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RESUMEN

Introduccion: Las inmunotoxinas son proteinas quiméricas terapéuticas formadas
por la conjugacion quimica o molecular de un anticuerpo monoclonal o su
fragmento a una toxina proteica que provoca la muerte de la célula diana. En los
ultimos anos se ha desarrollado una amplia variedad de estas moléculas para su
empleo en la terapia del cancer, pero se necesita de la busqueda constante de
toxinas mas potentes para su uso en la elaboracion de las inmunotoxinas.
Objetivo: Mencionar el concepto de inmunotoxinas y el estado del arte en los
ultimos diez afos de su uso en las terapias dirigidas contra el cancer.

Métodos: Se realizd una busqueda de articulos en inglés y espainol desde 2011
hasta el 2021 con relacion al estado del arte de las inmunotoxinas en cuanto a la
metodologia de obtencion, tipos de inmunotoxinas, asi como de los resultados

obtenidos en ensayos preclinicos y clinicos.
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Desarrollo: En la actualidad, se evalUan diversas inmunotoxinas en ensayos
clinicos Fase Il y Ill. En el 2018 se aprobd el uso de Moxetumomab pasudotox
(Lumoxiti) por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos
para el tratamiento de la leucemia de células pilosas, lo cual confirma el interés
y las posibilidades terapéuticas de este tipo de moléculas.

Conclusiones: El uso de conjugados tales como las inmunotoxinas se encuentra
en una zona en conflicto en el tratamiento del cancer. Los resultados de diversos
grupos de trabajo manifiestan que este tipo de moléculas constituye una
alternativa para superar la toxicidad colateral de los citostaticos y muestran un
marcado interés en su uso oncologo. En este trabajo se reporta una actualizacion
de las investigaciones realizadas en los Ultimos diez afos en el uso de las
inmunotoxinas como herramientas para la terapia del cancer.

Palabras clave: inmunotoxinas; toxinas bacterianas; toxinas formadoras de

poros; anticuerpos monoclonales; inmunoconjugados.

ABSTRACT

Introduction: Immunotoxins are therapeutic chimeric proteins formed by the
chemical or molecular conjugation of a monoclonal antibody or its fragment to a
protein toxin that causes the death of the target cell. In recent years, a wide
variety of these molecules have been developed for use in cancer therapy, but a
constant search for more potent toxins is needed for use in the manufacture of
immunotoxins.

Objective: Mention the concept of immunotoxins and the state of the art in the
last ten years of their use in targeted therapies against cancer.

Methods: A search was made for articles in English and Spanish from 2011 to 2021
in relation to the state of the art of immunotoxins in terms of obtaining
methodology, types of immunotoxins, as well as the results obtained in preclinical
and clinical trials.

Development: Various immunotoxins are currently being evaluated in Phase Il
and Il clinical trials. In 2018, the use of Moxetumomab pasudotox (Lumoxiti) was

approved by the United States Food and Drug Administration for the treatment of
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hairy cell leukemia, which confirms the interest and therapeutic possibilities of
this type of molecule.

Conclusions: The use of conjugates such as immunotoxins is in a hot spot in cancer
treatment. The results of various work groups show that this type of molecule
constitutes an alternative to overcome the collateral toxicity of cytostatics and
shows a marked interest in their oncological use. This paper reports an update of
the research carried out in the last ten years on the use of immunotoxins as tools
for cancer therapy.

Keywords: immunotoxins; bacterial toxins; pore-forming toxins; monoclonal

antibodies; immunoconjugates.

Recibido: 13/12/2021
Aceptado: 03/02/2022

Introduccion

El cancer representa la segunda causa de muerte a nivel mundial, solo superado
por las enfermedades cardiovasculares. En Estados Unidos se diagnosticaron 1 806
590 nuevos casos de cancer en el afo 2020.2 En Cuba en el ano 2020 se
describieron 48 082 nuevos casos de cancer, esto representa la segunda causa de
muerte de las enfermedades no transmisibles, con una tendencia ascendente. G4
Debido al aumento de la incidencia y mortalidad del cancer actualmente han
surgido terapias dirigidas enfocadas en el empleo de farmacos que bloquean el
crecimiento de las células malignas, con la identificacion de blancos moleculares
especificos implicados en la propagacion y progresion de la enfermedad. (>-¢.7:8)

A los tratamientos convencionales de quimioterapia y radioterapia se suman los
basados en anticuerpos monoclonales (AcMs) como una alternativa y asi disminuir
las reacciones adversas producidas por los citostaticos. Los AcMs constituyen una
de las terapias mas utilizadas en el tratamiento del cancer por su capacidad de
dirigirse a antigenos tumorales como dianas especificas y bloquear las funciones

involucradas en el desarrollo y progresion tumoral. )
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El empleo de AcMs no basta para el tratamiento del cancer, por lo que surgieron
inmunoconjugados mediante la union con drogas citotoxicas o toxinas, para lograr
mas eficacia terapéutica.('®':12  Estos inmunoconjugados incluyen las
inmunotoxinas (ITs) dirigidas contra antigenos presentes en células tumorales,
células endoteliales de la vasculatura tumoral o células
inmunocompetentes. (131419 Se plantea que una sola molécula de IT es capaz de
inactivar mas de 200 ribosomas o factor de elongacion por minuto y causar la
muerte celular mientras que, se necesitan 10%-10° moléculas de farmacos
quimioterapéuticos para causar el mismo efecto.(16)

El objetivo del articulo fue mencionar el concepto de inmunotoxinas y el estado
del arte en los Ultimos diez anos de su uso en las terapias dirigidas contra el

cancer.

Métodos

Se realiz6 una busqueda de articulos en inglés y espainol desde 2011 hasta el 2021
con relacion al estado del arte de las inmunotoxinas en cuanto a la metodologia
de obtencion, tipos de inmunotoxinas, asi como de los resultados obtenidos en

ensayos preclinicos y clinicos.

