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Resumen: Esta revisién examina el papel de las enzimas del citocromo P450 en la bioactivacién del
agente quimioterapéutico ciclofosfamida (CPA) para uso en la terapia génica del cancer. El estudio
explora enzimas especificas del citocromo P450, como CYP2B6, CYP2C9 y CYP3A4, encargadas
de metabolizar la CPA en su forma activa, destacando su potencial en la terapia del gen suicida o
GDEPT. La revision también analiza las modificaciones genéticas realizadas para mejorar la eficiencia
catalitica de estas enzimas y aborda los desafios y las direcciones futuras de la integracion de
GDEPT con otras terapias contra el cancer para mejorar la especificidad y eficacia del tratamiento.
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Abstract: This review examines the role of cytochrome P450 enzymes in the bioactivation of
the chemotherapeutic agent cyclophosphamide (CPA) for use in cancer gene therapy. The study
explores specific cytochrome P450 enzymes, such as CYP2B6, CYP2C9, and CYP3A4, responsible
for metabolizing CPA into its active form, highlighting its potential in suicide gene therapy or
GDEPT. The review also discusses genetic modifications made to improve the catalytic efficiency of
these enzymes and addresses the challenges and future directions of integrating GDEPT with other
cancer therapies to improve treatment specificity and efficacy.
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Introduccién

El cédncer es uno de los problemas de salud méas relevantes a nivel mundial y afecta a
millones de personas de todas las edades y géneros. El cancer se da como el resultado
de interacciones entre factores genéticos propios y agentes externos, lo que causa
alteraciones anormales en las células pudiendo llegar a la formacién de tumores con el
paso del tiempo [1]. A medida que la poblacién global incrementa su expectativa de vida,
también incrementa la incidencia de céncer, lo que conlleva a un mayor reporte de muertes
por esta causa al afio. En el 2020, cerca de 10 millones de muertes fueron causadas por
el cancer a escala global, y se espera que llegue a los 16 millones para el 2040 [2]. Este
problema también acarrea una gran afectacion econémica, por ejemplo, el gasto global en
oncologia incluyendo cuidados fue estimado en 206 billones de délares americanos para el
2022; esto equivalié a un incremento de 147 billones de ddlares en tan sélo diez afios [2].

En consecuencia, es importante, a parte de la deteccién temprana, el desarrollo de
terapias eficientes y dirigidas a combatir dicha enfermedad incluso en estadios tardios y
con costos accesibles, para ofrecer una oportunidad de recuperacién a esta gran parte de
la poblacién. Sin embargo, cabe recalcar que independientemente del estadio del cancer,
los tratamientos son sumamente invasivos y afectan significativamente la calidad de vida
de las personas afectadas. Todas estas variables deben considerarse en el desarrollo de
una nueva alternativa de tratamiento.

Las formas més comunes de tratamiento en el caso de cancer son 1) cirugia, 2) radioterapia,
3) terapia sistémica, siendo la cirugia la mas invasiva mientras que las otras acarrean efectos
secundarios no deseados. Usualmente varios de estos tratamientos son combinados para
incrementar la eficiencia anticancer o prevenir la reaparicion del tumor, lo que puede
potenciar los dafios colaterales [3]. En el caso de la cirugia esta es una opcién en estadios
tempranos del cancer, cuando este alin no se ha diseminado. Por otro lado, |a radioterapia,
aunque ha avanzado mucho en los Gltimos afios, causa problemas superficiales o inflamacién
en la zona donde se aplico |a radiacion. En el caso de la terapia sistémica, esta abarca la
terapia hormonal, la quimioterapia, la inmunoterapia y la terapia dirigida [4]. Todas estas
tienen en comun la administracién de un medicamento con efecto terapéutico, y sus efectos
secundarios varian considerablemente dependiendo del medicamento y el paciente [3].
Algo que considerar, es que uno de los agentes quimioterapéuticos mas empleados en
cancer de mama, endometrio, varios linfomas y leucemia, es la ciclofosfamida (CPA), lo cual
la convierte en un blanco importante para terapia génica del cancer [5], [6], [7].

