microbolle di gas libero. La prima esperienza di
rinforzo del segnale ecografico ¢ stata segnalata durante
un cateterismo cardiaco nel 1967 da Gramiak e Shah.
Dopo aver iniettato nella cavita ventricolare del verde di
indocianina per calcolare la frazione di eiezione del ven-
tricolo sinistro, mentre eseguivano un’ecografia TM-Mo-
de notarono un marcato rinforzo del segnale ecografico.
In seguito, il fenomeno ¢ stato segnalato anche con uso
di soluzione fisiologica, soluzione glucosata al 5% o so-
luzioni acquose sonicate, cio¢ soluzioni arricchite di mi-
crobolle di aria per agitazione della soluzione. In tutti
questi casi il rinforzo deriva dalla riflessione degli US
sulle microbolle d’aria (interfaccia aria/liquido) che si
genera per fenomeni di cavitazione durante la prepara-
zione, I'agitazione e I'iniezione della soluzione. Il rinfor-
zo da soluzione sonicata ¢ evidente, ad esempio, duran-
te il riempimento forzato della vescica in pazienti con
catetere di Foley a dimora ed in cui ¢ necessario uno stu-

dio ecografico della parete vescicale. L'introduzione for-
zata di soluzione fisiologica in vescica si accompagna ad
un forte rinforzo del segnale del lume vescicale per ri-
flessione degli US sulle microbolle d’aria in soluzione,
formatesi per cavitazione nel corso dell’'infusione. Oltre
al rinforzo del segnale ecografico, le soluzioni acquose
sonicate possono rinforzare anche il segnale Doppler, ma
hanno due inconvenienti fondamentali dovuti alla
difformita delle dimensioni delle microbolle: il primo ¢
I'aggregazione con possibile formazione di emboli gas-
sosi in circolo, il secondo ¢ I'incapacita delle microbolle
di superare agevolmente il filtro polmonare.

Microbolle di CO,. Le microbolle di CO, libere, in-
trodotte per via arteriosa durante un cateterismo selet-
tivo, sono state utilizzate come contrasto ecografico per
lo studio delle lesioni focali del fegato. La CO, ¢ un gas
caratterizzato da un alto coefficiente di perfusione al-
veolare. Ha un’elevata solubilita plasmatica ed una vi-
scosita 400 volte minore rispetto ai contrasti iodati. L'i-
niezione arteriosa di CO, ¢ stata praticata durante il ca-
teterismo selettivo dell’arteria epatica eseguito per che-
mioembolizzazione di lesioni focali primarie. L'esame
ecografico eseguito subito dopo I'infusione di CO, con-
sente di osservare l'arrivo e la fissazione del contrasto
nella lesione tumorale che diventa intensamente ipere-
cogena. Questa tecnica si ¢ rivelata utile al radiologo
interventista per controllare gli effetti della chemioem-
bolizzazione ed evitare, in alcuni casi, I’esecuzione del-
la TC con lipiodol.

AziENDA

. CRUTICA. — Guscio/GAs StATO
ARMA( COMMERCIALE

Alliance Imagent® perﬂsu%rrfgec;[gﬂge-aria Approvato USA
Bracco Sono Vue® Esaﬂllsl(())?”florlcl)p(liglzolfo Approvato UE, USA

. . . Li i Approvato USA, Canada
Bristol Myers-Squibb Definity® P erﬂulg?g}())g;) o
Mallinckrodt/Nycomed- Optison® Albumina sonicata égg;g;ato Ue, USA,
Amersham Octafluoropropano
Mallinck N _ ® Albumina umana Approvato Ue, USA,
A;elrrsl}clai;)dt/ ycomed LAl denaturata [Aria C;Il)gada
Nycomed-Amersham Sonazoid® Perﬂulélrli)l((:lallbonio Sviluppo clinico
Schering Echovist® Matric%%;léllattosio Approvato Ue, Canada

. ) Libidi

Schering Levovist® jlkglial é?a%rggﬁéo UE, Canada,
Schering Sonavist® Polimeri t}i‘f&egradablh Sviluppo sospeso
Sonus Pharmaceuticals EchoGen® Perﬂu](;lr%llgieltn T Approvato USA, UE

Tabella. 2. MEZZI DI CONTRASTO PER ECOGRAFIA.
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Microbolle d’aria incapsulate o stabilizzate. Le bolle
di gas stabilizzate sono un’evoluzione delle bolle di gas
libero. In questo caso le microbolle sono mescolate ad
una sostanza solubile (galattosio, albumina umana dena-
turata) e stabilizzate da un guscio lipidico (acido palmiti-
co) o da un involucro di proteine denaturate insolubili
(frazioni di albumina insolubile). In questi MdC le micro-
bolle sono piu piccole di quelle di gas libero. L' Echovist®
ed il Levovist® (Schering AG, Berlino, Germania) e I’Albu-
nex® (Mallinckrodt Medical Inc. St Louis, USA) sono un
esempio di questo tipo di contrasti. Il Levovist® ¢ stato il
primo contrasto a base di microbolle d’aria ad essere re-
gistrato ed introdotto in commercio in Europa, Stati Uni-
ti, Canada e Giappone. Levovist® si presenta come una
polvere cristallina bianca, costituita per il 99% da parti-
celle di galattosio aggregate fra loro e per lo 0.1% da aci-
do palmitico (Fig. 11). Prima dell’'iniezione in vena il pre-
parato viene diluito con acqua sterile in quantita variabi-
li sino ad ottenere la diluizione desiderata. La soluzione
viene quindi agitata dolcemente per qualche secondo in
modo che i granuli di galattosio si disaggreghino e costi-
tuiscano microaggregati cristallini. L'aggregato cristallino
fornisce alle microbolle in soluzione dei punti di aderen-
za in forma di nicchie di 3-4 pm. L'acido palmitico forma
un sottile strato avvolgente intorno ai microaggregati cri-
stallini ed impedisce il rapido dissolvimento e I'esalazio-
ne dell’aria. La grandezza e la conformazione sterica dei
microaggregati cristallini sono decisive per l'incarcera-
mento e per il numero e la grandezza delle microbolle
d’aria. Il volume totale di gas per grammo di Levovist® ¢
di 100 pl, mentre la dimensione media delle microbolle ¢
di 2 ym (circa 6 pm entro il 97° percentile) ed il numero
totale di microbolle ¢ di circa 10"°/ml. Le microbolle sono
molto riflettenti e sufficientemente stabili per il transito
attraverso il filtro capillare polmonare.

