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RESUMEN

Los actuales métodos diagndsticos son insuficientes para
detectar los pacientes con estenosis carotidea con riesgo real
de ictus. En estudios experimentales previos sugerimos giie
el uso de radioisétopos especificos contribuirin a detectar la
actividad de la placa de ateroma.

Objetivo: Evaluar en humanos un anticuerpo monoclonal
quimérico denominado Z2D3, marcado isotopicamente, en
términos de seguridad y tolerancia, biodistribucion, capta-
cidn y vias de eliminacion, asi como capacidad de detectar y
localizar lesiones aterosclerdticas carotideas activas.
Material y Métodos: Estudio clinico preliminar. El radio-
trazador utilizado fue el In'1-Z2D3 PL-F(ab'),-DTPA,
obtenido a partir de un homogenizado de placas de ateroma
humanas. Se han seleccionado 12 pacientes con estenosis
carotidea sintomdtica y programados para endarterectomin.
A cada paciente se le administrd una sola dosis de 250 pg
del radiotrazador marcado con 5.0-5.5 mCi de cloruro de
In™1, Se obtuvieron imdgenes planares y de SPECT a las 4,
24,48 y 72 horas p.i. del trazador. A las 48 h. de realizadas
las tiltimas imdgenes se practicaron las endarterectomias
carotideas y se procesaron los especimenes para imdgenes
planares y estudio histopatoldgico.

Resultados: A las 4 h. p.i. se observd captacion significativa
a nivel de la placa carotidea. La intensidad de captacion dis-
minuyo con el tiempo. No surgieron efectos indeseables.
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Conclusiones: El anticuerpo utilizado es iitil para visuali-
zar placas de ateroma en humanos. El desarrollo de estas
técnicas radioisotdpicas tendran implicaciones en el diag-
nostico y prondstico de estenosis carotideas y de otras regio-
nes anatémicas, asi como en el control y sequimiento de
terapéuticas quiriirgicas revascularizadoras y de tratamien-
tos médicos antiaterogénicos.

Palabras clave: Estenosis carotidea; ictus, anticuerpo
monoclonal; radioinmunoscintigrafia; actividad aterogénica.

SUMMARY

Actually, there are not any optimal method to detect real
risk of stroke in patients with carotid stenosis. We sugges-
ted in previous experimental studies that we could detect
atherogenic activity by specific radiotracers.

Objective: To evaluate the safety and preliminary efficacy
of chimeric monoclonal antibody ""'In-Z2D3 PL-F(ab’),-
DTPA, in the detection and localization of carotid atheros-
clerotic plaque.

Meterial and Methods: It is a preliminar study designed
as a limited enrollement, non-randomized, unblinded, con-
trolled clinical trial. ""In-Z2D3 PL-F(‘ab),-DTPA was
obtained from a homogenized human atheromatous plaques.
Twelve patients with symptomatic carotid stenosis schedu-
led to endarterectomy were sellected. Each patient received
a single injection of Z2D3 PL F(ab’),-DTPA labeled with
5.0-5.5 mCi of "Indium chloride. Radioimmunoscintigra-
phic images were obtained at 4, 24, 48 and 72 hours after
radiotracer administration. A conventional endarterectomy
was done 48 hours after last image. The surgical specimen
was analyzed by ex-vivo counting and histopathology. Vital
signs, blood and urine samples were obtained at specified
intervals during the study.

Results: The most relevant images were obtained at 4
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hours after injection. The intensity of captation was slowly
decreased after this time. No adverse effects were registered.
Conclusions: ""'In-Z2D3 PL-F(ab’),-DTPA is useful to
detect atherosclerotic plaques in humans. Future develope-
ments in radioimmunoscintigraphy techniques will have
implications as a complementary diagnostic and prediction
method, as well as it will become a method to control the
progression and regression of atherosclerosis after therapeu-
tic procedures.

Key words: carotid stenosis; stroke, monoclonal antibody;
radioimmunoscintigraphy; atherogenic activity.

