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				Resumen: Esta revisión examina el papel de las enzimas del citocromo P450 en la bioactivación del agente quimioterapéutico ciclofosfamida (CPA) para uso en la terapia génica del cáncer. El estudio explora enzimas específicas 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 revisión también analiza las modificaciones genéticas realizadas para mejorar la eficiencia catalítica de estas enzimas y aborda los desafíos y las direcciones futuras de la integración de GDEPT con otras terapias contra el cáncer para mejorar la especificidad y eficacia del tratamiento.

				Palabras Clave: GDEPT, Ciclofosfamida, Terapia Génica, Citocromos P450, Quimioterapia, Bioactivación, Modificación Genética. 

				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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				Introducción

				El cáncer es uno de los problemas de salud más relevantes a nivel mundial y afecta a millones de personas de todas las edades y géneros. El cáncer 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 formación de tumores con el paso del tiempo [1]. A medida que la población global incrementa su expectativa de vida, también incrementa la incidencia de cáncer, lo que conlleva a un mayor reporte de muertes por esta causa al año. En el 2020, cerca de 10 millones de muertes fueron causadas por el cáncer a escala global, y se espera que llegue a los 16 millones para el 2040 [2]. Este problema también acarrea una gran afectación económica, por ejemplo, el gasto global en oncología incluyendo cuidados fue estimado en 206 billones de dólares americanos para el 2022; esto equivalió a un incremento de 147 billones de dólares en tan sólo diez años [2].

				En consecuencia, es importante, a parte de la detección temprana, el desarrollo de terapias eficientes y dirigidas a combatir dicha enfermedad incluso en estadíos tardíos y con costos accesibles, para ofrecer una oportunidad de recuperación a esta gran parte de la población. Sin embargo, cabe recalcar que independientemente del estadío del cáncer, 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 más comunes de tratamiento en el caso de cáncer son 1) cirugía, 2) radioterapia, 3) terapia sistémica, siendo la cirugía la más invasiva mientras que las otras acarrean efectos secundarios no deseados. Usualmente varios de estos tratamientos son combinados para incrementar la eficiencia anticáncer o prevenir la reaparición del tumor, lo que puede potenciar los daños colaterales [3]. En el caso de la cirugía esta es una opción en estadíos tempranos del cáncer, cuando este aún no se ha diseminado. Por otro lado, la radioterapia, aunque ha avanzado mucho en los últimos años, causa problemas superficiales o inflamación en la zona donde se aplicó la radiación. 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 común la administración de un medicamento con efecto terapéutico, y sus efectos secundarios varían considerablemente dependiendo del medicamento y el paciente [3]. Algo que considerar, es que uno de los agentes quimioterapéuticos más empleados en cáncer de mama, endometrio, varios linfomas y leucemia, es la ciclofosfamida (CPA), lo cual la convierte en un blanco importante para terapia génica del cáncer [5], [6], [7].

				Los avances en la terapia génica del cáncer han revolucionado el panorama del tratamiento del cáncer [8], [9]. Un enfoque prometedor de la terapia génica contra el cáncer consiste en introducir genes que codifican enzimas metabolizadoras de profármacos contra el cáncer, como las enzimas del citocromo P450 (CYP), que ayudan a la eliminación 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 activación metabólica del profármaco CPA a su forma quimioterapéutica. Existen un número importante de sistemas GDEPT probados in vivo e in vitro, además varios de estos han llegado a etapas de ensayos preclínicos y clínicos lo cual resalta el avance de esta tecnología en los últimos años y su potencial a futuro. 

				En esta revisión abordaremos como el uso de enzimas del citocromo P450 específicas han sido empleadas para la activación del quimioterapéutico ciclofosfamida y las mejoras genéticas realizadas para potenciar el uso de esas enzimas en terapia génica del cáncer. 
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				Finalmente, las limitaciones y perspectivas futuras serán también analizadas.