Fig. 11. SosPENSIONE DI LEVOvVIST®. Aggregato cristallino e microbolle.

Numerosi studi hanno dimostrato che il comporta-
mento meccanico di Levovist® ¢ diverso in base alla po-
tenza acustica con cui vengono insonate le microbolle
(Fig. 12). Con indice meccanico basso (MI <0.4) il dia-
metro delle microbolle varia in modo sincrono con il
fascio degli ultrasuoni, senza deformarsi. Per questi li-
velli di potenza acustica, 1'enhancement deriva solo
dalla riflessione lineare della frequenza fondamentale
ed ¢ ben evidente sia in modalita Doppler spettrale sia
in modalita color e power Doppler. A potenza acustica
intermedia (MI fra 0.4 e 1.0), le microbolle aumentano
di diametro in modo asincrono con il fascio di US e la
risonanza porta all’emissione di frequenze armoniche.
Per questi livelli di potenza acustica, I'enhancement di-
venta ben registrabile con I'imaging in seconda armo-
nica ed in pulse inversion. Con potenze acustiche ele-
vate (MI >1.0), la distruzione delle microbolle ¢ massi-
ma e determina la liberazione di un intenso segnale
acustico transitorio con alto contenuto in armoniche.
Pertanto, il Levovist® ¢ in grado di amplificare il se-
gnale color Doppler, il segnale spettrale cosi come 1'i-
maging B-Mode in scala di grigio in pulse inversion.

Microbolle di gas a bassa solubilita. La capsula che
stabilizza le microbolle ¢ molto sottile e consente al gas
di diffondere rapidamente in soluzione nel sangue. La
rapidita con cui si realizza quest’evento dipende in par-
te dalle caratteristiche del MdC, ma varia da paziente a
paziente. Comunque, dopo iniezione ev in bolo I'effet-
tiva durata del rinforzo € di pochi minuti (3-5 minuti),
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Fig. 12. EMISSIONE ARMONICA DEL LEvoVIST®. Il diagramma riproduce lo
spettro del segnale eco che origina da un campione di contrasto inso-
nato con una frequenza di 3.5 MHz (ricreato e modificato da Becher H,
Burns PN. Handbook of contrast echocardiography, Berlin, Sprinter,
2000). 11 picco di maggior intensita interessa la frequenza di 3.5 MHz.
Nello spettro € chiaramente evidente un secondo picco (spettro delle ar-
moniche) a circa 7.5 MHz, cosi come un picco nello spettro delle su-
barmoniche a 1.875 MHz. Il segnale eco in seconda armonica ha un’am-
piezza di soli 13 dB inferiore a quello della frequenza fondamentale. L'i-
maging in seconda armonica deve isolare, senza sovrapposizione, la fre-
quenza fondamentale dalla frequenza in seconda armonica.
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in quanto il massimo effetto si manifesta al primo pas-
saggio. | contrasti piu recenti, detti di seconda genera-
zione, sono caratterizzati da una maggiore stabilita e
durata d’azione, da una minore solubilita dei gas con-
tenuti nelle microbolle e da una maggiore resistenza
dell'involucro lipidico all’insonazione. Tutte queste ca-
ratteristiche migliorano la durata e l'efficacia del con-
trasto, sebbene esistano delle differenze rilevanti fra i
singoli prodotti disponibili in commercio. Optison®
(Malinkrodt/Nycomed-Amersham, Oslo, Norway), ad
esempio, ¢ costituito da microbolle di perfluoropropano
incarcerate in un involucro d’albumina denaturata ed
insolubile, simile all’Albunex®. Questo contrasto reagi-
sce all’insonazione in un modo completamente diverso
rispetto al Levovist® e libera un segnale armonico mol-
to intenso con impulsi di bassa potenza. EchoGen® (So-
nus Pharmaceuticals, Bothell, USA) contiene anch’esso
un gas perfluorato, il perfluoropentano, che in soluzio-
ne acquosa ha la caratteristica di diventare gas solo
quando si riscalda a temperatura corporea.

Sonovue® (Bracco SpA, Milano, Italia), Definity® (Bri-
stol/Myers-Squibb, Inc, Boston USA) ed Imagent® (Al-
liance, San Diego, USA) sono invece esempi di un’impor-
tante famiglia di contrasti in cui I'involucro ¢ costituito
da fosfolipidi ed il gas ¢ rispettivamente 1'esafluoruro di
zolfo nel primo caso ed il perfluoropropano negli altri
due. I MdC contenenti gas perfluorati ad elevato peso
molecolare (perfluorocarburi come il perfluoropropano ed
il perfluoropentano) e 'esafloruro di zolfo hanno il van-
taggio di migliorare il rinforzo vascolare rispetto alle mi-
crobolle d’aria sia per la minore solubilita del gas nell’ac-
qua e nel plasma, sia per la maggiore durata in circolo
(circa 10 minuti dopo l'iniezione in bolo). In Tabella 3

vengono riportate le caratteristiche e le principali appli-
cazioni cliniche dei MdC disponibili in commercio.

Agenti selettivi organo-specifici. Fra i nuovi MdC in
fase di studio particolarmente interessanti appaiono le ca-
ratteristiche di Sonavist® (Schering AG, Berlino, Germa-
nia), un polimero biodegradabile che stabilizza le micro-
bolle d’aria di diametro fra 1-2 pm con un involucro sta-
bile. L'involucro delle microbolle ¢ costituito da polibutil-
2-cianoacrilato, un polimero da lungo tempo usato in
chirurgia come adesivo tessutale e che forma una pellico-
la di circa 100 nm di spessore intorno alle microbolle. La
stabilita del polimero consente la fagocitosi delle parti-
celle da parte delle cellule del sistema reticolo-endotelia-
le del fegato e conserva intatte le caratteristiche d’elasti-
cita della microbolla che pu6 vibrare pili a lungo e con
ampiezza elevata quando ¢ investita da un fascio di US.
L'elevata stabilita delle microbolle consente una lunga
persistenza del contrasto in circolo e la cattura delle mi-
crobolle da parte del sistema reticolo-endoteliale del fe-
gato, della milza e dei linfonodi. Per questo, Sonavist®
puo essere considerato un contrasto organo specifico.