Introduccion

En los tltimos decenios las indicaciones de endarte-
rectomia carotidea han generado numerosas controver-
sias. Consecuentemente, se han ido sucediendo en la
literatura aportaciones basadas en estudios clinicos
retrospectivos, estudios sobre la historia natural de la
estenosis carotidea, editoriales y consensos sobre los
estandares en cirugia carotidea, opiniones aisladas de
«reconocidos expertos» y, mds recientemente, estudios
clinicos multicéntricos, randomizados, prospectivos,
tanto americanos como europeos (1, 2).

Existe mayor acuerdo a la hora de aceptar que la
endarterectomia carotidea es una terapéutica profilac-
tica para la prevencion de fenémenos isquémicos
resultantes de embolia y/o hipoperfusién cerebral
relacionados con la estenosis carotidea objeto de la
cirugia. Sin embargo, todavia no se han identificado a
los pacientes portadores de estenosis carotidea con
alto riesgo de «ictus» para los cuales la cirugia caroti-
dea constituyera un auténtico beneficio (3, 4). Los
recientes estudios multicéntricos con pacientes sinto-
maticos y asintomaticos han tenido como objetivo el
definir este grupo de riesgo (5). No obstante, los mar-
cadores como el grado de estenosis, la morfologia eco-
grafica de la placa y los antecedentes clinicos, no pare-
cen tener suficiente valor predictivo para identificar a
los pacientes que se beneficiarian realmente de una
endarterectomia carotidea (3, 6). Si bien la controver-
sia es menor cuando nos referimos a pacientes que ya
han tenido sintomas isquémicos ipsilaterales, se man-
tiene un grado mayor de incertidumbre cuando inten-
tamos presuponer el futuro de los pacientes asintoma-
ticos (1, 8).

Nuestro grupo de trabajo hace unos ainos inicié una
linea de investigaciéon fundamentada en la siguiente
hipétesis: la inmunoscintigrafia ofreceria una nueva
perspectiva diagnéstica, complementaria a las ya exis-

tentes, para detectar «actividad aterogénica» y asi dis-
criminar placas de ateroma con riesgo de embolizar,
progresar o reestenosar después de endarterectomia.

Introducimos, de este modo, un pardmetro nuevo
que denominamos «actividad aterogénica» (AA) y que
definimos como la capacidad biolégica de la placa de
ateroma de mantener su estado metabdlico funcionan-
te y, por tanto, de generar mas ateroma.

Es bien conocido que en el complejo proceso de ate-
rogénesis, descrito y revisado por Russell Ross (9), inter-
vienen numerosos mediadores celulares y bioquimicos.
Estos mediadores serian potencialmente capaces de
actuar como alergenos y estimular la produccién
de anticuerpos. El objetivo de nuestro estudio es eva-
luar, en humanos, un anticuerpo monoclonal quimérico
denominado Z2D3, marcado isotépicamente, en térmi-
nos de seguridad y tolerancia, biodistribucién, capta-
cion y vias de eliminacién, asi como capacidad de
detectar y localizar lesiones aterosclerdticas carotideas
activas.

Material y métodos

Desarrollo del Anticuerpo

En un estudio experimental previo, con conejos
blancos de Nueva Zelanda, demostramos que una
Inmunoglobulina G (IgG) policlonal marcada con In'"!
era capaz de adherirse a las zonas de mayor actividad
aterogénica, siguiendo un patrén de captacion super-
ponible al de las lipoproteinas de baja densidad (10).
Este hecho experimental constituy6é una primera fase
de nuestro proyecto. Si la IgG policlonal inespecifica
era capaz de unirse a las zonas de ateroma metaboli-
camente mas activas, podriamos obtener resultados
similares con un anticuerpo monoclonal especifico y
fragmentado para ser menos alergenizante. De este
modo, y a través de una estrecha colaboracién con los
Dres. Ban-An Khaw y Narula, de la Universidad de
Havard, Boston, MA, USA, hemos obtenido el anti-
cuerpo que es objeto de este estudio.