Los avances en |a terapia génica del cancer han revolucionado el panorama del tratamiento
del cancer [8], [9]. Un enfoque prometedor de la terapia génica contra el cadncer consiste en
introducir genes que codifican enzimas metabolizadoras de profarmacos contra el cancer,
como las enzimas del citocromo P450 (CYP), que ayudan a la eliminacién de las células
cancerosas [10], [11]. Este enfoque se denomina terapia del gen suicida o GDEPT por
sus siglas en inglés (Gene-Directed Enzyme Prodrug Therapy) [12]. Cabe recalcar que, los
citocromos P450 humanos, principalmente CYP2B6, CYP2C9 y CYP3A4, son responsables
de la activaciéon metabdlica del profarmaco CPA a su forma quimioterapéutica. Existen un
nimero importante de sistemas GDEPT probados in vivo e in vitro, ademas varios de estos
han llegado a etapas de ensayos preclinicos y clinicos lo cual resalta el avance de esta
tecnologia en los Ultimos afios y su potencial a futuro.

En esta revisién abordaremos como el uso de enzimas del citocromo P450 especificas
han sido empleadas para la activacion del quimioterapéutico ciclofosfamida y las mejoras
genéticas realizadas para potenciar el uso de esas enzimas en terapia génica del cancer.
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Finalmente, las limitaciones y perspectivas futuras serdn también analizadas.
Mecanismos de Accidon de la Ciclofosfamida

La ciclofosfamida como un agente alquilante de ADN y su uso en el tratamiento contra
el cancer

La ciclofosfamida (CPA) y su isémero estructural, la ifosfamida (IFA), son profarmacos
quimioterapéuticos, usados también como agentes inmunosupresores, que pertenece
a la familia de las oxazafosforinas [13]. Son conocidos por su capacidad como agentes
alquilantes del ADN. Actlan principalmente a través de su metabolito citotodxico, la
mostaza de fosforamida, que se forma cuando la CPA o IFA son metabolizadas en el
higado por enzimas CYP [14]. Este metabolito interacciona con el ADN al formar enlaces
covalentes con los grupos alquilo en las guaninas de las cadenas de ADN, lo que conduce
a la formacién de puentes entre las cadenas de ADN vy, en Ultima instancia, a la ruptura de
la doble hélice del ADN. Esta accién interfiere con la replicacion y la transcripcion del ADN,
lo que interrumpe el funcionamiento normal de las células cancerosas [15]. Dado su amplio
uso y eficacia en el tratamiento de diversos canceres, incluidos el de mama, endometrio y
ciertos linfomas y leucemias, la ciclofosfamida es una piedra angular en la quimioterapia
[13]. Sin embargo, dichos profarmacos poseen un bajo indice terapéutico, es decir, las
dosis terapéuticas pueden ocasionar toxicidad lo que puede provocar efectos secundarios
significativos, como leucopenia, ndusea y alopecia, y toxicidades en érganos especificos
como los rifiones y la vejiga, debido a su impacto en las células de division rdpida no solo
en el tumor, sino también en células del cuerpo [14], [16]. Ademas, el uso continuado de
ciclofosfamida puede llevar al desarrollo de resistencia a la terapia, lo que complica ain
mas su uso a largo plazo en la terapia anticancer [17]. Por lo tanto, es crucial mejorar y
optimizar la activaciéon de estos profarmacos mediante enzimas CYP. Este enfoque podria
permitir una reduccién en las dosis administradas y, consecuentemente, disminuir los
efectos secundarios adversos.

Relacion entre la bioactivacion y la eficacia terapéutica

La relacion entre la bioactivacion de la CPA y su eficacia terapéutica es crucial para el
tratamiento del cancer. Es indispensable que la CPA o IFA sean convertidas a su
compuesto terapéutico mostaza de fosforamida [14]. Por tanto, la eficacia terapéutica de
la ciclofosfamida depende significativamente de la eficiencia con la que estas enzimas
catalizan su conversion. Factores genéticos que afectan la expresién o la actividad de estas
enzimas pueden alterar los niveles de bioactivacion, influenciando asi |a eficacia y seguridad
del tratamiento. Por ejemplo, variaciones en los genes que codifican para las enzimas P450
pueden resultar en diferencias en la tasa de bioactivacién entre pacientes, afectando tanto
la efectividad del tratamiento como el perfil de toxicidad (ver mas adelante la seccién: Los
citocromos P450 y su papel en el metabolismo de farmacos ) [19]. Ademas, esta relacién
destaca la importancia de ajustar las dosis de ciclofosfamida y monitorear cuidadosamente
los efectos terapéuticos y adversos para optimizar los resultados en los pacientes tratados.
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Funcion de los citocromos P450 en la bioactivacion de la ciclofosfamida
Los citocromos P450 y su papel en el metabolismo de farmacos