Desarrollo

Inmmunotoxinas

El surgimiento de los anticuerpos monoclonales (AcMs) permitié el desarrollo de
las immunotoxinas como un grupo de moléculas quiméricas de naturaleza proteica
compuestas por la unién de un AcM (o fragmento) a una toxina. Tienen la
posibilidad de combinar la especificidad del anticuerpo con la capacidad toxica
de la toxina para actuar de forma especifica sobre la célula diana a la que va
dirigido. Se pueden construir por métodos quimicos y por técnicas de ADN
recombinante.(17:18,19)

Las primeras inmunotoxinas se conjugaron AcMs con toxinas a través de un enlace

disulfuro mediante métodos quimicos.?%21.22,23) Se utilizaron toxinas de origen
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microbiano como la exotoxina de Pseudomona exotoxin (PE), Diphtheria (toxina
diftérica, DT), toxinas de origen vegetal como la ricina (de la planta Ricinus
communis) y actinosporinas de origen marino como la Sticolisina (de la anémona
Stichodactyla helianhus). La mayoria de los trabajos publicados inicialmente en
este tema describieron la potencia de la toxina diftérica frente a células
humanas? y sirvieron de base para unirla a anticuerpos, estableciéndose el
concepto de inmunotoxinas como una alternativa clinica a los agentes
anticancerigenos convencionales. (25:26:27)
Tipos de inmunotoxinas
Se han clasificado en primera, segunda, tercera y cuarta generacion, segun la
composicion de sus dominios y el método de obtencion.
Inmunotoxinas de primera y segunda generacion
Se obtienen por métodos quimicos en los que se utilizan agentes

heterobifuncionales para la conjugacion tales como:

- N-succinimidil-3-(2-pyridiltio) propionato (SPDP).

- 4-succinimifiloxicarbonil-a-metil-a- (2 piridilditio tolueno) (SMPT).

- Sulfosuccinimidyl 4-(N-maleimidomethyl)-cyclohexane-1-carboxylate
(SMCC).

- Glutaraldehido.

- Carbodimida.

En la construccion de inmunotoxinas de primera generacion, se utilizaron toxinas
naturales compuestas por dos dominios. El primer dominio es el encargado del
reconocimiento a la membrana celular y el segundo dominio activa los
mecanismos moleculares intracelulares que provocan la muerte celular.?® Las
toxinas mas utilizadas fueron las obtenidas a partir de bacterias como la
PE,(29,30.31) pTG233) y de plantas como la ricina®43) que necesitan internalizacion
para inhibir la sintesis de proteinas a nivel ribosomal.®3) Estas primeras
construcciones provocaron efectos adversos al ser administrados a humanos,

porque incluian las formas naturales de toxinas capaces de unirse
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inespecificamente a células no tumorales®”) lo que demostrdo una pobre
especificidad de la IT.

En las ITs de segunda generacion se utilizan formas truncadas de las toxinas donde
se elimina el dominio implicado en la interaccion con la célula, y se mantiene el
dominio catalitico. :38:39.40.41) Este nuevo enfoque redujo la toxicidad inespecifica
de las IT.

El Instituto de Oncologia y Radiobiologia (INOR) ha sido uno de los precursores en
el uso de actinoporinas como toxinas('’) en la construccion de inmunotoxinas de
primera generacion?% 29 con una toxina hemolitica aislada de la anémona de mar

Stichodactyla helianthus (Tabla 1).(20,21,36,42,43,44,45,46)  Estas

inmunotoxinas
resultaron ser especificas frente a lineas celulares, pero perdian la actividad
hemolitica que en condiciones reductoras se recuperaba, lo cual es un punto

importante a considerar para los experimentos in vivo.2%2"

Tabla 1- Inmunotoxinas elaboradas en el INOR por métodos quimicos

Toxina hemolitica

Inmunotoxina Blanco DEso (mM) Tipo celular Referencias
(TH)
Leucemia )
linfoblastica Avila AD y otros, Int.
_ * -9 ’
IORT6-TH CD1 ™ >X10 aguda humana J. Cancer; 1988
de origen T
. . Mateo de Acosta Cy
IORT1-TH D6 TH* 1.3x100 | Linfoctos B de 1 otros. Rev. Cubana
grep Oncol. 1987
Antigeno Carci d Avil
CB-CEA -TH carcinoembrion TH* 3x10°8 arcinoma de | Avila AD y otros. Int.
ario (CEA) mama humano J. Cancer. 1989
R?‘g?:[t);(r)rdgel Adenocarcinoma Avila AD y otros.
IOR R3-TH crecimiento TH ND de pulmén Pha(r:macolf)%%r;lme
humano ancer,
IgG2a
K:Jerg?ef;rfg zga Carcinoma de Avila AD y otros.
17-1A- TH TH* ND Pharmacolgyonline
40kDa colon Cancer; 2006
expresada en ’
carcinomas
6
e
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colorectal
humano
Receptor del )
i factor de . 9 Adenocarcinoma Avila AD. y otros.
IOR egf/r3- TH crecimiento ™ 1X10 de pulmoén Biol. Res; 2007

murino

. . Magadan Ry otros.

IORT3-ricina-A CD3 Cade.”? A,ﬂe la 1.0 X107 Llnfoc1tos.T, d_e Rev. Interferén y

Ricina sangre periférica

Biotecnologia; 1987
*Aislada y purificada de la anémona de mar Stichodactyla helianthus.

**Aislada y purificada de la planta Ricinus communis

Tejuca y otros, de la Facultad de Biologia de la Universidad de La Habana,
construyeron una IT con esta toxina hemolitica y el AcM IOR C5 que reconoce un
antigeno asociado a tumores de colon. Esta IT demostro ser especifica frente a
las lineas tumorales de colon con una actividad hemolitica siete veces mayor que
la reportada por la toxina libre.“7:48,49)

Lee y otros en el 2019 obtuvieron la inmunotoxina HER2 (ScFv)-PE24 por métodos
quimicos para el cancer de mama HER-2 positivo. Se utilizé el Her2-ScFv del AcM
Trastuzumab que reconoce al receptor del factor de crecimiento epidérmico
humano (hEGF-R) y se uni6 a la exotoxina de Pseudomona A 24 (PEA) con SPDP. (0
La actividad biologica de la inmunotoxina se evalud en lineas celulares de cancer
de mama por citometria de flujo. La IT fue tdéxica para las células SK-BR-3 y BT-
474 que sobreexpresan el antigeno Her-2 y no fue toxica para las lineas celulares
MDA-MB-231 y MCF-7 que tienen baja expresion del Her2. Con el Her2-scFv libre
no se obtuvo toxicidad para ninguna de las lineas celulares utilizadas y la toxina
PEA redujo la viabilidad en todas las células.®® No se describe ningln estudio in
vivo que demuestre su actividad bioldgica frente a células de cancer de mama
Her-2 positivas ni de la estabilidad de la ITs.