Brevemente, a partir de homogenizado de placas de
ateroma obtenidas de arteria de cadaver humano, se
sensibilizaron a ratas de laboratorio para la obtencién
de una linea celular hibridoma denominada Z2D3 pro-
ductora de una IgM monoclonal de origen murino. Si
bien no se conoce con exactitud el antigeno para este
anticuerpo, se sabe por técnicas inmunohistoquimicas,
que solo interactia con células musculares en prolife-
racién. Asimismo, ejerce una reactividad cruzada con
lesiones ateroscleréticas experimentales de conejo, lo
que ha facilitado el desarrollo de estudios en animales,
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previos a los ensayos clinicos. Para optimizar la utili-
dad de este anticuerpo en humanos, a través de técni-
cas de ingenieria genética, fue anadido la regién cons-
tante de una IgG humana al gen del anticuerpo y
transfectado a células de mieloma de rata para obtener
una IgG quimérica, murina y humana. Para minimizar
el potencial alergénico, se fragment6 la IgG resultante
con pepsina para obtener la fraccion de adhesién anti-
génica [F(ab’),]. Posteriormente, este anticuerpo resul-
tante sufrié la preparacion con acido dietilenetriami-
nepentaacético (DTPA) y con polilisina (PL).
Finalmente, el anticuerpo era marcado isotopicamente
con cloruro de In''". El producto final recibié la
siguiente denominacién: In'''-Z2D3-PL-F(ab"),-DTPA.
Los detalles del desarrollo y primeras experiencias en
animales estan descritos en un reciente articulo del Dr.
Narula y cols. que en breves fechas aparecerd publica-
do (11). El anticuerpo preparado para este estudio fue
cedido por gentileza de Scotgen Biopharmaceutical,
Inc. Menlo Park, California, USA.

Disefio del estudio

Se trata de un estudio clinico piloto, no randomiza-
do, controlado, puesto que cada paciente constituye
su propio control.

Pacientes

Todos los pacientes presentaban una estenosis caro-
tidea considerada para tratamiento quirtdrgico. Asi-
mismo, cumplian con los siguientes criterios de selec-
cion. Como criterios de inclusién se contemplaron:
todos los pacientes debian presentar manifestaciones
clinicas y exploracion fisica que denotase la presencia
de aterosclerosis carotidea. La estenosis carotidea debia
ser confirmada por Eco-doppler o por angiografia. El
paciente debia ser candidato a tratamiento quirtirgico.
Todos los pacientes debian leer y firmar el consenti-
miento informado para tomar parte en el estudio. El
protocolo de estudio y la hoja de consentimiento esta-
ban aceptados por el Comité Etico del Centro hospita-
lario donde se realizaba la prueba diagnostica. Los
pacientes podian ser de ambos sexos, mayores de 18
anos. Las mujeres no debian ser gestantes ni estar en
periodo de lactancia. Ademas, fueron excluidos los
pacientes que hubieran recibido previamente algtn
anticuerpo murino o quimérico, y los que participasen
de otros protocolos terapéuticos.

Plan de trabajo. Pardmetros estudiados

Antes de inyectar el radiotrazador se elabor6 una
historia clinica y se realizé una exploracion fisica com-
pleta. Se registraron el peso, la talla y los signos vitales

(presion arterial, temperatura, frecuencia respiratoria y
frecuencia cardiaca). Se repitieron los registros de sig-
nos vitales a los 5, 157, 30°, 607, 90", 1201, 240’ y 24 horas
postinyeccion. Ademas, se obtuvieron muestras san-
guineas y de orina para analiticas generales de rutina
(hemograma completo, ionograma, glicemia, funcién
renal y hepdtica, urinoanalisis y sedimento de orina)
antes de la administracion del trazador y a las 24 horas
posteriores. La dosis total administrada del radiotraza-
dor, In'"-Z2D3-PL-F(ab’),-DTPA, fue de 250pg, corres-
pondiéndose a 5.0-5.5 mCj, a través de una via venosa
periférica.