Las enzimas CYP son cruciales para estudiar las interacciones entre farmacos debido a
su promiscuidad de sustratos. Estas desempefian un papel importante en la primera fase
del metabolismo de los farmacos, donde participan en el 96% de las reacciones [23]. Los
citocromos P450 de mamiferos son principalmente expresados en el higado y en niveles
bajos en otros tejidos o tumores [20]. Catalizan la incorporacién de un d&tomo de oxigeno
molecular en un sustrato, mientras que el otro es reducido a una molécula de agua (ver
Fig. 1). Estas pueden catalizar una gran variedad de reacciones de oxidacién, incluyendo
hidroxilaciones, epoxidaciones, oxidaciones de heterodtomos, dealquilaciones de
heterodtomos, transferencia de grupos oxidativos, corte de ésteres y deshidrogenaciones
[14].

Ademés, los canales de acceso al ligando en estas enzimas pueden influir en la selectividad
del sustrato. Ciertos residuos dentro de estos canales determinan la afinidad de las enzimas
por tipos especificos de moléculas, lo que les permite catalizar diversas reacciones [21],
[22].

También intervienen en la bioactivacion de los profarmacos, los cuales necesitan ser
transformados a su forma activa para ejercer su efecto terapéutico [23]. La biotransformacion
de los farmacos en humanos estd mediada principalmente por las familias CYP 1 a 3, que
son responsables de mas del 80% de las reacciones metabdlicas [22].

Las enzimas CYP tienen un grupo prostético compuesto de protoporfirina IX de hierro que
se une, en la mayoria de casos, en su sitio activo. El ciclo catalitico de las enzimas CYP
requiere de multiples componentes para la transferencia de electrones. Estos donadores de
electrones pueden ser NADPH citocromo P450 reductasa (CPR) o el citocromo b5 [24]. Por
ejemplo, los electrones son transferidos desde el NADPH al P450 mediante los cofactores
mononucleétido de flavina (FMN) y dinucledtido de flavina adenina (FAD) del CPR (ver Fig.
1) [25].

R-H+ 0,

\_/B-OH + H,0

NADPH + H

COOH

NADP*

Membrana del
reticulo
endoplasmatico

Fig. 1. llustracion de la donacion de electrones provenientes del NADPH por parte de la reductasa del citocromo
P450 (CPR) al citocromo P450. Disefiado con Biorender.com.
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Algo que resaltar es que las enzimas CYP cumplen un papel importante en el metabolismo
de carcinégenos (1A1, 1A2, 1B1, 2A6, 2A13, 2E1y 3A4) y en la activacion de antineoplasicos
[26]. En consecuencia, estas enzimas son usualmente usadas en terapias de gen suicida
(GDEPT) contra el cancer. Algunos de los antineoplédsicos metabolizados por enzimas CYP
se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Profarmacos activados por citocromos P450. Adaptado de [25,27].

Profarmaco Farmaco anticancer Farmacologia
4-ipomeanol Epodxido de furan Alquilacion del ADN
Ciclofosfamida Mostaza de fosforamida Alquilacién del ADN
Dacarbacina HHMTIC Alquilacién del ADN
Doxorubicina Doxorubicinol Agente intercalante
Ftorafur (Tegafur) 5-FU Inhibidor de la timidilato sintasa/
incorporado en el ADN y ARN
Ifosfamida Mostaza de isofosfamida | Alquilacion del ADN
Irinotecan SN-38 Inhibidor de la topoisomerasa I
Tamoxifeno Endoxifeno Antiestrogénico
Tiotepa No definido Alquilacion del ADN
Trofosfamida Mostaza de trofosfamida | Alquilaciéon del ADN

La bioactivaciéon mediada por enzimas puede tener diversos resultados, como la
transformacién de un profarmaco en su forma activa, cambios en los niveles de actividad y
potencial toxicidad [28]. Ademas, la presencia de polimorfismos genéticos pueden dar lugar
a diferencias en la actividad enzimética y en la afinidad por el mismo sustrato, por lo cual es
necesario considerarlos para asegurar la efectividad de las terapias [29]. Las interacciones
de los polimorfismos de la enzima CYP y varios farmacos han sido documentadas en la
pagina del Consorcio de variacién farmacogénica (https://www.pharmvar.org/genes).