Sonavist® consente teoricamente due diverse fasi dia-
gnostiche: una prima fase iniziale legata alla diffusione
delle microbolle nel sangue (blood-pooling) ed una secon-
da legata alla captazione delle microbolle da parte del si-
stema reticolo-endoteliale. I tumori primitivi del fegato o
le metastasi epatiche prive di cellule del sistema reticolo-
endoteliale possono essere differenziati dal tessuto epati-
co normale ricco di cellule reticolari. Il fegato normale
mostra un caratteristico rinforzo del segnale ed appare
iperecogeno in B-Mode, mentre al campionamento color
Doppler mostra un forte segnale policromatico esteso a

MoC @ MICROBOLLE STABILITA  SUPERAMENTO APPLICAZIONI CLINICHE
(um) (MINUT)  FILTRO POLMONARE

Albunex® 3-8 <1 si Margini endocardio

Echovist® 2 <1 no Cavita cardiache di destra
Shunt cardiaci

Levovist® 2 <5 si Imaging cuore, fegato, rene

EchoGen® 2-5 <5 si Imaging cuore

. . Contrastografia cavita cardiache e
® -

Optison 2-4,5 <5 st definizione margini ventricolo sinistro
Contrastografia cavita cardiache e
margini del ventricolo sinistro.

Sono Vue® 2.5 <5 si Contrastografia vasi celebrali, carotide,
arterie periferiche.

Vascolarizzazione mammella, fegato, rene
Contrastografia cavita cardiache e

Definity® 1.1-3.3 <10 si geﬁnizione margini ventricolo sinistro.

rostata

Tabella 3. CARATTERISTICHE CLINICHE DEI PRINCIPALI MDC DISPONIBILI IN COMMERCIO.
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tutto il parenchima, ma assente nelle lesioni focali tumo-
rali prive di cellule reticolari. Il tumore appare anecogeno
in B-Mode e privo di rinforzo al color Doppler.

Applicazioni potenziali delle microbolle. Al di la del
rinforzo del segnale endovascolare, diversi lavori speri-
mentali hanno segnalato molte altre potenziali applicazio-
ni delle microbolle. Di particolare interesse, ad esempio, ¢
il sinergismo fra US e MdC a scopo terapeutico. E’ stata
segnalata la possibilita di distruggere coaguli (Siegel R,
Carter R, 1996), tumori (Simon R et al. 1993), calcoli re-
nali e della cistifellea (Brink K et al. 1990) veicolando far-
maci rilasciati “in loco” con la rottura delle microbolle. E’
stata segnalata anche la possibilita di veicolare farmaci ci-
tostatici (Vreger R, 1992) o materiale genetico (Wertchies
et al 1994) per la transfezione genica, nonché la possibi-
lita di marcare le microbolle con anticorpi monoclonali in
grado di riconoscere epitopi sito-specifici presenti sulla
superficie cellulare di strutture normali o patologiche. La
possibilita di veicolare materiale genico, anticorpi mono-
clonali e farmaci apre una strada potenzialmente utile sia
per la diagnosi, sia per la terapia organo-specifica.

Acquisizione del segnale dopo infusione
di MdC.

Dopo infusione ev, i MdC rinforzano il segnale di
scattering vascolare di circa 25-30 dB. Questo rinforzo,
legato alla riflessione lineare, ¢ dose dipendente e ben
documentabile con il Doppler spettrale ed il color power
Doppler. In realta, l'interazione fra US e MdC nel pool
ematico ¢ molto pili complessa in quanto le microbolle
modificano il segnale che origina dal sangue circolante
in base alla potenza acustica del fascio incidente, per cui
il rinforzo dello scattering ¢ solo una di queste azioni.

TECNICHE DI ACQUISIZIONE CONVENZIONALI

Enhancement del segnale Doppler spettrale. Nell'a-
nalisi spettrale, il rinforzo da MdC si traduce in un au-
mento dell'intensita (brillanza) dei vari segmenti della
curva velocita/tempo. Il rinforzo puo superare il dynamic
range dell’apparecchiatura e generare artefattualita con
comparsa di clutter e wall thump artifact da rinforzo del
segnale Doppler. Questi artefatti possono essere limitati
riducendo il guadagno totale del Doppler spettrale.

Enhancement del segnale Color Power Doppler. In
modalita color Doppler, il rinforzo dello scattering da

un lato migliora il disegno dei piccoli vasi e dei vasi
con bassa intensita di segnale (vasi profondi, vasi con
flusso lento), dall’altro genera artefattualita. Nelle nor-
mali applicazioni, la regolazione delle funzioni Doppler
¢ un compromesso fra sensibilita, risoluzione e frame
rate e comporta aggiustamenti continui della PRF, del
filtro di parete, del guadagno totale, della densita di li-
nea, della profondita di campo, della persistenza del-
I'immagine e del dynamic range. 1l rinforzo del segnale
endovascolare rende, spesso, inappropriate queste im-
postazioni e richiede rapidi aggiustamenti della PRF,
del guadagno e del filtro. Il rinforzo esalta il rumore ed
i flash artifacts da movimento ma, in particolare, gene-
ra sbavatura simmetrica del colore e nelle fasi iniziali
una sovrasaturazione artefattuale del colore che prende
il nome di blooming. 1 vasi campionati appaiono piu
grandi perché il rinforzo colora erroneamente molti
pixel disposti a ridosso della parete vascolare generan-
do una sbavatura simmetrica del colore. 11 blooming,
invece, definisce '’effetto mosaico ad alta intensita che
si registra nel lume del vaso campionato. L'artefatto ap-
pare come un’improvvisa variegata fioritura del lume
che raggiunge la massima intensita subito dopo l'infu-
sione del MdC con il picco di concentrazione, per ri-
dursi progressivamente con la distruzione delle micro-
bolle. L'effetto blooming puo essere contenuto riducen-
do la sensibilita, il guadagno colore totale e la persi-
stenza, ed aumentando la PRF.