Las ITs obtenidas por métodos quimicos manifestaron inconvenientes tales como:

- Pobre estabilidad in vivo.?>)

- Heterogeneidad de enlace.®

- Elevada inmunogenicidad y limitada capacidad de produccion a gran
escala. (152,33

- Reduccion en la afinidad de unién al antigeno por la conjugacion

aleatoria.®3
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- Pobre penetracién en las masas tumorales por su tamano molecular (>190
kDa).(3)

Inmmunotoxinas de tercera generacion
Con el avance de las técnicas de clonaje molecular y ADN recombinante se
desarrollaron las llamadas ITs de tercera generacidbn o inmunotoxinas
recombinantes (RITs). La generacion de dichas moléculas estuvo marcada por la
aplicacion de las técnicas de clonaje molecular y ADN recombinante a la
produccion de proteinas de fusion compuestas por un fragmento de anticuerpo
unido al dominio catalitico de una toxina.®#>> Estas no utilizan un AcM completo,
sino su region de reconocimiento que se compone de fragmentos variables (ScFv,
por sus siglas en inglés) de cadenas pesadas y ligeras (unidas por un puente di-
sulfuro) enlazadas mediante un péptido a los componentes funcionales de la
toxina como dominio citotdxico. (™
Las ITs de tercera generacion persiguen la optimizacion de las propiedades de
marcaje tumoral y distribucién in vivo, la reduccion de sus potenciales efectos
secundarios; incluida la inmunogenicidad y la mejora de la produccion mediante
el diseno de construcciones con dimensiones y estructuras aptas para su
produccion. (35:56,57)
La obtencion de ITs por técnicas de ADN recombinante surgié para mejorar las
limitaciones encontradas con los métodos quimicos®2”) y convirti6 a estas
moléculas en objetivo de investigacion en la terapia antitumoral con mayor
potencial y expectativas generadas.®® Se plantea que las inmunotoxinas
recombinantes presentan mayores ventajas con respecto a las de primera vy
segunda generacion.
El disefo de este tipo de IT permite la obtencion de conjugados con menor tamafno
molecular que pueden facilitar la penetracion a las masas tumorales,
contribuyendo a superar los problemas de la penetracion inefectiva vy
neutralizacion de la inmunidad.®? Las ITs recombinantes que presentan ScFv con
tamanos de alrededor de 60 kDa muestran una mejor penetracion en tumores
solidos, poseen menor tiempo de retencion en sangre con un tiempo de vida media

(t1/2) de alrededor de 20 min y por tanto, una mejor eficacia terapéutica. 8
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Pirzer y otros en el 2018 obtuvieron inmunotoxinas mediante técnicas
recombinantes con una toxina mutante optimizada de Pseudomona (PE24) y la
toxina Gelonina. Emplearon dos AcMs que reconocen al factor de crecimiento
epidérmico para cada una de las ITs. El primero fue el Traztuzumab (anti HER-2)
y el segundo empleaba dos dominios de cadena pesada de camélidos (VHH)
(dromedarios de América del sur) anti HER-1 que denominaron 7D12, y que
fusionaron con el nanocuerpo 9G8 (7D9G). Ambos anticuerpos los conjugaron a
cada una de las toxinas.®%%9 Para evaluar la actividad y funcionalidad de las
inmunotoxinas llevaron a cabo un ensayo de traduccion de proteinas in vitro,
donde se empleo un lisado de proteinas de conejo al que anadieron diferentes
concentraciones de cada una de las IT.®? Se midio la luminiscencia para analizar
la traduccion de luciferasa. Las inmunotoxinas 7D9G-Gelonina y Traztuzumab-
Gelonina inhibieron la sintesis de las proteinas ribosomales del lisado de conejo,
mientras que las inmunotoxinas 7D9G-PE24 y Traztuzumab-PE24 no produjeron
inhibicion de la sintesis de las proteinas ribosomales del lisado de conejo. Los
autores asocian este resultado con la carencia del NAD* que es necesario para la
actividad de la toxina PE24.(%

Para el ensayo de la actividad citotoxica y especificidad de las ITs se utilizaron
las lineas celulares A549 de adenocarcinoma de pulmon con bajo numero de
receptores de factor de crecimiento epidérmico (EGF-R), la linea celular CHO-Ki
que no expresa el EGF-R, las MDA-MB-468 y SK-BR-3 (de mama) con alta expresion
de HER-1 y HER-2, respectivamente. >

Ninguna de las ITs inhibio el crecimiento celular en las lineas celulares CHO-
Ki.7D9G-Gelonina y 7D9G-PE24 mostraron una fuerte actividad frente a la linea
celular MDA-MB-468 (que sobrexpresaba HER1) en comparacion con el anticuerpo
y la toxina libres. 7D9G-Gelonina presento un valor de inhibicion maxima media
(ICs0) de 68,0 + 4,2 pM. Sin embargo, este conjugado no mostré toxicidad frente
a la linea celular A549 con baja expresion de los receptores HER1. Frente a las
lineas celulares SK-BR-3 y MDA-MB-468 la IT 7D9G-PE24 mostré6 una mayor
inhibicion del crecimiento celular con respecto a la toxina libre, con valores de

ICsode 3,9 + 0,5y 0,8 + 0,1pM, respectivamente. >
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Se obtuvieron resultados similares con los otros conjugados Traztuzumab-PE y
Traztuzumab-Gelonina los cuales tampoco inhibieron el crecimiento en las células
CHO-Ki.
La 7D9G-PE24 mostré ademas el valor mas alto de toxicidad del estudio frente a
MDA-MB-468 (adenocarcinoma metastasico de mama) y A549, con un valor
subpicomolar 1Cso de 0,8+0,1pM. Las diferentes respuestas de las ITs podrian
deberse a los mecanismos de accion de las toxinas. Pues el mecanismo de accion
de PE®' se conoce en mas detalle que el de la Gelonina, la cual es una proteina
inactivadora de ribosomas (RIP) de tipo I.
En la actualidad el INOR trabaja en la construccion de la RIT de tercera generacion
mediante el empleo de técnicas de ADN recombinante donde se utiliza el AcM
contra el receptor del factor de crecimiento epidérmico murino (ScFv7A7) y una
toxina hemolitica aislada de la anémona de mar Stichodactyla helianthus, para
su posterior evaluacion.
Inmmunotoxinas de cuarta generacion

Las inmunotoxinas de cuarta generacion se elaboran mediante la union de
anticuerpos humanizados y toxinas de origen humano como son las enzimas RNasa,
granzima B y proteinas quinasas asociadas a muerte celular, con el objetivo de
disminuir la inmunogenicidad de la IT.(62)

Toxinas utilizadas en la elaboraciéon de inmunotoxinas
Para el desarrollo de las inmunotoxinas se emplean tres tipos principales de

toxinas:

- Toxinas tipo I.

— Toxinas tipo Il.

- Toxinas tipo Ill.