Mecanismos de activacion de la ciclofosfamida porlos citocromos P450y sus constantes
cinéticas

La activaciéon de la CPA o IFA a su compuesto terapéutico requiere de un paso de
4-hidroxilacién mediado por enzimas CYP [18]. Se conocen varios tipos de P450 humanos
(hepéaticos) involucrados en la reaccién de 4-hidroxilacion de estos agentes, como el CYP2B6
(45% de la bioactivacion total de la CPA), CYP3A4 (25%), CYP2C9 (12%) y otros (18%) [30],
[31]. Otras enzimas CYP no humanas también han sido identificadas como activadoras de
la CPA (Tabla 2). En esta reaccién, tanto CPA como IFA pueden ser hidroxilados y producir
mostaza de fosforamida (agente terapéutico) y acroleina como subproducto. Sin embargo,
CPA e IFA presentan una ruta alterna, no ideal, de produccién de dicloroetil-CPA/IFA (no
terapéutico) y cloroacetaldehido (ver Fig. 2); siendo este Ultimo neurotdxico y nefrotdxico
[32].
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P450 + CPR

Activacion del farmaco

Carboxifosfamida
(Inactiva)
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Fig. 2. Ruta de activacion de la ciclofosfamida (CPA) y la ifosfamida (IFA) mediante citocromos P450 y su
reductasa (CPR). El cuadro en amarillo muestra la produccion de la mostaza de fosforamida, agente citotoxico

de efecto quimioterapéutico.

Tabla 2. Lista de enzimas CYP involucradas en la activacion de la CPA por la ruta de

4-hidroxilacidn y sus valores cinéticos.

Enzima CYP Organismo Km Vmax (mol/ | Vmax/Km (mol/min/ Ref.
(Silvestre) (mM) min/mol) mol P450/ mM)
2B1 Rata 1.45 359 249 [33]
2B4 Conejo 5.28 13.5 2.6 [33]
2B5 Conejo 417 2.8 0.7 [33]
2B11 Canino 0.16 28.2 174.7 [33], [34]
2B6 Humano 4.9 62.5 12.8 [35]
1.89 100.4 53.1 [31]
2C8 Humano 24 5 2.1 [36]
2C9 (11e359) Humano 0.5 1.5 3
2C9* Humano 29 27.8 9.6 [37]
2C19* Humano 5.85 32.7 5.6
2C19 Humano 0.3 0.25 0.8 [36]
2C18 (Thr385) Humano 2.8 33 11.8
3A4 Humano 1.46 25.5 17.5 [31]
3A5 Humano - - - [38]
1A1 Humano - - _ [30]
1A2 Humano - - _ [30], [39]
2A6 Humano B} , - [30]
2E1 Humano - - _ [30]
2]2 Humano 3.7-6.6 2.9-10.3 05-23 [40]

*2C9.1y 2C19.1 variantes alélicas
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Pese a que los citocromos humanos CYP2B6, CYP3A4 y CYP2C9 catalizan esté reaccién en
mayor proporcién, el citocromo P450 de rata CYP2B1 y el de perro CYP2B11 presentan
actividad de 4-hidroxilaciéon de la CPA superior a las otras formas (ver Tabla 2, Km) [33],
[41]. Los valores de Km (afinidad de los P450 por CPA) son menores a 1.5 mM para CYP2B1
y CYP2B11 y entre 1.89 a 4.9 mM para CYP2Bé6 (ver Tabla 2) [31], [41]. Con los valores
actuales de Km (>0.16-5 mM) altas dosis del profarmaco son requeridas para una activacion
eficiente del agente anticancerigeno, y por consiguiente limitan la utilidad del GDEPT
basado en enzimas CYP. Es indispensable, entonces, trabajar en mejoras sobre la enzima
P450 para favorecer la activaciéon de la CPA. Es importante mejorar las caracteristicas de la
enzima como su eficiencia catalitica (Vmax/Km) hacia la 4-hidroxilacién de la CPA y reducir
su Km (<0.16 mM) para asi prevenir la N-dicloroetilacién (ver Fig. 2) [33].