				Mecanismos de Acción de la Ciclofosfamida

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

				La ciclofosfamida (CPA) y su isómero estructural, la ifosfamida (IFA), son profármacos 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. Actúan principalmente a través de su metabolito citotóxico, la mostaza de fosforamida, que se forma cuando la CPA o IFA son metabolizadas en el hígado 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 formación de puentes entre las cadenas de ADN y, en última instancia, a la ruptura de la doble hélice del ADN. Esta acción interfiere con la replicación y la transcripción del ADN, lo que interrumpe el funcionamiento normal de las células cancerosas [15]. Dado su amplio uso y eficacia en el tratamiento de diversos cánceres, incluidos el de mama, endometrio y ciertos linfomas y leucemias, la ciclofosfamida es una piedra angular en la quimioterapia [13]. Sin embargo, dichos profármacos poseen un bajo índice terapéutico, es decir, las dosis terapéuticas pueden ocasionar toxicidad lo que puede provocar efectos secundarios significativos, como leucopenia, náusea y alopecia, y toxicidades en órganos específicos como los riñones y la vejiga, debido a su impacto en las células de división rápida no solo en el tumor, sino también en células del cuerpo [14], [16]. Además, el uso continuado de ciclofosfamida puede llevar al desarrollo de resistencia a la terapia, lo que complica aún más su uso a largo plazo en la terapia anticáncer [17]. Por lo tanto, es crucial mejorar y optimizar la activación de estos profármacos mediante enzimas CYP. Este enfoque podría permitir una reducción en las dosis administradas y, consecuentemente, disminuir los efectos secundarios adversos.

				Relación entre la bioactivación y la eficacia terapéutica

				La relación entre la bioactivación de la CPA y su eficacia terapéutica es crucial para el tratamiento del cáncer. 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 conversión. Factores genéticos que afectan la expresión o la actividad de estas enzimas pueden alterar los niveles de bioactivación, influenciando así la 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 bioactivación entre pacientes, afectando tanto la efectividad del tratamiento como el perfil de toxicidad (ver mas adelante la sección: Los citocromos P450 y su papel en el metabolismo de fármacos ) [19]. Además, esta relación 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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				Función de los citocromos P450 en la bioactivación de la ciclofosfamida

				Los citocromos P450 y su papel en el metabolismo de fármacos

				Las enzimas CYP son cruciales para estudiar las interacciones entre fármacos debido a su promiscuidad de sustratos. Estas desempeñan un papel importante en la primera fase del metabolismo de los fármacos, donde participan en el 96% de las reacciones [23]. Los citocromos P450 de mamíferos son principalmente expresados en el hígado y en niveles bajos en otros tejidos o tumores [20]. Catalizan la incorporación de un átomo de oxígeno 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 oxidación, incluyendo hidroxilaciones, epoxidaciones, oxidaciones de heteroátomos, dealquilaciones de heteroátomos, transferencia de grupos oxidativos, corte de ésteres y deshidrogenaciones [14]. 

				Además, 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 específicos de moléculas, lo que les permite catalizar diversas reacciones [21], [22].

				También intervienen en la bioactivación de los profármacos, los cuales necesitan ser transformados a su forma activa para ejercer su efecto terapéutico [23]. La biotransformación de los fármacos en humanos está mediada principalmente por las familias CYP 1 a 3, que son responsables de más del 80% de las reacciones metabólicas [22].

				Las enzimas CYP tienen un grupo prostético compuesto de protoporfirina IX de hierro que se une, en la mayoría de casos, en su sitio activo. El ciclo catalítico de las enzimas CYP requiere de múltiples 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 mononucleótido de flavina (FMN) y dinucleótido de flavina adenina (FAD) del CPR (ver Fig. 1) [25]. 

				 

				Fig. 1. Ilustración de la donación de electrones provenientes del NADPH por parte de la reductasa del citocromo P450 (CPR) al citocromo P450. Diseñado con Biorender.com.
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				Algo que resaltar es que las enzimas CYP cumplen un papel importante en el metabolismo de carcinógenos (1A1, 1A2, 1B1, 2A6, 2A13, 2E1 y 3A4) y en la activación de antineoplásicos [26]. En consecuencia, estas enzimas son usualmente usadas en terapias de gen suicida (GDEPT) contra el cáncer. Algunos de los antineoplásicos metabolizados por enzimas CYP se detallan en la Tabla 1. 