Toxinas tipo |

Son enzimas citotoxicas que necesitan alcanzar la célula para producir la
muerte?%63)y una vez internalizadas modifican las funciones intracelulares de las
células, lo que causa muerte celular.® Un ejemplo seria el uso de proteasas
asociadas a granulos, como la graniza B, originada a partir de granulos citotdxicos

de linfocitos T CD8+ y las células asesinas naturales (NK). (¢
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En este grupo de enzimas se enmarcan también las proteinas inactivadoras de
ribosomas (RIP) de plantas superiores, hongos, algas y bacterias que pueden ser
glicosiladas.(®® Dentro de este grupo se encuentran toxinas como la ricina®”y la
saporina (de la planta Saponaria officinalis) utilizadas en la elaboracion de
inmunotoxinas©®%9 capaces de unirse a las membranas de las células eucariotas.
La ricina esta compuesta por las cadenas A y B unidas por un puente disulfuro y
tras internalizar en las células por endocitosis se libera la cadena A (componente
toxico) hacia el citosol lo que causa muerte celular por apoptosis. La saporina
internaliza por endocitosis, interfiere en la interaccion entre el ribosoma vy el
factor de elongacién 2 y provoca la muerte celular por inhibicion de sintesis de
proteinas.

Ambas toxinas al ser internalizadas en las células, hacia el citoplasma, remueven
en el ribosoma el residuo A4324 que es parte de la secuencia que codifica una
seccion del sitio de reconocimiento de los factores de elongacion |y Il e inhibe la
sintesis de proteinas. (68.70,71,72,73)

Toxinas tipo Il

Son toxinas con regiones de anclaje a las membranas celulares que tras unirse al
receptor son internalizadas y causan la muerte celular mediante mecanismos
como la inhibicion de la sintesis proteica o la unién al factor de elongacion del
citoesquleto, e inhibicion de la divisidn celular. En la literatura hay trabajos que
explican detalladamente los mecanismos de accidon de las inmunotoxinas que
emplean este tipo de toxinas. (74

Se han reportado resultados prometedores en ensayos clinicos de Fase | y Il en
linfomas de Hodgkin con las ITs RFT5.dgA y la ki-4dgA que utilizan la ricina como
componente toxico.” Sin embargo, una de las toxinas mas empleadas en el
desarrollo de inmunotoxinas de primera y de segunda generacion es la exotoxina
de Pseudomona (PE)® compuesta por tres dominios activos, cada uno con una
funcion diferente. El primer dominio (dominio I) permite a la toxina reconocer y
unirse de manera inespecifica a la membrana celular. En las inmunotoxinas de
segunda y tercera generacion elaboradas con PE se removid este dominio
mediante técnicas de ADN recombinante. Una vez internalizada la toxina en las

células el segundo dominio es procesado por la furina (proteasa que participa en
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el procesamiento de proteinas), que separa la region Fv del AcM, y libera el tercer
dominio en el interior celular. Este dominio Ill cataliza la inactivacion del factor
de elongacion 2, de manera tal que inhibe la sintesis de proteinas y causa muerte

celular (Fig. 1).077.78,79)

Endosoma

@3—m

C—

Ribosilaciéon
de ADP 5 l ER
. @j\ﬁ

C: Dominio catalitico. T: Dominio transportador. Mab: Aanticuerpo monoclonal.

Fig. 1- Mecanismos de accion de toxinas de diferentes fuentes utilizadas en la

[
Inmunotoxina PE

elaboracion de inmunotoxinas. Pseudomona exotoxin.

Toxinas tipo Il
Se definen como toxinas formadoras de poros que tienen un mecanismo de
translocacion y penetracion en la membrana que contribuye formar el poro y
producir apoptosis.®%8) [as toxinas tipo Ill son capaces de formar poros en la
membrana celular® que permiten que el liquido extracelular penetre al interior
celular. Esto causa un desbalance osmético, un incremento del volumen celular y

provocan un mecanismo de necrosis (Fig. 2).®3
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Toxina

Inmunotoxina
Actinoporina

Fig. 2- Toxinas formadoras de poro (actinosporinas).

Paso 1: La inmunotoxina de Pseudomona (IT) se une a la célula blanco.

Paso 2: La IT penetra en la célula por endocitosis.

Paso 3: La furina divide en dos el dominio T en el endosoma.

Paso 4: El dominio C y uno de los segmentos del dominio T son transportados al
Aparato de Golgi.

Paso 5: Los dominios C y T son transportados al reticulo endoplasmatico.

Paso 6: Se translocan al citoplasma.

Paso 7: El dominio C inactiva el factor de elongacion Il por ribosilacion catalitica
ADP.

Este mecanismo provoca la inhibicion de la sintesis de proteinas y por tanto la

muerte celular.

La ventaja de estas toxinas es que no necesitan internalizar en las células, lo que
aumenta la permeabilidad de la membrana y conduce a la muerte celular, lo que
las convierte en una alternativa factible para algunos tumores de dificil acceso y

previene su degradacion en el interior celular. También pueden ser Gtiles como
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puerta de entrada para que farmacos de quimioterapia puedan acceder a tumores
de dificil acceso.’¥

Las toxinas formadoras de poros (TFP) mejor caracterizadas corresponden a
toxinas bacterianas como por ejemplo, la a-Hemolisina (Hla) perteneciente a
Streptococcus aureus y Colisin de Escherichia coli. Sin embargo, existe un interés
persistente en las TFP extraidas de distintos grupos de Cnidarios, que se debe al
numero de reportes toxicoldgicos relacionados con las picaduras de ejemplares
pertenecientes a este grupo. Existen numerosos trabajos donde se mencionan
algunas de estas toxinas y se explica su mecanismo de accidon que va desde el
anclaje a la membrana hasta la muerte celular.®48586,87.88) A estas toxinas
producidas por los Cnidarios se les ha clasificado como Actinoporinas y estan bien
documentados los métodos de purificacion, secuenciacion y clonacion de algunas
de ellas.(89:9°:91:92>

Se han reportado casos en los que, para una mejor compresion del mecanismo de
accion, las toxinas han sido mutadas para identificar las regiones involucradas en
el reconocimiento y anclaje a la membrana celular,©3-°4%) asi como sustancias
capaces de potenciar o disminuir su actividad. (6:97,%8,99)

Lv y otros en el 2016 obtuvieron la IT Gigantoxin-4-4D5scFv mediante técnicas
recombinantes con la toxina Gigantoxin-4 (de la anémona de mar Stichodactyla
gigantea) y el fragmento D5scFv del AcM Herceptin (empleado en el tratamiento
de cancer de mama HER2/neu positivo). La actividad hemolitica de la
inmunotoxina es dependiente de la concentracion y resultd ser menor en
comparacion con la toxina libre, lo que segun los autores, esta relacionado con el
mayor tamano de la inmunotoxina. (100