Por afos las alternativas para mejorar las caracteristicas de la enzima se basaron en el
uso del disefio racional partiendo de estructuras obtenidas por rayos-x y sustituciones de
residuos presentes en el sitio activo de la enzima [42] o el empleo de P450 de organismos
alternativos. Un ejemplo ha sido el uso del CYP2B11 canino, el cual mejoré el Km hasta 30
veces en comparacion con el del CYP2B6 (humano) y 9 veces en comparacion del CYP2B1
(rata) [13] (ver Tabla 2). Sin embargo, en la actualidad, estas enzimas pueden beneficiarse
ampliamente de nuevas estrategias para mejorar sus valores cinéticos.

Potencial de uso de citocromos P450 y CPA en terapia génica de cancer

En general, los agentes quimioterapéuticos como la CPA han incrementado
significativamente la expectativa de vida en pacientes que padecen de diferentes tipos de
cancer. Sin embargo, dado que su forma de accién es generar un efecto citotdxico en las
células de division rapida para combatir el tumor, también causan una variedad de efectos
secundarios debido a su efecto tdxico sobre otras células del cuerpo (no tumorales) de
division rapida [14], [16]. En algunos pacientes estos efectos secundarios son insostenibles
por lo que requieren una reduccion en la dosis, cambio a un régimen menos efectivo de
quimioterapia o incluso terminacién del tratamiento, lo que en ultimas instancias reduce su
expectativa de vida e incrementan la morbilidad [43].

Los mayores problemas del uso de agentes quimioterapéuticos son: i) dafio a las células y
érganos normales, ii) su estrecho indice terapéutico, iii) su pobre selectividad por células
neoplésicas (de multiplicacion anormal) y iv) desarrollo de multirresistencias después de
un periodo prolongado de tratamiento debido a sobreregulacion de las bombas de eflujo,
incremento en la expresion de glutation S-transferasa e incremento en el reparamiento del
ADN [44].

Una estrategia potencial para sobrellevar estas limitaciones es el uso de profarmacos en
conjunto con terapia génica. El uso del profarmaco CPA es beneficioso ya que tiene eficiencia
comprobada, es ampliamente utilizado en tratamientos tradicionales de quimioterapia y
elimina la necesidad de buscar y probar un nuevo compuesto [33]. En la quimioterapia
tradicional, la CPA es convertida a su forma activa y citotdxica en el higado por enzimas
CYP y mediante el torrente sanguineo esta molécula activa es transportada al tumor, sin
embargo, puede también interactuar con células no tumorales provocando efectos no
deseados (ver Fig. 3) [14].

Afortunadamente, estos problemas pueden ser solucionados mediante el uso de terapia
génica (especificamente GDEPT) basada en enzimas P450, en donde la secuencia codificante
para la enzima CYP es introducida mediante un vector o vehiculo a la zona del tumor y ahi
realiza la activacion del profarmaco (CPA) para que cumpla su funcién quimioterapéutica
7
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[33]. Ademads, esta estrategia permite la eliminacion de las células tumorales a dosis més
bajas de las que se usarian si el agente es aplicado de forma tradicional [33]. Esto debido al
efecto “bystander”, el cual permite que células vecinas a las células transfectadas también
se vean afectadas por la citotoxina (ver Fig. 3) [13].

En términos generales el uso de GDEPT es atractivo ya que complementa a la quimioterapia
clinica actual, ademas sélo una pequefa parte de células tienen que ser modificadas
genéticamente para poder lograr la destrucciéon del tumor. Esto ya que se toma ventaja
del efecto “bystander” en el cual el agente citotdxico es transferido a las células vecinas.
Este efecto es critico para el éxito de GDEPT, por lo cual hay que considerarlo durante el
desarrollo de la terapia [45]. Un reciente articulo de Carrera-Pacheco et al. (2024), resalta el
uso de las enzimas CYP en terapia génica del cancer [46].