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

				
					Profármaco

				

				
					Fármaco anticáncer

				

				
					Farmacología

				

				
					4-ipomeanol

				

				
					Epóxido de furán

				

				
					Alquilación del ADN

				

				
					Ciclofosfamida

				

				
					Mostaza de fosforamida

				

				
					Alquilación del ADN

				

				
					Dacarbacina

				

				
					HHMTIC

				

				
					Alquilación 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

				

				
					Alquilación del ADN

				

				
					Irinotecan

				

				
					SN-38

				

				
					Inhibidor de la topoisomerasa I

				

				
					Tamoxifeno

				

				
					Endoxifeno

				

				
					Antiestrogénico

				

				
					Tiotepa

				

				
					No definido

				

				
					Alquilación del ADN

				

				
					Trofosfamida

				

				
					Mostaza de trofosfamida

				

				
					Alquilación del ADN

				

				La bioactivación mediada por enzimas puede tener diversos resultados, como la transformación de un profármaco en su forma activa, cambios en los niveles de actividad y potencial toxicidad [28]. Además, la presencia de polimorfismos genéticos pueden dar lugar a diferencias en la actividad enzimática 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 fármacos han sido documentadas en la página del Consorcio de variación farmacogénica (https://www.pharmvar.org/genes).

				Mecanismos de activación de la ciclofosfamida por los citocromos P450 y sus constantes cinéticas

				La activación de la CPA o IFA a su compuesto terapéutico requiere de un paso de 4-hidroxilación mediado por enzimas CYP [18]. Se conocen varios tipos de P450 humanos (hepáticos) involucrados en la reacción de 4-hidroxilación de estos agentes, como el CYP2B6 (45% de la bioactivación 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 reacción, tanto CPA como IFA pueden ser hidroxilados y producir mostaza de fosforamida (agente terapéutico) y acroleína como subproducto. Sin embargo, CPA e IFA presentan una ruta alterna, no ideal, de producción de dicloroetil-CPA/IFA (no terapéutico) y cloroacetaldehído (ver Fig. 2); siendo este último neurotóxico y nefrotóxico [32].
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				Fig. 2. Ruta de activación de la ciclofosfamida (CPA) y la ifosfamida (IFA) mediante citocromos P450 y su reductasa (CPR). El cuadro en amarillo muestra la producción de la mostaza de fosforamida, agente citotóxico de efecto quimioterapéutico. 

				Tabla 2. Lista de enzimas CYP involucradas en la activación de la CPA por la ruta de 4-hidroxilación y sus valores cinéticos.

				
					Enzima CYP (Silvestre)

				

				
					Organismo

				

				
					Km (mM)

				

				
					Vmax (mol/min/mol)

				

				
					Vmax/Km (mol/min/mol P450/ mM)

				

				
					Ref.

				

				
					2B1

				

				
					Rata

				

				
					1.45

				

				
					35.9

				

				
					24.9

				

				
					[33]

				

				
					2B4

				

				
					Conejo 

				

				
					5.28

				

				
					13.5

				

				
					2.6

				

				
					[33]

				

				
					2B5

				

				
					Conejo

				

				
					4.17

				

				
					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

				

				
					2.4

				

				
					5

				

				
					2.1

				

				
					[36]

				

				
					2C9 (Ile359)

				

				
					Humano

				

				
					0.5

				

				
					1.5

				

				
					3

				

				
					2C9*

				

				
					Humano

				

				
					2.9

				

				
					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

				

				
					-

				

				
					-

				

				
					-

				

				
					[30]

				

				
					2E1

				

				
					Humano

				

				
					-

				

				
					-

				

				
					-

				

				
					[30]

				

				
					2J2

				

				
					Humano

				

				
					3.7-6.6

				

				
					2.9–10.3

				

				
					0.5-2.3

				

				
					[40]

				