En un ensayo de inhibicion de la proliferacion celular con 3(4,5-dimetiltiazol-2-il)
2,5-bromuro de difeniltetrazolio (MTT) se utilizaron las lineas celulares SK-OV-3
(HER2/neu positivas) y HEK-293 y (HER2/neu negativas). La inmunotoxina
Gigantoxin-4-4D5 ScFv inhibio la proliferacion de la linea celular SK-OV-3
(IC50=0.171 nM) a una concentracion menor que la toxina libre (ICso =74,1 nM). La
IT Gigantoxin-4-4D5scFv resultd ser mas toxica en la linea celular SK-OV-3 en
comparacion con la HEK-293 lo que indica una union especifica a través del

anticuerpo. (100)
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3. Anticuerpos en la construccion de inmunotoxinas

Para la terapia del cancer es necesaria la identificacion de blancos terapéuticos
que permitan atacar la enfermedad. Algunos de los mas conocidos son el receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR),(1%" la proteina de membrana HER-
2,010 el factor de crecimiento epidérmico vascular (VEGF)(19) y la glicoproteina
A33, que se expresa mayormente en tejidos del colon. (193

Los anticuerpos son muy efectivos en la identificacion de estos blancos y les
proporcionan a las inmunotoxinas selectividad y especificidad. Segin su origen y
estructura se clasifican en murinos (si provienen de ratén), quiméricos (cuando
se fusiona una region variable murina con una region constante humana),
humanizado (una regioén variable humanizada, con una region constante humana)
donde la molécula es practicamente humana (cuenta con algunos fragmentos de
la secuencia de aminoacidos pertenece a otra especie) o completamente
humana. (104,105

En la elaboracion de la primera y la segunda generaciéon de inmunotoxinas se han
utilizado AcM murinos('%) que han presentado limitaciones debido a reacciones
adversas tales como alergias, hepatotoxicidad y formacion de complejos inmunes,
causadas por las inmunogenicidad de la proteina de raton.('%) Esto se debe a la
interaccion entre el fragmento Fc del raton y los receptores humanos y la
produccion de anticuerpos anti-raton (respuesta HAMA). Actualmente es una
practica comin el empleo de anticuerpos humanizados debido a su menor
inmunogenicidad, mayor eficacia y t1/2.(108)

En la tercera generacion de inmunotoxinas, lo mas frecuente es el empleo de
AcMs quiméricos o humanizados, aunque puede encontrarse la utilizacion de
anticuerpos murinos®? y se emplean fragmentos ScFv debido a que los AcMs
completos muestran poca efectividad y pobre acceso a los tumores sélidos. (1%
Dentro de los anticuerpos mas utilizados en la construccion de IT se encuentra el
AcM humanizado Herceptin (Trastuzumab) que es usado en el tratamiento de
cancer de mama como terapia adyuvante a quimioterapia. Hajighasemlou y otros
en el 2015 lo conjugaron con la toxina neurotoxica Botulinun (de Clostridium
botulinun) con el fin de aumentar la eficacia de este AcM con una disminucion de

las dosis terapéuticas. Para el estudio emplearon las lineas celulares SK-BR-3 de
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tumor de mama humano y la linea celular BT-474 de carcinoma mamario humano,
ambas con alta expresion de Her 2. Las células se trataron tanto con la IT como
con el anticuerpo libre y los resultados mostraron una disminucion de la viabilidad
celular de las BT-474 y SK-BR-3 del 94,96 % y 95,8 %, respectivamente con la
inmunotoxina. El tratamiento con el AcM libre presenté una mayor actividad
frente a BT-474 que frente a SK-BR-3. Lo que podria indicar que se puede
aumentar la eficacia del Herceptin cuando se une a la toxina y esto significaria
una disminucion de las dosis del AcM y de sus efectos adversos. Esto convertiria
al conjugado en un candidato para el tratamiento de pacientes con cancer de
mama con sobreexpresion del receptor de Her2.(119
Estudios realizados en Inmunotoxinas
Las inmunotoxinas desarrolladas mediante ingenieria genética han demostrado
poseer menos inmunogenicidad y toxicidad no especifica que las obtenidas por
métodos quimicos. Esta es una de las razones de que algunas hayan alcanzado la
fase de estudios preclinicos y clinicos, siendo efectivas contra una amplia gama
de tumores. Ademas de ser capaces de producir respuesta antitumoral al
combinarlas con farmacos quimioterapéuticos. ("""
Fase preclinica
Resultados descritos de estudios preclinicos actuales con inmunotoxinas han
demostrado una alta efectividad y baja toxicidad.
Inmunotoxina MOC31PE
Andersson y otros en el 2017 utilizaron la inmunotoxina MOC31PE, para el
tratamiento de la metastasis peritoneal en el cancer epitelial de ovario. Esta
formada por la union covalente del AcM-MOC31 (que reconoce la glicoproteina
transmembrana EpCAM) con la toxina truncada PE. Se estudié la actividad
individual de la inmunotoxina, asi como su combinacién con drogas citotoxicas en
lineas celulares humanas que expresaban EpCAM (B76 y MDHA2774) in vitro y en
modelos murinos con metastasis peritoneal en células epiteliales de ovario (PM-
EOC).(112)
Los resultados in vitro muestran en ambas lineas celulares una reduccion de la

viabilidad de un 25-30 % a bajas concentraciones de la IT. Al combinarla con
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Paclitaxel se alcanzd una disminucion en un 50 % en la viabilidad celular, esto
demuestra un efecto aditivo (p < 0,05).
En los experimentos in vivo se utilizaron ratones desnudos portadores de tumores
provenientes de las lineas celulares humanas B76 y 2774. Se observd un aumento
de la sobrevida de 44 y 53 dias, respectivamente, a una dosis de 150 pg/kg que
fue tolerada sin mostrar efectos adversos, con respecto a los controles. Al ser
administrada junto Paclitaxel no se observo ningln efecto aditivo. Al administrar
el Paclitaxel y la IT por separado la supervivencia de los animales fue similar a la
de los grupos controles. Los resultados de los experimentos in vitro no
coincidieron con los obtenidos en animales.
Se utilizaron dosis de MOC31PE junto con Mitomicina C y se obtuvo una inhibicion
del crecimiento tumoral, aumento de la supervivencia de ratones portadores de
tumores y con bajos efectos adversos. (112