Il power Doppler, come abbiamo ripetuto piu volte,
rappresenta la potenza acustica registrata nella finestra
color Doppler, per questo in modalita power molti de-
gli artefatti indotti dall'infusione di MdC, come il bloo-
ming e la sbavatura simmetrica del colore, vengono
sensibilmente ridotti o scompaiono. Anzi, la sensibilita
specifica del power per i flussi lenti viene esaltata ulte-
riormente dall’amplificazione del segnale endovascola-
re. Per questo il power Doppler ¢ la modalita di imma-
gine piu indicata negli studi di perfusione con MdC con
o senza uso di seconda armonica.

SEQUENZE ECOGRAFICHE DEDICATE

La visualizzazione del microcircolo e la caratterizza-
zione tessutale rappresentano una vera sfida per tutte le
tecniche morfologiche contrastografiche. In ecografia,
la caratterizzazione del microcircolo richiede la disponi-
bilita di apparecchiature estremamente sensibili, capaci
di rappresentare il segnale molto debole che origina dai
piccoli vasi dove il flusso ¢ lento, ma anche di differen-
ziarlo dal rumore di fondo perivascolare (color noise,
clutter, speckle). Poiché i MdC ecografici restano confi-
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nati in ogni caso nel letto vascolare, la ricerca ecografi-
ca nei primi anni 2000 ha dovuto sviluppare sequenze
ecografiche contrasto-specifiche per potere isolare il se-
gnale vascolare rinforzato e distinguerlo dalle artefat-
tualita del rumore di fondo, anch’esso rinforzato dal
MdC. In quest’ottica, la comprensione della risposta non
lineare delle microbolle ha rappresentato lo stimolo ver-
so lo sviluppo dell’imaging in seconda armonica.

Imaging armonico contrastografico (Contrast
Enhanced Ultrasound — CEUS). L'imaging armonico ¢ il
risultato di una serie di fortunate coincidenze. La prima ¢
rappresentata dalla corrispondenza fra dimensione critica
di risonanza delle microbolle d’aria (3 mm) e la frequen-
za comunemente usata per le applicazioni diagnostiche
addominali. La seconda coincidenza ¢ che lo sviluppo
della seconda armonica ha coinciso con lo sviluppo del
beamformer digitale e la costruzione di sonde multifre-
quenza. Queste ultime, in particolare, sono capaci di tra-
smettere e ricevere una larga banda di frequenze e di rap-
presentare singolarmente la frequenza fondamentale e la
seconda armonica, senza sovrapposizione (Fig. 13).
Quando il Levovist® venne introdotto in commercio, 1'in-
tento dell’azienda farmaceutica produttrice era quello di
sfruttare il rinforzo del segnale Doppler ottenuto con la
riflessione lineare, poich¢ le apparecchiature analogiche
disponibili alla fine degli anni '90 non erano capaci di
rappresentare il debole segnale in seconda armonica.

Lo sviluppo del digital beamformer e delle sonde a
banda larga ha portato al rapido sviluppo dell'imaging
B-Mode, color e power Doppler in seconda armonica
con MdC (Imaging contrastografico in seconda armoni-
ca). Peraltro, anche se questa tecnica di acquisizione era
stata specificamente studiata per i MdC, il rapido mi-
glioramento del dynamic range e delle capacita di cal-
colo ha permesso di sviluppare anche 'imaging armo-
nico tessutale che presenta in scala di grigi il segnale in
seconda armonica originante dai tessuti stazionari. Se
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Fig. 13. SoNDA AD AMPIA BANDA. Separazione delle bande di frequenza
fondamentale ed armonica.

lo strumento opera una selezione sul segnale di ritorno
eliminando la frequenza fondamentale, sul monitor sa-
ranno automaticamente rappresentati solo i segnali de-
rivanti dal rinforzo vascolare in armonica, con un net-
to miglioramento del rapporto segnale/rumore e senza
artefatti derivanti dalle strutture adiacenti. Impropria-
mente viene eseguita una sottrazione digitale non mol-
to diversa da quella comunemente utilizzata in angio-
grafia digitale (Fig. 14, 15). La seconda armonica con-
sente di evidenziare anche vasi di diametro molto pic-
colo (<40 p) con flussi veramente lenti.

Fig. 14. PIELONEFRITE FOCALE SU TRAPIANTO. (A) Immagine B-Mode ad al-
ta risoluzione del polo superiore del rene. L’aspetto morfologico denota
una lieve disomogeneita ipoecogena del polo, ma ¢ estremamente aspe-
cifico. (B) L'infusione di MdC e I’acquisizione in seconda armonica del
segnale power Doppler consentono di evidenziare anche vasi corticali di
diametro molto piccolo (<40 pm) con flussi veramente lenti e di defini-
re I'area parenchimale ipoperfusa. La diagnosi differenziale con l'infar-
to segmentale puo derivare pero esclusivamente dal contesto clinico.
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Fig. 15. SEQUENZA CONTRASTOGRAFICA IN B-MODE 0 IMAGING PERFUSIONALE DEL RENE NATIVO. Paziente con stato febbrile persistente, dolore al fianco, mi-
croematuria, leucocitosi ed alterazione degli indici di flogosi dopo infezione delle vie urinarie trattata con terapia antibiotica per os. (A) L'imma-
gine B-Mode non evidenzia lesioni parenchimali specifiche. (B) Immagine dopo infusione in bolo del MdC. (C) La perfusione corticale evidenzia
un’area triangolare, irregolare, con base volta alla superficie del rene ed apice volto verso il seno renale. (D) La lesione focale tende a delinearsi
con maggiore evidenza nella fase di plateau di concentrazione del MdC. Il contesto clinico depone per una diagnosi di nefrite focale infettiva.

Imaging contrastografico in seconda armonica con
acquisizione in pulse inversion. La tecnica di sottra-
zione digitale non ¢ molto diversa da quella comune-
mente usata in angiografia digitale ed ¢ stata la prima
tecnica adottata per isolare il segnale in seconda armo-
nica. Con questo metodo il ricevitore filtra elettronica-
mente la frequenza fondamentale (f;) e rappresenta so-
lo il segnale in seconda armonica (2f,) che origina dai
vasi. Limmagine ¢ priva di artefatti da rumore e da mo-
vimento, ma molto scarna e povera di informazioni.