Quimioterapia convencional GDEPT basado en P450
Virus llevando los
. .’ genes del P450 y CPR
© ;
CPA Entrega 5|stem|ca_’ et CPA
l _gedP R lEntrega localizada

: 7
J A

-
-
-
-
-
-
-
-

Metabolitos citotéxicos -~

(circulacién sistémica) ‘x e A -
- e
/ \ \\ . “71 . ° , Citotoxicidad "bystander"
Células Células P - i Eficacia aumentada
tumorales normales \\\ = =
Seoi
Células
normales

Eﬁcama reducida Toxicidad aumentada

Toxicidad reducida

Fig. 3. Comparacion entre la quimioterapia convencional y la terapia génica basada en citocromos P450.
Disefiado con Biorender.com.

Evidencia in vitro, preclinica y clinica

Estudios in vitro sobre la bioactivacion de la ciclofosfamida mediada por los citocromos
P450 y mejoras genéticas realizadas

Tradicionalmente, el disefio racional ha sido empleado para mejorar genéticamente
enzimas como los citocromos P450. Sin embargo, en los Gltimos afos, la atencién se ha
volcado hacia el uso de la evoluciéon dirigida y la reconstruccion ancestral de secuencias
(ASR). Estas estrategias han demostrado ser exitosas en la obtencién de enzimas altamente
eficientes, con mejor expresién, mayor termoestabilidad, robustez y mejores caracteristicas
cinéticas [47]-{49]. Se espera que estas estrategias sean cada vez mas utilizadas en el
disefio de enzimas CYP para terapia génica. A continuacién se describen estudios sobre
la bioactivacién de la ciclofosfamida mediada por enzimas CYP, silvestres (ver Tabla 2) y

mutantes.
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CYP2Bt1:

Comparaciones entre laenzima CYP2B1 de rata con la CYP2B4 o 2B5 de conejo demostraron
una eficiencia catalitica de 10 a 35 veces superior para catalizar la hidroxilacién de la CPA
en el caso de la CYP2B1. Posteriormente, mediante la sustitucidon de un residuo en CYP2B1
(1114V), se mejord aun mas la eficacia de la hidroxilaciéon de la CPA (Km 0.4 mM) [33].

En otro estudio se cred un mutante doble con su extremo amino-terminal modificado (2B1dH
L209A/S334P). Este mutante demostrd una mayor eficiencia catalitica en la activacién de la
CPA. Estas mejoras se tradujeron en una reducciéon de 6 veces en el valor Km (0.2 mM) para
la 4-hidroxilacion del CPA en comparacion con el CYP2B1 original [50].

CYP2B11:

El CYP2B11 canino demostrd una actividad de 4-hidroxilacion del CPA de 9 veces mayor
(Km 0.16 mM) que el CYP2B1 [33]. En otro estudio, se utilizé el CYP2B11 en ratones con
gliosarcomas, en los que se inyecté CPA directamente en el tumory se ralentizé su liberacién
en el torrente sanguineo mediante un biopolimero. El resultado fue un aumento total de
3,9 veces en la actividad intratumoral y antitumoral [51]. Posteriormente, el CYP2B11
fue redisefiado para mejorar el metabolismo de la CPA mediante la introduccién de seis
mutaciones en el extremo amino-terminal (P450 2B11dH), mejorando la eficiencia catalitica
para la CPA (Km 0.06 mM) [34].

CYP2B6:

CYP2B6 ha demostrado una actividad de 4-hidroxilacion del CPA de entre 1.89-4.9 mM
[31], [35], [35]. Varios estudios y mejoras fueron realizados con CYP2B6, por ejemplo,
una proteina de fusion CYP2B6-NADPH citocromo P450 reductasa (RED) demostrd ser
eficaz para potenciar la citotoxicidad del CPA en lineas celulares tumorales de pulmén con
bajos niveles de RED enddgena tras la infeccién y durante el tratamiento [52]. Otra enzima
obtenida a partir de en un mutante triple de CYP2B6 y RED (CYP2B6TM-RED, Km 1.05 mM)
fue introducida en lineas celulares pulmonares humanas (A549) y murinas (TC1) resistentes
y las transformé en lineas celulares susceptibles a la CPA [53].