Inmunotoxina EGFATFKDEL
Pilbeam y otros 2018 describieron la construccién de la inmunotoxina biespecifica
EGFATFKDEL dirigida contra el EGFR y el receptor del activador de urokinasa tipo
plasminogen (uPAR), con la toxina PE38. Esta inmunotoxina es un compuesto
biespecifico que demostro ser efectivo en los sarcomas pediatricos. ('13)
Los autores ensayaron la sensibilidad de ambos tipos de receptores de la IT frente
a células de sarcoma (RH30 y TC-71) in vitro y en modelos murinos. En ratones
desnudos portadores de tumores provenientes de las lineas celulares humanas
RH30 y TC-71 se observo una disminucion en el tamaino de los tumores con dosis
de 5pg y 10pug en los animales tratados en comparacion con el grupo control y una
regresion de los tumores del 67 y 58 %, respectivamente. (113
Los resultados descritos con la IT EGFATFKDEL para el tratamiento de sarcomas
pediatricos indican que una inmunotoxina biespecifica que reconoce dos blancos
en una misma célula tumoral puede ser mas efectiva que una inmunotoxina que
reconoce solamente un receptor.('3)

Fase clinica

En los Ultimos diez anos se reportan ensayos clinicos en diferentes etapas en

tumores de origen hematoldgico y tumores solidos (Tabla 2) a pesar de que son
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pocas las inmunotoxinas en fase clinica, lo que se debe en gran medida a su
toxicidad y baja especificidad. "4

Un ejemplo es la LMB-100, una RIT compuesta por la toxina truncada de
Pseudomona A (sin el dominio IlI) unida a un anticuerpo Fab humanizado que
reconoce la glicoproteina mesotelina en la superficie celular de las células
cancerosas. Hagerty y Hassan y otros en el 2020 realizaron el estudio fase | en 25
pacientes con dosis desde 40 pg/kg a 250 pg/kg en cuatro ciclos de 21 dias. Se
informaron efectos secundarios con la Dosis Maxima Tolerada (MDT, por sus siglas
en inglés) en 2 de 4 pacientes (sindrome de fuga capilar), asi como en 3 de 7
tratados con dosis de 170 pg/kg (aumento de la creatinina). Se acordd una
MDT=140 pg/kg, informandose un efecto dosis dependiente en 10 pacientes
durante el ciclo 1.(14115)

No se informo la aparicion de anticuerpos antitoxina (ADA) mediante un ELISA
(ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima, por sus siglas en inglés) lo que indica
que no hay afectacion de la actividad de la IT en sangre durante el primer y
segundo ciclo del tratamiento. En los ciclos 3 y 4 aumento el titulo de anticuerpos
ADA, lo que disminuye la LMB-100 en sangre.

Los resultados revelaron que la IT era segura y que sus efectos adversos eran
similares en comparacion a los de una inmunotoxina llamada SS1P y que fue
previamente obtenida mediante la union de scFv anti-mesotelina y PE38.(1'4) Se
destaco que la LMB-100 es capaz de inhibir la produccion de anticuerpos ADA
durante un tiempo mas prolongado que SS1P, ya que estos no aparecieron hasta
el tercer ciclo de tratamiento, mientras que en SS1P estaban presentes desde el
ciclo uno.(1¥

En el ensayo clinico Fase |, solamente 20 pacientes pudieron ser evaluados, 8
mantuvieron su enfermedad estable, mientras que el resto mostrd progresion de
la enfermedad tras tres meses de iniciado el tratamiento. Los autores relacionan
la baja eficiencia de la IT con su ti/2 (53 min) y la dificultad de aumentar el
numero de dosis debido a la aparicién de ADA y sugieren combinar la IT con otros

medicamentos como una opcién anticancerigena. ('3
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Tabla 2- Inmunotoxinas contra tumores hematologicos y sélidos en fases clinicas

Inmunotoxina

HuM-195/rGel

BL22

LMB-2

Denileukin diftitox
(Ontak)

Ki-4-dgA

A-dmDT390-bisfv
(UCHT1)

Anti-B4-bR,

RFT5-dgA (IMTOX 25)

VB4-845

MOC31PE

LMB-100

reportadas en los Ultimos diez afos (2011-2021)

Blanco

CD33

CD22

CD25

IL-2R,
CD25,CD12,CD132,CD33

CD30

CD3e/DT

CD19

CD25/CD19

Ep-CAM

EpCAM/PE

Mesotelina

Tipo de tumor F,asfe Referencias
Clinica
Choudhary y
otros; 2011.
Becker y
AML,CML, Benhar; 2012.
Sindrome | Wayne y
mielodisplasico, otros; 2014.
Gelonina Li y otros;
2017.
Allahyari y
otros; 2017
HCL, CLL, ALL, I Li y otros;
NH 2017
Li y otros;
2017.
Allahyari y
HCL, ATL 11 otros; 2017.
Wayne y
otros; 2019.
Mazor y
Pastan; 2020
Becker y
CTCL, NH, Benhar; 2012.
Melanoma, cancer /v Wayne y
de ovario, mama otros; 2014
y rindn Li y otros;
2017
Choudhary y
otros; 2011.
Powell y
LH,NH 1717101 otros; 2014
Li y otros;
2017
Becker y
Benhar; 2012.
. Wayne y
CTCL, Leucemia /11 otros: 2014.
Allahyari y
otros; 2017
Becker y
NH-tipo B usu | Benhar; 2012.
1y
otros;2017
HD,NHL,
CTCL,GVHD, /11 %2?(‘)‘:“;6‘1’ J
aploidenticalSCT ’
Carcinoma de
células | Li y otros;
transicionales 2017
Carcinomas | Allahyari y
epiteliales otros; 2017
Mesotelioma | Hassan y

otros; 2020
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Choudhary y
otros; 2011.
Becker y
Benhar; 2012.
Li y otros;
2017.
Allahyari y
otros; 2017

CLL: Leucemia linfocitaria cronica. ALL: Leucemia linfocitica aguda. HCL: Leucemia de células vellosas. LH: Linfoma de

Mesotelioma,
SS1(dsFv)PE38(SS1P) Mesotelina/PE38 ovario, cancer de 1711
pancreas

Hodgkin. NH: No-Hodgkin. ATL: Leucemia de células T adultas. CTCL: Linfoma cutaneo de células T.

