PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS, NATURALES Y AMBIENTALES

CARRERA DE QUIMICA

MONOGRAFIA

Nombre del estudiante: Camila Doménica Quinga Caiza

Nombre del tutor de la monografia:

Patricio Javier Espinoza Montero

Titulo de monografia

Biosintesis y evaluaciéon farmacolégica del Taxol: una perspectiva desde la

mineria del genoma.

Area: Quimica Farmacéutica y Biotecnologia

Quito, 2026






Dedico este trabajo, ante todo, a mi familia, mi pilar fundamental y quienes me han

sostenido en cada paso de este camino con su amor y apoyo incondicional. De manera muy
especial, dedico este logro a mi abuelita, quien, aunque hoy no esta fisicamente a mi lado para
celebrar este momento, vive en cada uno de mis recuerdos y en la determinacion que me

impulsé a cumplir esta meta. Este titulo también es suyo.



TABLANAL DE CONTENIDO

(=TS 0 =Y o PP UEPRPPURPR 5

1. Y 013 1 = o 6

3. INTRODUGCCION. ...ttt n e 8
JUSTIFICACION ..ottt e e, 11

O 1= N | N YL 1 T 12

4.1 OBJETIVO GENERAL ... 12

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt 13

5. DESARROLLO TEORICO .......ccoeieieeeeeeeee et 13

5.1 Estrategias de busqueda y criterios de selecCion.........ccooovvviiiiviiiiiiceciie e, 13

5.2 ANtECEABNIES ... e 16

SRS X1 \YiTo F=To I o] 1] (o T [ o= TR 21

5.4 ProducCion de taXOl.........couuueii e 24

5.5 Biosintesis de paclitaXel ... 26

5.5.1 Etapa i: ciclacion inicial y primera oxidacion ............ccccccoviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 29

5.5.2 Etapa ii: construccién del nucleo de la baccatina iii, pasos corregidos y
descubrimientos FECIENTES .......coii it e e e e eeeeeennes 30
5.5.3 Etapa iii: ensamblaje de la cadena lateral..................coiii i 32

5.6 Mineria genética en la biosintesis del paclitaxel............cccoovviiiiiiiiiiiiicieee e, 38

5.7 ldentificacion y validacidén de genes clave en la biosintesis del paclitaxel ............ 40

5.8 Eliminacion/reduccion de efectores negativos mediante crispr y arn de interferencia
.............................................................................................................................................. 44
5.9 Control de componentes de la via metabdlica mediante circuitos genéticos
AJUSTADIES. . 46
5.10 Mejora de la produccion de taxanos con un consorcio microbiano sintético....... 48

5.11 Ventajas e inconvenientes de las estrategias sintéticas en la biosintesis de

022 T3 11 = (= R 50
5.12 Avances recientes, limitaciones y perspectivas futuras..............cccevvevviiiennne. 62

6. CONCLUSIONES ...ttt a e e e 65

7. BIBLIOGRAFIA ..ottt 66



Resumen

El paclitaxel, comercializado como Taxol®, es un agente quimioterapéutico de amplio
valor clinico, reconocido por su eficacia frente a diversos tipos de cancer. Su estructura,
correspondiente a un diterpeno tetraciclico altamente funcionalizado, contintda representando
un desafio considerable para la sintesis quimica total y para su produccién a escala industrial.
Tradicionalmente, la obtencién de este compuesto se ha basado en la extraccion a partir de
fuentes naturales y en procesos de semisintesis; no obstante, ambos enfoques presentan
limitaciones asociadas con el bajo rendimiento, los costos de produccién y la sostenibilidad

del suministro.

Esta monografia analiza la biosintesis del paclitaxel desde una perspectiva centrada
en la bioexploracion y la mineria gendmica, integrando avances recientes en la elucidacion
de su ruta metabdlica. Aunque esta via biosintética ha requerido décadas de investigacion
para ser parcialmente esclarecida, la incorporacion de enfoques multiomicos ha permitido
identificar enzimas clave involucradas en etapas criticas de la produccion del metabolito.
Entre ellas destacan la benzoiltransferasa T3'NBT y la dioxigenasa T2'OGD, cuya
caracterizacion ha contribuido a comprender con mayor precision los pasos finales de la

biosintesis y a optimizar la expresion de genes candidatos en sistemas heterdlogos.

Asimismo, se examina el papel de la biologia sintética y la ingenieria metabdlica en el
desarrollo de plataformas alternativas para la produccion de paclitaxel. En este contexto,
herramientas como el cribado genético, el modelado computacional y la inteligencia artificial
estan ampliando las posibilidades de disefio, prediccion y optimizacion de rutas biosintéticas
complejas. De igual manera, se discuten los avances en agricultura molecular y en la
construccion de consorcios microbianos sintéticos como estrategias sostenibles frente a los

métodos convencionales de obtencion.

Finalmente, se revisan las perspectivas farmacolégicas y terapéuticas del paclitaxel,

con énfasis en el desarrollo de formulaciones nanoestructuradas de segunda generacion



orientadas a mejorar su biodisponibilidad, eficacia antitumoral y perfil de seguridad. En
conjunto, el paclitaxel se presenta como una molécula de relevancia clinica y biotecnoldgica
en continua evolucién, cuya viabilidad industrial y potencial terapéutico dependen de la
convergencia entre la mineria del genoma, la ingenieria metabdlica, la biologia sintética y la

farmacologia de precision.