La Pulse Inversion ¢ una sequenza di acquisizione
introdotta e brevettata da ATL-Philips verso la fine de-
gli anni '90 e sviluppata successivamente anche da al-
tre aziende con trade mark dai nomi pili o meno pitto-
reschi (Phase Inversion, etc..). La tecnica ¢ gia stata de-
scritta nel capitolo sugli avanzamenti tecnologi, per cui
ci soffermeremo brevemente solo su alcuni aspetti fon-
damentali. La pulse inversion parte da due acquisizioni
della tecnologia digitale: 1) le sonde a larga banda in
grado di rappresentare correttamente senza sovrapposi-
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zione il segnale armonico e la frequenza fondamentale;
2) la disponibilita di un range dinamico esteso sino a
120-150 dB. Nella sequenza di acquisizione, la fre-
quenza fondamentale viene sottratta senza uso di filtri
elettronici sfruttando le caratteristiche di risonanza del-
le microbolle. Questo consente di operare in trasmissio-
ne e ricezione con impulsi a banda larga e di migliora-
re la risoluzione spaziale e di contrasto. Su ciascuna
delle linee di vista del campo sonoro vengono lanciati
due impulsi in rapida sequenza: il primo € in fase (90°)
mentre il secondo impulso, simile al primo, ¢ in con-
trofase (a 180°). Qualsiasi riflettore che si comporti in
modo lineare a basso indice meccanico (ad esempio, i
globuli rossi, il MdC) risponde ai due impulsi in con-
trofase con due segnali di uguale ampiezza, ma in fase
inversa. Questi segnali si annullano a vicenda, quando
vengono sommati dal ricevitore. Il segnale in seconda
armonica che si libera dalle microbolle in risonanza
raggiunge la sonda in fase e si somma algebricamente
nel ricevitore. In altri termini, mentre la frequenza fon-
damentale si annulla sommandosi, la seconda armoni-
ca raddoppia in ampiezza.

L'imaging in seconda armonica in pulse inversion
puo essere applicato al Doppler spettrale, al color ed al
power Doppler e puo essere rappresentato in scala cro-
matica o in scala di grigi. La rappresentazione del
rinforzo endovascolare in scala di grigi rappresenta
un’immagine morfologica basata esclusivamente sul
rinforzo vascolare nel macro e microcircolo parenchi-
male e viene definita imaging perfusionale in scala di
grigi (Fig. 16). Nel rene con funzione normale, dopo in-
fusione in bolo ev di MdC la perfusione renale inizia
dopo circa 15 secondi. Il contrasto perfonde prima la
corticale con un effetto tipo “tutto o nulla” e, dopo 30-
40 secondi, la midollare del rene. L'imaging perfusiona-
le completa I'’esame B-Mode nella diagnosi delle pato-
logie ischemiche del rene (trombo-embolia dell’arteria
o della vena, steno-ostruzione di rami segmentari o ac-
cessori). Inoltre, si ¢ rivelato particolarmente utile nel-
la diagnosi differenziale della pielonefrite focale che al-
tera la perfusione parenchimale normale per comparsa
di aree mute o ipoperfuse (Fig. 15). Purtroppo, al di la
della spettacolarita, 1'imaging perfusionale fornisce
scarse informazioni sulle patologie parenchimali primi-
tive e secondarie del rene nativo e del trapianto.

Stimulated Acoustic Emission (SAE). Flash echo
imaging. La distruzione continua delle microbolle da
parte del fascio US riduce progressivamente 1’efficacia
del MdC. L'insonazione intermittente del parenchima
facilita invece I'accumulo delle microbolle nei vasi ca-
pillari. Questa sequenza d’acquisizione prende il nome

di transient o intermittent imaging, ma ¢ anche cono-
sciuta con i nomi di Stimulated Acoustic Emission
(SAE), Loss off correlation o LOC imaging, Flash echo
imaging. Essa puo essere applicata utilizzando la dura-
ta di un intero ciclo cardiaco o congelando e sconge-
lando in modo intermittente 'immagine e rivedendo i
frames acquisiti con un cineloop. 1l rinforzo da contra-
sto diventa molto alto subito dopo il congelamento del-
I'immagine e I'arresto della trasmissione di US, mentre
cade rapidamente nei millisecondi successivi quando
I'immagine viene scongelata e riparte I’emissione di US
che determina una distruzione continua delle microbol-
le. Questa tecnica di acquisizione riduce significativa-
mente il frame rate ma migliora il segnale e la durata
in circolo dei MdC. L’acquisizione intermittente dell’'im-
magine pud essere combinata con la modalita in se-
conda armonica.

Tecniche di iniezione

Per le applicazioni renali possono essere adottate tre
diverse tecniche di iniezione:

e L’iniezione in bolo (<5 secondi). Questo metodo &
utile quando si vuole valutare semplicemente lo sta-
to di permeabilita dei vasi mentre diventa indispen-
sabile per gli studi dinamici. L'iniezione in bolo tut-
tavia crea degli artefatti legati all’eccesso di segnale
nella fase iniziale arteriosa (blooming in modalita
color Doppler e saturazione in modalita Doppler
spettrale).

e L’iniezione piu lenta, fra 10 e 20 secondi, previene
la formazione di artefatti grazie ad un picco di con-
centrazione piu basso e quindi di un rinforzo di mi-
nore intensita ma di durata significativamente piu
prolungata.

e L’iniezione molto lenta (nell’ordine di 20-40 secon-
di) puo essere ottenuta con l'uso di siringhe auto-
matiche.

Applicazioni del MDC
nel rene nativo e nel trapianto

Teoricamente il rene ¢ un organo privilegiato per lo
studio con MdC. Nell’adulto a riposo ciascun rene rice-
ve una portata ematica di circa 500-600 ml/min, pari a
circa il 10% della portata cardiaca. Tuttavia, lo studio
della vascolarizzazione renale si presta a numerose li-
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Fig. 16. PERFUSIONE DEL PARENCHIMA RENALE DOPO INFUSIONE EV DI SONOVUE®. Frames acquisiti in sequenza su rene nativo normale dal 15° al 21° se-
condo dopo infusione in bolo di Sonovue®. Il contrasto perfonde in modo progressivo, con effetto tipo “tutto o nulla” dapprima la corticale e do-

po circa 30-40 secondi la regione midollare.