Otra IT con reportes recientes en estudios clinicos es la BL22 (RFB4/PE38) que es
una RIT construida a partir del ScFv BFR4 (anticuerpo anti CD22 presente en
células B) y la toxina PE38. En la fase | se informé un 65 % de remision completa
tras un solo ciclo de tratamiento con 3-50ug/kg de la IT a los 46 pacientes con
malignidades hematologicas que fueron incluidos en el estudio. Durante la fase Il
se les aplico una dosis de 40ug/kg a 36 pacientes con tumores hematologicos en
el primer ciclo, a los pacientes que no mostraron remision se les repitié el
tratamiento, esta vez con 30ug/kg cada 4 semanas en un periodo de dos meses.
Los resultados mostraron que BL22 present6 actividad significativa frente a HCL,
mientras que su respuesta fue limitada en pacientes con los tumores
hematologicos CLL, ALL, NH.(#2

Mazor y Pastan en el 2020 realizaron pruebas clinicas en fase, I/Il y lll con la
inmunotoxina LMB-2 en pacientes con tumores hematologicos y melanoma para
estudiar la diferencia entre las respuestas de ambos tipos de tumores frente a las
inmunotoxinas.('"® Para las fases | y Il se administro la inmunotoxina de forma
endovenosa diariamente por 5 dias en ciclos de 21 dias por 5 ciclos. En la fase IlI
se administro al azar 1 o 2 dosis de LMB-2 durante 5 dias seguidos cada 3 semanas,
igualmente con un total de 5 ciclos. En los pacientes con tumores solidos se
realizaron estudios en fase | y se aplicaron 30 pg/kg de LMB-2 cada 2 dias para un
total de tres dosis durante tres semanas. (74.106,116)

EL 17 % de los pacientes con tumores hematologicos desarrollaron anticuerpos ADA
en el primer ciclo de la fase Il. Mientras que el 92 % de los pacientes con melanoma
desarrollaron anticuerpos ADA tras el primer ciclo. Estos resultados muestran una
menor respuesta del Sl en pacientes con tumores de origen hematologico frente

a las IT.(119)
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Inmunotoxinas aprobadas por la Administracion de Alimentos y Drogas
de U.S (FDA, por sus siglas en inglés)

En los ultimos diez anos la FDA aprobo cuatro inmunotoxinas: Brentuximab
vedotin, Trastuzumab emtansine, Bexxar o Tositumab y Moxetumomab pasudotox
(Tabla 3).

La primera inmunotoxina aprobada por la FDA en 1999 fue la Denileukin difitox
para el tratamiento de linfoma de células T cutaneo, linfomas de células B no-
hodgkin, leucemina linfocitica cronica, leucemia de linfocitos C, la enfermedad
de Graft y células T reguladoras. Esta inmunotoxina fue elaborada mediante
técnicas recombinantes con un AcM IL-2 que se une al receptor de Interleukina-2

(IL-2) y un segmento de la toxina diphtérica.(7.118)

Tabla 3- Inmunotoxinas aprobadas por la FDA (2011-2021)

Mecanismo de

Nombre Afo Construccion > Blanco
accion
AcM anti-CD30 conjugado a Bloquea la Linfoma de Hodgkin
Brentuximab vedotin 2011 Monomethylauristatin E (MMAE). division celular. refractorio, linfoma de
células grandes
anaplasico
AcM anti-Her2 conjugado con Inhibe la via de Cancer de mama
Trastuzumab emtansine 2013 mertasine (DM1). senahz.amon dg positivo a HER2
HER2 e internaliza
el DM1
Bexxar/Tositumomab 2013 AcM anti-CD20 ;onjugados con Linfoma No-hodgkin
Indium
Moxetumomab pasudotox scFv CD22 conjugada a la Reconoce el Leucemia de células
- P 2018 extotoxina de truncada PE38. marcador CD22 de vellosas
(Lumoxiti) !
las células B

AcM: Anticuerpo monoclonal.

La inmunotoxina Moxetumomab (Lumoxiti) fue aprobada por la FDA en septiembre
del 2018 para el tratamiento de pacientes adultos con leucemia refractaria de
células vellosas. La dosis recomendada fue de 0,04 mg/kg y es aplicada por via
intravenosa y con una administracion previa de una solucion isotonica a los
pacientes. Los efectos adversos mas comunes fueron edemas, nauseas, fatigas y
se asocia con toxicidad renal. Segin Raedler y otros en el 2019 la IT posee
respuestas duraderas y tolerancias aceptables. (1

La IT Trastuzumab emtansine se aprobd en febrero del 2013 para el tratamiento

de pacientes con cancer de mama metastasico, siendo la dosis recomendada de
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3.6 mg/kg suministrada por via intravenosa en periodos de tres semanas. Los
efectos secundarios mas comunes consistian en fatiga, hemorragia, trombosis,
dolores de cabeza, entre otros. Un analisis de biomarcadores realizado en el
estudio fase lll mostré que los pacientes con alta expresion de RNA mensajero de
HER 2 desarrollaron una respuesta mas favorable ante la IT que aquellos que no
expresaron el marcador. (120

Tumores sensibles a IT
Las Inmunotoxinas han sido empleadas en tumores soélidos y no sélidos, con mejor
respuesta en estos ultimos. (") Los tumores soélidos pueden presentar poca
irrigacion sanguinea y células mas condensadas lo que dificulta la “ruta de
acceso” a las células tumorales individuales, sin embargo, poseen un sistema
inmune (S1) tal capaz de mostrar una buena respuesta frente al tratamiento con
inmunotoxinas.
En un estudio piloto Hassan y otros en el 2015 reportan una remision y una
inmunosupresion en pacientes con mesotelioma que fueron tratados con la RIT-
SSP1 (inmunotoxina recombinante antimesotelina) y lograron modificar las células
cancerigenas de forma irreversible, debido a la inactivacion del factor-2 de
elongacion que detiene la sintesis de proteinas. ””)
Los tumores hematoldgicos por su parte, parecen responder mejor frente a las
inmunotoxinas ya que, las células se encuentran en circulacion. Allahyari y otros
en el 2017 plantea que las inmunotoxinas son muy utiles en el tratamiento de
tumores de células del sistema circulatorio que expresan un alto numero de
proteinas blanco.®® Los pacientes con este tipo de tumor presentan un SI mas
deprimido,('®) porque las células implicadas en la respuesta del Sl se encuentran
comprometidas.
Giansanti y otros en el 2018 reportan que alrededor del 40 % de los pacientes con
una variedad de tumores hematologicos responden al tratamiento con
inmunotoxinas con toxinas de origen bacteriano o vegetal y que, a pesar de la
produccion de ADA, pueden someterse a multiples dosis de las inmunotoxinas. Por
el contrario, el 50-100 % de los pacientes con tumores solidos producen
anticuerpos ADA por lo que no pueden recibir mas de una dosis Unica lo que reduce

el potencial terapéutico de estos farmacos en este tipo de tumor. Todo esto
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puede deberse a una mayor accesibilidad de los tumores hematologicos a las
inmunotoxinas y al SI mas debilitado del paciente en comparacién con los
pacientes con tumores solidos. (73)
En dependencia de la toxina utilizada la produccion de anticuerpos contra la
inmunotoxina podria ser superable, ya que al usar inmunoconjugados con
actividad desestabilizadora de membranas se podria aumentar la permeabilidad
de la membrana de forma selectiva, lo que facilita el acceso de otros agentes
quimioterapéuticos con poca capacidad de penetracion. (122