				*2C9.1 y 2C19.1 variantes alélicas
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				Pese a que los citocromos humanos CYP2B6, CYP3A4 y CYP2C9 catalizan está reacción en mayor proporción, el citocromo P450 de rata CYP2B1 y el de perro CYP2B11 presentan actividad de 4-hidroxilación 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 CYP2B6 (ver Tabla 2) [31], [41]. Con los valores actuales de Km (>0.16-5 mM) altas dosis del profármaco son requeridas para una activación eficiente del agente anticancerígeno, 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 activación de la CPA. Es importante mejorar las características de la enzima como su eficiencia catalítica (Vmax/Km) hacia la 4-hidroxilación de la CPA y reducir su Km (<0.16 mM) para así prevenir la N-dicloroetilación (ver Fig. 2) [33]. 

				Por años las alternativas para mejorar las características de la enzima se basaron en el uso del diseño 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 mejoró el Km hasta 30 veces en comparación con el del CYP2B6 (humano) y 9 veces en comparación 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 cáncer

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

				Los mayores problemas del uso de agentes quimioterapéuticos son: i) daño a las células y órganos normales, ii) su estrecho índice terapéutico, iii) su pobre selectividad por células neoplásicas (de multiplicación anormal) y iv) desarrollo de multirresistencias después de un periodo prolongado de tratamiento debido a sobreregulación de las bombas de eflujo, incremento en la expresión de glutation S-transferasa e incremento en el reparamiento del ADN [44].

				Una estrategia potencial para sobrellevar estas limitaciones es el uso de profármacos en conjunto con terapia génica. El uso del profármaco 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 citotóxica en el hígado por enzimas CYP y mediante el torrente sanguíneo 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 (específicamente GDEPT) basada en enzimas P450, en donde la secuencia codificante para la enzima CYP es introducida mediante un vector o vehículo a la zona del tumor y ahí realiza la activación del profármaco (CPA) para que cumpla su función quimioterapéutica 
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				[33]. Además, esta estrategia permite la eliminación de las células tumorales a dosis más bajas de las que se usarían 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 clínica actual, además sólo una pequeña parte de células tienen que ser modificadas genéticamente para poder lograr la destrucción del tumor. Esto ya que se toma ventaja del efecto “bystander” en el cual el agente citotóxico es transferido a las células vecinas. Este efecto es crítico para el éxito de GDEPT, por lo cual hay que considerarlo durante el desarrollo de la terapia [45]. Un reciente artículo de Carrera-Pacheco et al. (2024), resalta el uso de las enzimas CYP en terapia génica del cáncer [46]. 

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

				Evidencia in vitro, preclínica y clínica

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

				Tradicionalmente, el diseño racional ha sido empleado para mejorar genéticamente enzimas como los citocromos P450. Sin embargo, en los últimos años, la atención se ha volcado hacia el uso de la evolución dirigida y la reconstrucción ancestral de secuencias (ASR). Estas estrategias han demostrado ser exitosas en la obtención de enzimas altamente eficientes, con mejor expresión, mayor termoestabilidad, robustez y mejores características cinéticas [47]–[49]. Se espera que estas estrategias sean cada vez más utilizadas en el diseño de enzimas CYP para terapia génica. A continuación se describen estudios sobre la bioactivación de la ciclofosfamida mediada por enzimas CYP, silvestres (ver Tabla 2) y mutantes.
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				CYP2B1: 

				Comparaciones entre la enzima CYP2B1 de rata con la CYP2B4 o 2B5 de conejo demostraron una eficiencia catalítica de 10 a 35 veces superior para catalizar la hidroxilación de la CPA en el caso de la CYP2B1. Posteriormente, mediante la sustitución de un residuo en CYP2B1 (I114V), se mejoró aún más la eficacia de la hidroxilación de la CPA (Km 0.4 mM) [33].

				En otro estudio se creó un mutante doble con su extremo amino-terminal modificado (2B1dH L209A/S334P). Este mutante demostró una mayor eficiencia catalítica en la activación de la CPA. Estas mejoras se tradujeron en una reducción de 6 veces en el valor Km (0.2 mM) para la 4-hidroxilación del CPA en comparación con el CYP2B1 original [50].