341

B o



Cap_09_nuovo_OK

23-01-2008 08:02 Pagina 342

o

342

mitazioni legate alla morfologia delle arterie ed alle va-
riazioni emodinamiche del circolo intrarenale che ri-
sente di numerosi fattori di regolazione nervosi, ormo-
nali (sistema renina-angiotensina, trombossano, pro-
staglandine), farmaci (furosemide, inibitori dell’enzima
di conversione, etc..).

La maggior parte dei lavori sperimentali nell'uomo
sui campi d’applicazione clinica dei MdC risale agli an-
ni ‘95-2000. Diversi lavori hanno dimostrato l'interesse
del Levovist (Schering) e dell’Echogen (Sonus, Mallink-
rot) nella ricerca dei segni diretti o indiretti di stenosi
dell’arteria renale. In un esteso studio multicentrico eu-
ropeo l'iniezione di Levovist migliorava sia la sensibi-
lita e la specificita dell’esame, sia la percentuale di esa-
mi completi dell’arteria renale principale, in particolar
modo nei soggetti obesi e nei pazienti con malattia
cronica del rene nei quali la riduzione della portata
ematica rende estremamente difficile I'esame color
Doppler. Negli studi monocentrici I'uso del Levovist o
dell’Echogen ha permesso di portare al 95% la percen-
tuale di fattibilita dell’esame Doppler delle arterie rena-
li principali e segmentarie, di migliorare 1’evidenziazio-
ne delle arterie polari e di migliorare la sensibilita e la
specificita nella diagnosi di stenosi dell’arteria renale.

L'enhancement del segnale Doppler dei piccoli vasi si
¢ rivelato molto utile per caratterizzare il pattern va-
scolare delle lesioni tumorali. La neovascolarizzazione
tumorale ha sempre un’architettura anomala, caotica,
irregolare. Nell’adulto, 1'80-90% delle masse renali so-
lide ¢ rappresentata dal carcinoma a cellule renali. La
diagnosi differenziale del carcinoma renale comprende
gli pseudotumori, la nefrite focale batterica, i tumori
benigni (angiomiolipoma, oncocitoma) o altri tumori
maligni piu rari (linfoma, sarcoma, metastasi). A diffe-
renza del fegato, non esistono lavori sull'uso dei MdC
nella diagnosi differenziale delle masse focali renali. Al
contrario, la caratterizzazione delle masse tumorali del
rene con MdC ¢ stata oggetto di numerosi lavori che
hanno dimostrato una diffusa ipervascolarizzazione dei
noduli di carcinoma a cellule renali. In verita, I'interes-
se del pattern vascolare del nodulo tumorale resta alea-
toria avendo gli studi angiografici dimostrato il carat-
tere aspecifico degli aspetti di ipervascolarizzazione de-
scritti nei vari tumori. La dimostrazione del circolo nel
contesto del tumore si ¢ rivelata invece utile nella dia-
gnosi differenziale dei piccoli tumori o nei casi in cui la
TC ¢ difficile da interpretare per I'effetto di volume par-
ziale. Nelle lesioni cistiche di tipo 2 e 3 secondo la clas-
sificazione di Bosniak, lo studio attento della settazio-
ne o della parte strutturata intralesionale permette di
orientare la diagnosi verso la natura della malattia in
modo non dissimile dai criteri di perfusione usati in TC

o MRI. Nei tumori pitt voluminosi, il rinforzo di segna-
le permette di migliorare lo studio della distribuzione
vascolare. La scansione della lesione e la ricostruzione
3D permettono di ottenere nei casi favorevoli una rap-
presentazione qualitativa dei vasi normali e patologici
e di produrre una sorta di cartografia vascolare. L'as-
sociazione del MdC con la ricostruzione 3D puo essere
utile nei casi in cui un bilancio di estensione intrarena-
le del tumore ¢ fondamentale per pianificare una chi-
rurgia conservativa o nei casi in cui ¢ necessario valu-
tare I’estensione del tumore in vena renale e in vena ca-
va inferiore e valutare I’aderenza del trombo neoplasti-
co sulla parete venosa.

Diversi lavori sperimentali hanno dimostrato I'atti-
tudine dei MdC a visualizzare i difetti di vascolarizza-
zione renale da infarto segmentario. L'ecografia con-
venzionale B-Mode non mostra alcuna variazione del-
la struttura parenchimale nella prima ora che segue
I'infarcimento emorragico, mentre l'iniezione di MdC
permette di mostrare immediatamente un difetto di va-
scolarizzazione con geometria triangolare, a limiti net-
ti, con la base rivolta verso la corticale sottocapsulare.
Questo si rivela particolarmente utile in un paziente che
si presenta con una crisi di lombalgia acuta, ematuria
e/o febbre e potrebbe avere applicazioni anche nella
diagnostica delle pielonefrite e della necrosi corticale
acuta dove I'approccio in power Doppler pud non esse-
re cosi semplice a causa degli artefatti indotti dai mo-
vimenti respiratori, dalle pulsazioni arteriose trasmesse,
dai movimenti intestinali e dall’attenuazione in profon-
dita (Fig. 14, 15).

Dopo infusione in vescica, il MdC ha rivelato con
buona sensibilita il rigurgito di urina nelle cavita cali-
co-pieliche o nell'uretere retrovescicale. Questa tecnica
potrebbe sostituirsi in certuni casi alla cistografia min-
zionale retrograda o alla cistografia minzionale con ra-
dioisotopi per la diagnosi di reflusso vescico-ureterale.
Anche la ricerca di vasi polari responsabili di una sin-
drome giuntale sembra essere promettente. La trombo-
si della vena renale nei pazienti con insufficienza rena-
le, in caso di sindrome nefrosica o in rianimazione, €
spesso difficile da confermare o escludere in ragione del
basso flusso sanguigno renale e/o delle condizioni di
esecuzione del color Doppler. L'iniezione di MdC do-
vrebbe permettere di evidenziare il segnale nei vasi ve-
nosi, abbreviare il tempo e migliorare I'efficacia dell’in-
dagine.