En otro estudio, se sustituyeron residuos del CYP2B6 por aminoécidos especificos que
se encuentran en las secuencias de reconocimiento de sustrato del CYP2B11. Como
resultado, un mutante doble (1114V/ V477W) mostrd una reduccion de 4.5 veces en el Km
(1.1 mM) y convirtié una linea celular humana de cancer de cabeza y cuello resistente en
una linea celular sensible al CPA [35]. En una investigacién sobre el glioblastoma multiforme
(GBM), un tumor cerebral muy agresivo, se explord el uso de la terapia génica CYP2B6
en combinacién con células madre/progenitoras neurales. Los resultados revelaron una
reduccion significativa del crecimiento tumoral tras la administraciéon de CPA [54]. En 2016,
Lautier y sus colegas crearon quince quimeras entre CYP2B6 y CYP2B11 para mejorar la
afinidad por el CPA. Entre ellas, las quimeras Ky O mostraron los valores Km més bajos
(Km de 0.07 y 0.02 mM, respectivamente), proporcionando una mejor comprensioén de los
elementos estructurales que controlan la especificidad del CPA en estas enzimas [55].
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CYP2Cs8, 2C9, 2C18 y 2C19:

Tanto CYP2C9 como CYP2C19 mostraron bioactivacion de la CPA in vitro, sin embargo las
variantes polimorficas CYP2C9.2 y CYP2C9.3 presentaron una actividad de 4-hidroxilacion
tres veces menor que CYP2C9.1. Ademas, CYP2C9 no parece contribuir sustancialmente
a la 4-hidroxilaciéon total de CPA y CYP2C19 contribuye en menor medida [37]. En otro
estudio 2C19 mostré el Km mas bajo (0.3 mM), seguido de 2C9, 2C18 y 2C8 (Tabla 2) para
el metabolismo de la CPA [36]. No se tiene reportes de mejoras sobre estas enzimas CYP
para uso en terapia del cancer.

CYP3A4:

CYP3A4 mostré un Km 3.4 veces menor que el CYP2B6 para la 4-hidroxilacién de la CPA.
Sin embargo, presenta una mayor actividad de N-dicloroetilacion hacia la CPA 'y no es un
catalizador enzimatico importante de la 4-hidroxilacion de la CPA como lo es CYP2B6 [31].
No se tiene reportes de mejoras sobre estas enzimas CYP para uso en terapia del cancer.

CYP2)2:

Se demostré que CYP2J2 es igual de importante que el CYP2B6 en el metabolismo de la
CPA. Su Km (3.7-6.6 mM) es relativamente similar al del CYP2B6 (Km 1.89-4.9 mM) [40]. No
se tiene reportes de mejoras sobre estas enzimas CYP para uso en terapia del cancer.

En general muchos estudios se han enfocado en la investigaciéon del efecto de los
polimorfismos presentes en las enzimas CYP sobre la activacién de la CPA, los cuales son
importantes al momento de desarrollar la GDEPT [56], [57]. Sin embargo, en base a nuestra
busqueda bibliografica, no se han realizado modificaciones genéticas sobre las isoformas
CYP1A1, 1A2, 2C8, 2C9, 2C18, 2C19, 3A4. 3A5, 2E1y 2J2.

Resultados de ensayos clinicos que respaldan el uso de citocromos P450 en la terapia
con ciclofosfamida

Los estudios preclinicos y clinicos han explorado el potencial de la terapia del gen suicida
(GDEPT), que involucra enzimas del citocromo P450. Un estudio preclinico realizado por
McErlane et al. (2005) demostrd la eficacia de la enzima CYP2B6 combinada con radiacion
y los profarmacos banoxantrona (AQ4N) y CPA, para inducir dafio en el ADN de células RIF-
1y reducir el tamafio del tumor en un modelo murino. El estudio destacé la funcionalidad
de la enzima tanto en condiciones ricas en oxigeno como en condiciones hipdxicas [58].
En ensayos clinicos, un estudio de fase I-Il de Lohr et al. (2003) incluyeron a 14 pacientes
con adenocarcinoma de pancreas inoperable los cuales recibieron células CYP2B1
microencapsuladas de forma intraarterial seguidas de ifosfamida. El tratamiento no mostré
toxicidad significativa, con enfermedad estable en la mayoria de los pacientes y respuesta
parcial en dos de ellos [59]. A pesar de estos desafios, el potencial para integrar GDEPT
con otras terapias contra el cancer sigue siendo prometedor y justifica mas investigacion y
desarrollo.
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Desafios y futuras direcciones