				CYP2B11: 

				El CYP2B11 canino demostró una actividad de 4-hidroxilación del CPA de 9 veces mayor (Km 0.16 mM) que el CYP2B1 [33]. En otro estudio, se utilizó el CYP2B11 en ratones con gliosarcomas, en los que se inyectó CPA directamente en el tumor y se ralentizó su liberación en el torrente sanguíneo mediante un biopolímero. El resultado fue un aumento total de 3,9 veces en la actividad intratumoral y antitumoral [51]. Posteriormente, el CYP2B11 fue rediseñado para mejorar el metabolismo de la CPA mediante la introducción de seis mutaciones en el extremo amino-terminal (P450 2B11dH), mejorando la eficiencia catalítica para la CPA (Km 0.06 mM) [34]. 

				CYP2B6:

				CYP2B6 ha demostrado una actividad de 4-hidroxilación del CPA de entre 1.89-4.9 mM [31], [35], [35]. Varios estudios y mejoras fueron realizados con CYP2B6, por ejemplo, una proteína de fusión CYP2B6-NADPH citocromo P450 reductasa (RED) demostró ser eficaz para potenciar la citotoxicidad del CPA en líneas celulares tumorales de pulmón con bajos niveles de RED endógena tras la infección 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 líneas celulares pulmonares humanas (A549) y murinas (TC1) resistentes y las transformó en líneas celulares susceptibles a la CPA [53].

				En otro estudio, se sustituyeron residuos del CYP2B6 por aminoácidos específicos que se encuentran en las secuencias de reconocimiento de sustrato del CYP2B11. Como resultado, un mutante doble (I114V/ V477W) mostró una reducción de 4.5 veces en el Km (1.1 mM) y convirtió una línea celular humana de cáncer de cabeza y cuello resistente en una línea celular sensible al CPA [35]. En una investigación sobre el glioblastoma multiforme (GBM), un tumor cerebral muy agresivo, se exploró el uso de la terapia génica CYP2B6 en combinación con células madre/progenitoras neurales. Los resultados revelaron una reducción significativa del crecimiento tumoral tras la administración 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 K y O mostraron los valores Km más bajos (Km de 0.07 y 0.02 mM, respectivamente), proporcionando una mejor comprensión de los elementos estructurales que controlan la especificidad del CPA en estas enzimas [55]. 
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				CYP2C8, 2C9, 2C18 y 2C19:

				Tanto CYP2C9 como CYP2C19 mostraron bioactivación de la CPA in vitro, sin embargo las variantes polimórficas CYP2C9.2 y CYP2C9.3 presentaron una actividad de 4-hidroxilación tres veces menor que CYP2C9.1. Además, CYP2C9 no parece contribuir sustancialmente a la 4-hidroxilación total de CPA y CYP2C19 contribuye en menor medida [37]. En otro estudio 2C19 mostró el Km más 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 cáncer.

				CYP3A4:

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

				CYP2J2:

				Se demostró 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 cáncer.

				En general muchos estudios se han enfocado en la investigación del efecto de los polimorfismos presentes en las enzimas CYP sobre la activación de la CPA, los cuales son importantes al momento de desarrollar la GDEPT [56], [57]. Sin embargo, en base a nuestra búsqueda bibliográfica, no se han realizado modificaciones genéticas sobre las isoformas CYP1A1, 1A2, 2C8, 2C9, 2C18, 2C19, 3A4. 3A5, 2E1 y 2J2.