Se registraron imagenes gammagraficas planares
utilizando proyecciones anteroposteriores y oblicuas
derecha e izquierda de las regiones cervical, térax y
abdomen. Del mismo modo, se obtuvieron imdgenes
por SPECT (Single Photon Emission Computed Tomo-
graphy) en cortes coronales, sagitales y transversales
de las mismas regiones. Todas las imagenes se obtu-
vieron a las 4, 24, 48 y 72 horas postinyeccion. Los
resultados gammagréficos fueron interpretados por
expertos en Medicina Nuclear, indicando las éreas de
anormalidad para ser comparados estos resultados con
los obtenidos por Eco-Doppler, angiografia y la pieza
de endarterectomia.

Se determind el aclaramiento plasmatico del radio-
trazador obteniendo muestras seriadas al minuto, a los
30 y 60 minutos, y a las 24, 48 y 72 horas postinyeccion.

La endarterectomia carotidea se realizé siguiendo
la técnica convencional, dentro de las primeras 48
horas posteriores a la obtencion de las tiltimas image-
nes gammagraficas. El especimen quirirgico fue pro-
cesado para el recuento de c.p.m. (centelleos por
minuto) y para la obtencion de imagenes gammagrafi-
cas directas. Ademas, se sometieron al andalisis ana-
tomopatolégico.

Se registré cualquier efecto indeseable a lo largo de
todo el estudio, siendo el Gltimo control clinico el efec-
tuado a las 6 semanas de la administracion del radio-
trazador.

Resultados

Un total de 12 pacientes fueron seleccionados y
estudiados. Todos ellos varones con edades compren-
didas entre 45 y 76 anos (edad promedio 6515 afos).

Seguridad y Tolerancia

No se registraron alteraciones significativas de los
signos vitales en ninguno de los pacientes estudiados
a lo largo de todo el seguimiento. Tampoco fueron
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detectadas anomalias en los controles analiticos san-
guineos ni urinarios. No se identificaron efectos
secundarios indeseables atribuibles al radiotrazador
In'"-Z2D3-PL-F(ab’),-DTPA. No se detectaron niveles
de anticuerpo anti-Z2D3 circulantes en el plasma de
los pacientes estudiados.

Distribucion

Transcurrida la primera hora desde la inyeccion del
In'"'-Z2D3 PL-F(ab’),-DTPA, se detecta su localizacién
en: médula osea, corazén (actividad circulante), higa-
do, pulmon, bazo, rifones y vejiga urinaria.

Aclaramiento plasmitico y Eliminacién

El In'"-Z2D3-PL-F(ab’),-DTPA se elimina via urina-
ria, no detectindose en orina a partir de las 4 horas
postinyeccién. El aclaramiento plasmatico siguié una
curva biexponencial con un T, (Tiempo medio) de 920
minutos.

Captacion

La captacion maxima del radiotrazador se registra a
las 4 horas de inyectado. Las zonas de captacién gam-
magrafica son la placa de ateroma y también la médu-
la 6sea. La intensidad de captacién se atentia con el
tiempo.

Las Figs. 1 y 2 constituyen dos ejemplos claros de
captacion significativa a nivel de la placa de ateroma
carotidea, 4 horas después de inyectado el radiotraza-
dor. El caso de la Fig. 2 es especialmente relevante,
puesto que corresponde a un paciente afecto de
estenosis carotidea bilateral con reduccién de la luz
>70 %. Clinicamente, el paciente habia presentado una
embolia central de la retina derecha un mes antes de
su ingreso para estudio. La carétida izquierda habia
permanecido silente desde el punto de vista clinico y
sin alteraciones en la tomografia axial cerebral. En las
imagenes gammagraficas por SPECT en corte trans-
versal, destaca la captacion intensa de la regién caroti-
dea derecha, en comparacién con una tenue captacion
carotidea izquierda, traduciendo una mayor AA en el
lado sintomatico.

Anilisis del especimen

No se consiguieron imagenes gammagraficas de las
piezas de endartectomia. Aunque si se registrd activi-
dad isotépica que permiti6 el cdlculo del porcentaje de
la dosis inyectada por gramo de tejido, siendo de
0,047 + 0,007. El analisis histopatolégico de las placas
de ateroma carotideas demostré grados variables de
infiltracion lipidica, calcificacion y células musculares
lisas en proliferacion.