La terapia del gen suicida (GDEPT) enfrenta desafios importantes, como superar las
barreras fisicas e inmunitarias para la entrega eficaz de genes a una cantidad suficiente
de células tumorales. Esto es crucial para una activacién exitosa del profarmaco, ya
que la administracién o su expresion ineficaz puede provocar una actividad antitumoral
reducida o una mayor resistencia al tratamiento [22]. Otro desafio en GDEPT es debido a la
administracién directa de vectores al sitio del tumor, si bien reduce la exposicion sistémica,
conlleva riesgos como sangrado, posible siembra metastasica y distribucion desigual dentro
del tumor, lo que limita la eficacia general de la terapia [60]. Dicha administracién también
estd restringida a tumores accesibles, con desafios para llegar a tumores profundamente
arraigados o inoperables [60].

Ademas, la eficacia de GDEPT disminuye por la presencia de células tumorales que no se
dividen y que son menos susceptibles a los sistemas de enzimas y profarmacos disefiados
principalmente para células que se dividen rapidamente. Esto podria contribuir a la
resistencia y la recurrencia del cancer [61]. La especificidad del sistema enzima-profarmaco
es otro obstaculo; Idealmente, la enzima expresada deberia activar el profarmaco solo en
el sitio del tumor para evitar dafios a los tejidos sanos.

El desarrollo de resistencia, la posible inmunogenicidad de los vectores o enzimas y las
controversias éticas sobre la ingenieria genética en humanos son desafios adicionales
que requieren investigacion continua para optimizar las estrategias de GDEPT, mejorar
la especificidad y la seguridad, y abordar los requisitos reglamentarios para la aplicacién
clinica [17], [62].

Las direcciones futuras en la investigacion de GDEPT se centran en desarrollar tratamientos
especificosy eficientes utilizando enzimas disefiadas y sistemas de administracion avanzados
[63]. Se debe también integrar el GDEPT con otras terapias y aprovechar la inteligencia
artificial para disefar terapias contra el cancer personalizadas y efectivas.

Conclusiones

La investigacion sobre el uso de enzimas del citocromo P450 en la bioactivacion de la
ciclofosfamida representa un avance significativo en el tratamiento del céncer. Estos
hallazgos clave demuestran que las enzimas CYP pueden activar eficientemente la CPA
en su forma terapéutica, ofreciendo una manera mas dirigida y menos téxica de combatir
las células cancerosas. Esta estrategia, al minimizar los efectos secundarios y aumentar la
precision del tratamiento, tiene el potencial de transformar las practicas clinicas actuales,
ofreciendo opciones de tratamiento mas seguras y eficaces para los pacientes.

Desde una perspectiva clinica, la capacidad de las enzimas CYP para activar especificamente
los profarmacos en el entorno tumoral sugiere un notable potencial para mejorar
los resultados de los pacientes, disminuyendo la toxicidad sistémica asociada con la
quimioterapia convencional. Este enfoque podria ser especialmente valioso en pacientes
con céanceres avanzados o en aquellos que no responden bien a las terapias estandar,
facilitando tratamientos mas personalizados y efectivos.
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Para aprovechar completamente estas ventajas, es necesario enfocar las futuras
investigaciones en optimizar los vectores de entrega de genes para los citocromos P450,
asegurando una expresién eficiente y especifica en las células tumorales. Ademas, es
crucial continuar los estudios sobre la ingenieria genética de las enzimas CYP para obtener
variantes mas eficientes que puedan ser empleadas en GDEPT. Es importante también, el
estudio de la interaccién entre diferentes isoformas de P450 y varios tipos de cancer para
identificar los enfoques més eficaces. Finalmente, es esencial la realizacién de ensayos
clinicos méas amplios y detallados que evallen la eficacia y seguridad de estos tratamientos
en diversas poblaciones de pacientes, lo que ayudard a estandarizar estos métodos en la
practica clinica y a desarrollar nuevas modalidades terapéuticas basadas en la bioactivacién
enzimatica.
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