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

				Los estudios preclínicos y clínicos han explorado el potencial de la terapia del gen suicida (GDEPT), que involucra enzimas del citocromo P450. Un estudio preclínico realizado por McErlane et al. (2005) demostró la eficacia de la enzima CYP2B6 combinada con radiación y los profármacos banoxantrona (AQ4N) y CPA, para inducir daño en el ADN de células RIF-1 y reducir el tamaño del tumor en un modelo murino. El estudio destacó la funcionalidad de la enzima tanto en condiciones ricas en oxígeno como en condiciones hipóxicas [58]. En ensayos clínicos, un estudio de fase I-II de Löhr et al. (2003) incluyeron a 14 pacientes con adenocarcinoma de páncreas inoperable los cuales recibieron células CYP2B1 microencapsuladas de forma intraarterial seguidas de ifosfamida. El tratamiento no mostró toxicidad significativa, con enfermedad estable en la mayoría de los pacientes y respuesta parcial en dos de ellos [59]. A pesar de estos desafíos, el potencial para integrar GDEPT con otras terapias contra el cáncer sigue siendo prometedor y justifica más investigación y desarrollo.
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				Desafíos y futuras direcciones

				La terapia del gen suicida (GDEPT) enfrenta desafíos importantes, como superar las barreras físicas e inmunitarias para la entrega eficaz de genes a una cantidad suficiente de células tumorales. Esto es crucial para una activación exitosa del profármaco, ya que la administración o su expresión ineficaz puede provocar una actividad antitumoral reducida o una mayor resistencia al tratamiento [22]. Otro desafío en GDEPT es debido a la administración directa de vectores al sitio del tumor, si bien reduce la exposición sistémica, conlleva riesgos como sangrado, posible siembra metastásica y distribución desigual dentro del tumor, lo que limita la eficacia general de la terapia [60]. Dicha administración también está restringida a tumores accesibles, con desafíos para llegar a tumores profundamente arraigados o inoperables [60]. 

				Además, 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 profármacos diseñados principalmente para células que se dividen rápidamente. Esto podría contribuir a la resistencia y la recurrencia del cáncer [61]. La especificidad del sistema enzima-profármaco es otro obstáculo; Idealmente, la enzima expresada debería activar el profármaco solo en el sitio del tumor para evitar daños a los tejidos sanos. 

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

				Las direcciones futuras en la investigación de GDEPT se centran en desarrollar tratamientos específicos y eficientes utilizando enzimas diseñadas y sistemas de administración avanzados [63]. Se debe también integrar el GDEPT con otras terapias y aprovechar la inteligencia artificial para diseñar terapias contra el cáncer personalizadas y efectivas.

				Conclusiones

				La investigación sobre el uso de enzimas del citocromo P450 en la bioactivación de la ciclofosfamida representa un avance significativo en el tratamiento del cáncer. Estos hallazgos clave demuestran que las enzimas CYP pueden activar eficientemente la CPA en su forma terapéutica, ofreciendo una manera más dirigida y menos tóxica de combatir las células cancerosas. Esta estrategia, al minimizar los efectos secundarios y aumentar la precisión del tratamiento, tiene el potencial de transformar las prácticas clínicas actuales, ofreciendo opciones de tratamiento más seguras y eficaces para los pacientes.

				Desde una perspectiva clínica, la capacidad de las enzimas CYP para activar específicamente los profármacos 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 podría ser especialmente valioso en pacientes con cánceres avanzados o en aquellos que no responden bien a las terapias estándar, facilitando tratamientos más 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 expresión eficiente y específica en las células tumorales. Además, es crucial continuar los estudios sobre la ingeniería genética de las enzimas CYP para obtener variantes más eficientes que puedan ser empleadas en GDEPT. Es importante también, el estudio de la interacción entre diferentes isoformas de P450 y varios tipos de cáncer para identificar los enfoques más eficaces. Finalmente, es esencial la realización de ensayos clínicos más amplios y detallados que evalúen la eficacia y seguridad de estos tratamientos en diversas poblaciones de pacientes, lo que ayudará a estandarizar estos métodos en la práctica clínica y a desarrollar nuevas modalidades terapéuticas basadas en la bioactivación enzimática.
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Resumen: Esta revisién examina el papel de las enzimas del citocromo P450 en la bioactivacion 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 revisién 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.

Palabras Clave: GDEPT, Ciclofosfamida, Terapia Génica, Citocromos P450, Quimioterapia,
Bioactivacién, Modificacién Genética.

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.

Keywords: GDEPT, Cyclophosphamide, Gene Therapy, Cytochromes P450, Chemotherapy,
Bioactivation, Genetic Modification.
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