Discusion

Después de analizar nuestros resultados, podemos
concluir que el uso de este nuevo radiotrazador, deno-
minado In'"'-Z2D3-PL-F(ab’),-DTPA, es seguro y tiene
una buena tolerancia en humanos. Ademas, es util
para detectar AA de placas metabdlicamente activas a
través de imdgenes gammagraficas digitalizadas sufi-
cientemente vélidas para su interpretacion ciinica. El
mayor inconveniente de esta nueva técnica diagnosti-
ca reside en la imposibilidad de evitar la captacion por
la médula 6sea, pudiendo causar interferencias, sobre
todo si se piensa en ampliar su aplicaciéon a otros terri-
torios vasculares.

Como ya se ha senalado mas arriba, la captacién
dptima se produce a las 4 horas y decrece con el tiem-
po. Ello también se correlaciona con la ausencia de
actividad gammagriéfica en los especimenes patolégi-
cos obtenidos varios dias después de la administra-
cion del anticuerpo, asi como el bajo porcentaje de
dosis inyectada en los mismos. Una posible lisis de la
molécula del radiotrazador por parte de enzimas pro-
teoliticos circulantes o de la propia placa podria ser
responsable del desprendimiento del isétopo. No obs-
tante, el método sigue siendo vélido clinicamente, ya
que 4 horas es un tiempo moderado y suficiente como
para obtener la informacién necesaria acerca de la AA.

Importantes implicaciones se derivan de este estu-
dio. Por ejemplo, la AA detectada mediante el uso de
In'"'-Z2D3-PL-F(ab’),-DTPA u otro inmunotrazador
de similares caracteristicas, puede constituir un nuevo
marcador de riesgo de la placa de ateroma, a afiadir a
los criterios clinicos, morfoldgicos y hemodinamicos
ya existentes. De este modo, en patologia obstructiva
carotidea, la aplicacién de este parametro puede con-
tribuir en la identificacién de los pacientes afectos de
estenosis carotidea con mayor riesgo real de ictus.
Ademas, la posibilidad de detectar la progresion o
regresion de la placa de ateroma puede ser Gtil para la
monitorizacién de los tratamientos médicos y/o qui-
rirgicos de la estenosis carotidea y de otras localiza-
ciones anatémicas vasculares.

Los recientes estudios sobre las caracteristicas eco-
génicas de la placa de ateroma carotidea y su correla-
cién clinico-patoldgica suponen la existencia de nue-
vos pardametros que no han sido incluidos en todos los
protocolos de los macroensayos clinicos de las lesio-
nes sintomaticas o asintomaticas de carétida. El anali-
sis ecografico morfolégico de la placa de ateroma
informa del grado de «riesgo» de una estenosis caroti-
dea, independientemente del grado de reduccion de la
luz que ésta suponga. Es decir, la estenosis no debe de

72 1 Angiologia - 2/96



Uso de anticuerpos monoclonales en la deteccion de la actividad aterogénica de la estenosis carotidea. Significado clinico

B Lk o
s5:C;:8

3 MDIM Res NC

Fig. 2B

Figs.1 Ay By Figs. 2 A y B. Explicaciones en el texto.

Fig. 1B

Angiologia - 2/96 173



Vicente Riambau - Lourdes Prat - Pier Luigi Pieri - Ignacio Carrié - Angel Chamorro - Jaime Mulet

ser el inico parametro a tener en cuenta en el momen-
to de dictar un pronoéstico. Este hecho debe de ser con-
templado con mayor respeto en los casos de lesiones
asintomaticas de carétida (12, 15). En este mismo sen-
tido, la AA puede correlacionarse clinico-patologica-
mente con las lesiones de cardtida. Por este motivo,
serdn necesarios mas estudios clinicos para validar
esta técnica diagnéstica y, asi, concretar su valor clini-
co predictivo.

Finalmente, este estudio constituye un ejemplo mas
de lo que la Medicina Nuclear, desde una perspectiva
anatomo-funcional, ha aportado y sigue aportando al
diagnoéstico y prondstico de la Patologia Vascular (16).
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