Le applicazioni cliniche del MdC nel trapianto si li-
mitano a patologie vascolari di nicchia. Lo studio color
Doppler dell’arteria principale, una delle prime applica-
zioni cliniche del Levovist®, ha fornito risultati non
esaltanti che indicano un miglioramento della fattibi-
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lita dell’esame, della definizione anatomica dei vasi
principali ed una riduzione della percentuale di insuc-
cessi tecnici. Le indicazioni sull'uso del MdC derivate
dagli studi clinici presenti in letteratura segnalano 1'u-
tilita del Levovist® nella valutazione della riperfusione
del rene dopo angioplastica, nella diagnosi di infarto
segmentale nel trapianto e nel rene nativo, nella dia-
gnosi differenziale tra occlusione completa e sub-oc-
clusione dell’arteria principale, nella diagnosi di aneu-
risma dei rami segmentali dell’arteria renale e di trom-
bosi della vena renale.

Il ruolo del contrasto non appare dirimente nella
diagnosi differenziale fra ischemia e pielonefrite focale
al di fuori del contesto clinico e nella caratterizzazione
delle lesioni solide renali benigne e maligne. Negli
pseudotumori (come l'ipertrofia della colonna mesore-
nale) il rinforzo del segnale migliora la definizione del-
I’anatomia vascolare normale. Il MdC ¢ importante in-
vece nella diagnosi delle fistole artero-venose a basso
flusso (congenite o iatrogene), difficilmente documen-
tabili con il color power Doppler. L'utilita del contrasto
¢ risultata modesta nella diagnosi differenziale fra ne-
crosi corticale acuta e necrosi tubulare acuta in pazien-
ti con insufficienza renale acuta sottoposti a dialisi in
terapia intensiva. L'utilita del contrasto nella diagnosi
di pielonefrite acuta diffusa ¢ scarsa, ma consente di
individuare con maggiore facilita aree segmentali sin-
gole o multiple di ipoperfusione.

Come appare evidente, i risultati non sono esaltanti,
per questo I'uso dei MdC in nefrologia ¢ limitato. Nel
rene nativo come nel trapianto il quesito clinico ricor-
rente ¢ se I'imaging perfusionale possa fornire informa-
zioni utili per la diagnosi differenziale fra le patologie
che vengono comunemente caratterizzate con la bio-
psia renale. Gli indici di resistenza, largamente usati per
caratterizzare il microcircolo renale, hanno dato risul-
tati contrastanti e mostrano una scarsa sensibilita e
specificita nella diagnosi differenziale fra rigetto e ne-
crosi corticale, fra nefropatia cronica e tossicita da ci-
closporina. Pertanto, la domanda ¢ se nel futuro imme-
diato I'imaging perfusionale in seconda armonica sara
in grado di fornire una risposta a questo quesito clini-
co. Nel rene con funzione normale, dopo infusione in
bolo in vena di MdC, la perfusione della corteccia re-
nale si evidenzia in THI dopo circa 16-19 secondi. Il
contrasto perfonde in modo progressivo prima la corti-
cale e, dopo circa 30-40 secondi, la regione midollare.
L'immagine del rene cosi acquisita in THI deriva quasi
esclusivamente dalla perfusione renale. Le informazio-
ni morfofunzionali che si ottengono con I'imaging per-
fusionale non differiscono sostanzialmente dall'imma-
gine B-Mode con color-Doppler.

Nel trapianto qualche informazione in piu puo esse-
re ottenuta con la valutazione seriata delle curve tem-
po/intensita che analizzano e riportano su un grafico
I’andamento medio dell’intensita del segnale in funzio-
ne del tempo (Fig. 17). L'intensita del segnale viene mi-
surata sul vettore delle immagini B-Mode/color power
Doppler registrate in una sequenza cine immagazzina-
ta nella memoria del sistema. In ascissa ¢ riportato il
valore del tempo in secondi, mentre in ordinata ¢ indi-
cato il valore medio dell’intensita (o della deviazione
standard dell’intensita) in un determinato momento o
frame, normalizzato fra 0 ed 1. L'analisi della curva
consiste in due procedimenti separati: il primo volto al-
I'acquisizione dei frames temporali ed il secondo all’e-
laborazione dei dati ed alla visualizzazione della curva.
Pertanto, le curve tempo/intensita sono un’elaborazio-
ne in post-processing dell'immagine acquisita durante
la fase di perfusione del rene. Per ottenere una buona
curva bisogna, in primo luogo, acquisire una sequenza
sufficientemente lunga, evitando movimenti della son-
da e dell’'organo da esplorare (respiro bloccato) ed, in
secondo luogo, che l'area di interesse parenchimale
(ROI = Region Of Interest) sia ben circoscritta. In post-
processing, sulla sequenza cine vengono disegnate 1, 2
o piu ROI, in modo non dissimile dalla tecnica usata in
angioscintigrafia per definire le curve attivita/tempo.
Anche in questo caso, come in angioscintigrafia, il
punto critico dell’analisi ¢ rappresentato dall’acquisi-
zione e dalla definizione delle ROI. Teoricamente, per
ottenere una buona riproducibilita dell’esame, la/e ROI
disegnate al primo esame dovrebbero essere fedelmen-
te riprodotte negli esami successivi, con la stessa forma
e la stessa dimensione.

Con la tecnica della diluizione del contrasto ¢ possi-
bile valutare selettivamente la fase di “input/output” del
Mdc e I'imaging perfusionale pud acquisire una valen-
za quantitativa. Dopo infusione ev (continua o in bolo)
la concentrazione in circolo delle microbolle raggiunge
rapidamente I’equilibrio ed il rene si riempie di MdC. A
questo punto vengono lanciati in rapida successione 1-
2 impulsi flash ad alta intensita acustica (1.9 MI) per
rompere le microbolle e si valuta il refilling del rene,
cioé il riempimento con nuove microbolle (Fig. 18).
Alcuni autori hanno sviluppato un algoritmo per il cal-
colo della perfusione regionale partendo dal presuppo-
sto che la pendenza della curva di refilling puo essere
considerata come la velocita di flusso del sangue, men-
tre l'intensita massima del segnale power Doppler in
pulse inversion nella ROI prescelta puo essere conside-
rata come l'area di sezione totale dei vasi distrettuali.
La portata di flusso si calcola in base all’equazione:
Q =V, xSove Q, ¢la portata, V,, la velocita media
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Fig. 17 CURVA INTENSITA/TEMPO IN TRAPIANTO NORMALE. Curva intensita/tempo registrata in due diverse ROI di un trapianto renale. Nella storia clini-
ca il paziente aveva lamentato un episodio di endocardite batterica a 2 mesi dal trapianto cui era seguito un aumento della sCRr da 1 a 1.9 mg/dl.
Dopo la guarigione, la creatininemia e rimasta stabile ed ¢ tuttora stabile dopo 14 anni dal trapianto. Lo studio perfusionale eseguito con Sono-
vue® ha evidenziato una regione parenchimale (polo superiore) con perfusione normale (A) (curva caratterizzata da un rapido arrivo dell’ecocon-
trasto, da un breve plateau ed una progressiva dismissione) (B) ed un’area ischemica-cicatriziale scarsamente perfusa nel polo inferiore (C, D). La
causa della scleroatrofia del polo inferiore ¢ sicuramente da ascrivere ad un episodio di embolia settica.