Estrategias para reducir la citotoxicidad no especifica de

inmunotoxinas

Las inmunotoxinas, constituyen una herramienta novedosa para combatir el
cancer pero existen desafios practicos que limitan el uso clinico. Los ensayos
clinicos con inmunotoxinas han reportado efectos secundarios como la
inmunogenicidad y el sindrome de fuga vascular.
La inmunogenicidad se refiere a la capacidad de una determinada sustancia de
generar una respuesta inmune especifica traducido como eventos adversos y en
ensayos clinicos con inmunotoxinas se ha observado que el Sl activo es capaz de
producir ADA capaces de neutralizar las IT lo que se interpreta como un evento
secundario.
En ensayos clinicos se han reportado eventos de toxicidad inespecifica en el
tratamiento con inmunotoxinas para lo que se desarrollaron distintas estrategias
de construccion y métodos de aplicacion para disminuir su inmunogenicidad
(Tabla 4):

- Disminucion de las células T y B del sistema inmune con el uso de drogas
inmunomoduladoras como el Rituximab antes de aplicar la inmunotoxina. (116

- Utilizacion de anticuerpos humanizados en la construccion de la
inmunotoxina para que el organismo no los identifique como factores no
propios. (116)

- Reducir el tiempo de vida medio en sangre de las IT, para disminuir la
inmunogenicidad mediante el empleo de scFv bivalentes que se unen con mayor

afinidad a las membranas que su contraparte monovalente. (123
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- Modificacion de toxinas como la obtenida de la Pseudomona!''®) y algunas
actinoporinas®’) para disminuir las uniones inespecificas. Se ha modificado,
mediante técnicas de biologia molecular, la region de reconocimiento a la
membrana de estas toxinas para disminuir su toxicidad inespecifica o inactivarlas
temporalmente.

- Reduccién de la toxicidad inespecifica de la IT mientras llega a la célula
blanco con compuestos que se unen a la seccion toxica de la IT mediante un
enlace no covalente que se rompe por la accion de proteasas, de manera tal que,
una vez acoplada a la membrana celular la toxina se libera en el microambiente
tumoral, y esto contribuiria a la disminucion de los efectos no-especificos por

toxicidad. (124

Tabla 4- Estrategias para reducir la citotoxicidad no especifica de inmunotoxinas.

Inmunotoxinas recombinantes mutadas para disminuir su inmunogenicidad

Actividad
Nombre del Descripcion de la ICso Relativa (%) Tipo
< Blanco -
farmaco toxina (pm) (Comparada celular
con PE38)
Moxetumomab CD22 PE38 3.4 100 CA46
PE24 con mutaciones
LMB-T19 en 10 puntos para 3.4 100

reducir el enlace de
célulasBy T

SS1P Mesothelina PE38 47.5 100 KLM1

Fab humanizado y
PE24 con mutaciones

LMB-
100/RG7787 en 5. puntos para 9.9 480
reducir el enlace de
células B
LMB-2 CD25 PE38 0.07 100 HUT102
PE24 enlace C-Cy
Tac-M18- mutaciones en seis 0.7 10
PE24(T) puntos para reducir :
la union inespecifica
LMB-75 BCMA PE24 1.1 100 H929
PE24 con mutaciones
en 5 puntos para
LMB-273 (T20) reducir el enlace de 1.1 100
células B (excluyendo
R494A)
HN3-PE38 GPC3 PE38 586.0 100 Hep38B
PE24 con mutacion
HN3-mPE24 en 5 puntos para 592.0 99
reducir el enlace de
células B
Fuente: Mazor and Pastan."®
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Mutter y otros en el 2018 desarrollaron una inmunotoxina inactiva por métodos
recombinantes (S-FraC-Nab-DHFR), con la toxina formadora de poros FraC, unida
al nanocuerpo 7d12 anti EGFR y le ahadieron un brazo sensible a furina que es
una proteasa tumoral (DHFR). Con este mecanismo se logré que la inmunotoxina
recuperara su actividad al exponerse a furina. Le introdujeron mutaciones al azar
y las mutantes las denominaron como MD-DHFR-FraC que fueron ensayadas en las
lineas celulares de carcinoma A431 que no expresaba furina y Calu-6 que expresa
furina. La IT mostro actividad frente a Calu-6 (ICs0=146+18,5nM), pero no con
A431b.012)

La construccion de una inmunotoxina conlleva la adecuada seleccion del AcM para
minimizar el reconocimiento de células normales y reducir la toxicidad no
especifica. Es igualmente importante la seleccién de la toxina y se plantea como
mas conveniente el empleo de actinosporinas, para tumores de dificil acceso. En
estos casos, las inmunotoxinas podrian combinarse con agentes
quimioterapéuticos para establecer un mecanismo de entrada del farmaco de
manera especifica y sinérgica para aumentar su accion toxica y asi disponer de un
tratamiento que permita disminuir el tamafo de tumores sélidos.

El reconocimiento por el S| de las toxinas en las inmunotoxinas constituye una
desventaja al igual que la toxicidad inespecifica por lo que para superar estas
limitaciones se han utilizado toxinas truncadas. Ademas, se han desarrollado
estrategias para mejorar la eficacia de las inmunotoxinas con el uso de
fragmentos de anticuerpos que disminuye el tamano de la molécula de la
inmunotoxina, mejora la penetracion en los tumores, disminuye la
inmunogenicidad, aumenta la union a la molécula blanco y la relacion tumor-

sangre.

Consideraciones finales
El uso de las inmunotoxinas ha estado en una zona de conflicto en el tratamiento
del cancer, sin embargo los resultados de diversos grupos de trabajo muestran
que constituyen una alternativa para superar la toxicidad colateral de los

citostaticos y han estimulado un interés en el desarrollo de la terapia dirigida.
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Las estrategias para el tratamiento del cancer con inmunotoxinas aun estan en
estudio, pues es necesario identificar toxinas mas potentes, AcM y sus fragmentos
con mayor especificidad, asi como establecer los tratamientos especificos para

cada paciente y el tipo de tumor.
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