temporale e S, I'area di sezione. Pertanto, il prodotto
della velocita di arrivo delle microbolle per I'intensita
massima di segnale registrato nella ROI rappresenta il
flusso frazionale o regionale. Questa ipotesi di misura-
zione ¢ stata introdotta per la prima volta da Wei usan-
do una funzione esponenziale, modificata successiva-
mente da altri autori. La funzione del refilling ¢ una
funzione esponenziale sigmoidea:

Y=s5+A(1-¢e"

ove Y, ¢ la video-intensita power Doppler in pulse-in-
version al momento t; A, ¢ il plateau della video-in-
tensita che rappresenta il volume di flusso; 8, rappre-
senta la velocita media di arrivo delle microbolle (ve-
locita di riempimento) ed s, un fattore di correzione. Il
flusso ematico regionale viene calcolato moltiplicando
A x B (Fig. 19). Le variazioni di intensita di segnale
nella ROI in esame corrispondono alle variazioni di
concentrazione delle microbolle, sebbene 'attenuazio-
ne degli US ed altri fattori di minore importanza (infu-
sione in bolo) impediscano una valutazione della con-
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Fig. 18 PERFUSIONE RENALE CON MDC E CURVA DI REFILLING. Dopo infusione ev (continua o in bolo) la concentrazione in circolo delle microbol-
le raggiunge rapidamente l'equilibrio ed il rene si riempie di MdC. A questo punto vengono lanciati in rapida successione 1-2 impulsi flash
ad alta intensita acustica (1.9 MI) per rompere le microbolle e si valuta quindi la curva di refilling del rene, cioé il riempimento con nuove

microbolle.
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Quantita di sangue

60

2l ﬂ

Fig. 19 CALCOLO DEL FLUSSO EMATICO REGIONALE cON MpC E HI. La pen-
denza della curva di refilling, dopo rottura delle microbolle con flash-
frame, puo essere assimilata alla velocita di arrivo del sangue nella ROI.
A riempimento completo, I'intensita massima del segnale puo essere as-
similata all’area di sezione vascolare. La perfusione ematica distrettua-
le (Q), pertanto, puo essere calcolata in base all’equazione: Q = V,, x S;
dove V,, € la velocita media e S, I’area di sezione vascolare. In realta,
la funzione di refilling dopo rottura delle microbolle ¢ una funzione
esponenziale sigmoidea per cui: Y = S + A (1-e™) dove Y, é I'intensita
al momento f, A, ¢ il plateau dell’intensita (che rappresenta il volume
di flusso), B, rappresenta la velocita media di arrivo delle microbolle ed
s, un fattore correttivo. Il flusso ematico regionale viene calcolato mol-
tiplicando A x B.

'

T

centrazione assoluta. Tuttavia, la conoscenza della
concentrazione relativa al tempo t, ¢ sufficientemente
attendibile per fornire una stima quantitativa di para-
metri quali il volume vascolare di un tessuto, la velo-
cita di flusso e 'indice di perfusione. In un prossimo
futuro sara possibile ottenere, mediante software dedi-
cati, mappe parametriche distinte per ciascuno di que-
sti valori, in modo non dissimile da quanto si verifica
in medicina nucleare. La possibilita di ottenere dati
morfologici comparabili con TC e MRI, senza utilizza-
re radiazioni ionizzanti né MdC nefrotossici, la possi-
bilita di ripetere I'esame nel tempo e di ottenere dati
funzionali comparabili con la medicina nucleare rap-
presentano sicuramente una chance da non sottovalu-
tare.

Ad oggi non esistono in letteratura studi longitudi-
nali sulle patologie parenchimali del rene nativo e so-
lo qualche lavoro sul trapianto. E possibile pero ipo-
tizzare che nel prossimo futuro I'imaging perfusionale
parametrico possa fornire notizie utili per discriminare
i quadri patologici cosi da ridurre il ricorso alla biopsia
renale che, al momento, ¢ I'unico metodo capace di
differenziare i quadri istopatologici del rene nativo e
del trapianto renale.

o
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La possibilita di ripetere ’esame nel tempo e di ot-
tenere dati funzionali comparabili con la medicina nu-
cleare rappresentano sicuramente una chance da non
sottovalutare in un settore come la trapiantologia del
rene e del rene-pancreas ove le variazioni della perfu-
sione parenchimale rappresentano spesso un segno pre-
monitore di un danno d’organo ischemico o tossico.

La mancanza di dati e di studi longitudinali, ma spe-
cialmente I'indisponibilita di strumenti idonei e di suf-
ficienti competenze nelle U.O. di Nefrologia, ha forte-
mente limitato le applicazioni dell’ecografia con con-
trasto ed ha sempre pili marginalizzato nelle radiologie
I'uso del contrasto verso le patologie ischemiche di nic-
chia. In realta, comparando le curve di tempo/intensita
con le curve di attivita/tempo dell’angioscintigrafia, &
evidente che 'uso seriato nel follow-up potrebbe forni-
re notizie aggiuntive utili per discriminare i quadri pa-
tologici parenchimali e forse ridurre il ricorso alla bio-
psia renale, al momento unico metodo in grado di di-
scriminare con certezza i quadri patologici del rene tra-
piantato.
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