1. Abstract

Paclitaxel, marketed as Taxol®, is a chemotherapeutic agent of substantial clinical
value, widely recognized for its efficacy against several types of cancer. Its structure,
corresponding to a highly functionalized tetracyclic diterpene, continues to pose a
considerable challenge for total chemical synthesis and large-scale industrial production.
Traditionally, the supply of this compound has relied on extraction from natural sources and
semisynthetic processes; however, both approaches present limitations related to low yield,

production costs, and supply sustainability.

This monograph analyzes paclitaxel biosynthesis from a perspective focused on
bioexploration and genome mining, integrating recent advances in the elucidation of its
metabolic pathway. Although this biosynthetic route has required decades of research to be
partially clarified, the incorporation of multi-omics approaches has enabled the identification
of key enzymes involved in critical steps of metabolite production. Among these, the
benzoyltransferase T3'NBT and the dioxygenase T2'OGD stand out, as their characterization
has contributed to a more precise understanding of the final stages of biosynthesis and to the

optimization of candidate gene expression in heterologous systems.

The role of synthetic biology and metabolic engineering in the development of
alternative platforms for paclitaxel production is also examined. In this context, tools such as
genetic screening, computational modeling, and artificial intelligence are expanding the

possibilities for designing, predicting, and optimizing complex biosynthetic pathways.



Likewise, advances in molecular farming and the construction of synthetic microbial consortia

are discussed as sustainable strategies compared with conventional production methods.

Finally, the pharmacological and therapeutic perspectives of paclitaxel are reviewed,
with emphasis on the development of second-generation nanostructured formulations aimed
at improving its bioavailability, antitumor efficacy, and safety profile. Overall, paclitaxel is
presented as a molecule of continuing clinical and biotechnological relevance, whose
industrial feasibility and therapeutic potential depend on the convergence of genome mining,

metabolic engineering, synthetic biology, and precision pharmacology.



3. INTRODUCCION

El paclitaxel, comercializado como Taxol®, es un metabolito diterpénico de elevada
relevancia farmacoldgica debido a su potente actividad antineoplasica y a su amplio uso
clinico en el tratamiento de diversos tipos de cancer, incluidos los de mama, ovario y pulmén
(Thapa et al., 2016). Este compuesto se biosintetiza de manera natural en especies del
género Taxus, particularmente en el tejo del Pacifico (Taxus brevifolia), a partir del cual fue
identificado originalmente en extractos etandlicos de corteza. Desde su descubrimiento, el
paclitaxel ha despertado un interés sostenido en la quimica organica, la biologia molecular,
la biotecnologia y la farmacologia, debido tanto a su eficacia terapéutica como a las
dificultades asociadas con su obtencién en cantidades suficientes para satisfacer la demanda

clinica.

Desde el punto de vista estructural, el paclitaxel presenta una arquitectura molecular
altamente compleja, caracterizada por un nudcleo taxano triciclico rigido y densamente
funcionalizado, multiples centros quirales, grupos éster, una cadena lateral amidica y un anillo
de oxetano. Esta conformacion tridimensional es esencial para su actividad bioldgica, ya que
permite su interaccion especifica con los microtubulos celulares. A diferencia de otros agentes
antimitéticos que inhiben la polimerizacion de la tubulina, el paclitaxel estabiliza los
microtubulos e impide su despolimerizacion dinamica durante la division celular. Como
consecuencia, altera la progresién del ciclo celular, induce arresto mitético y promueve la
apoptosis en células tumorales (L. Zhang et al., 2023). Sin embargo, la misma complejidad
estructural que sustenta su eficacia farmacoldgica constituye también una de las principales

barreras para su sintesis quimica total y produccion a gran escala(X. Liu et al., 2024).



Histéricamente, la obtencion de paclitaxel se basé en la extraccién directa a partir de
la corteza de Taxus. No obstante, este enfoque presenta importantes limitaciones
ambientales, técnicas y econémicas. Se ha estimado que se requieren aproximadamente 327
200 kg de corteza para obtener 24 kg de Taxol, lo que evidencia la baja disponibilidad natural
del metabolito y la necesidad de desarrollar estrategias de produccién mas eficientes y
sostenibles (Kathiravan et al., 2013). Ademas, la extraccién intensiva compromete la
conservacion de las especies productoras y no ofrece una solucion viable para una demanda

farmacéutica creciente.

La sintesis quimica total del paclitaxel ha representado un hito para la quimica
organica sintética, pero su aplicabilidad industrial continua siendo limitada. Diversas rutas
sintéticas han sido desarrolladas en el ambito académico; sin embargo, suelen requerir mas
de 30 etapas de reaccién, presentan rendimientos globales bajos y demandan un control
estereoquimico riguroso (Min et al., 2023a). Aunque estas aproximaciones no han
reemplazado a los métodos convencionales de produccién, han sido fundamentales para
comprender la relacién estructura-actividad del paclitaxel y para orientar el disefio de

analogos con propiedades farmacologicas mejoradas.

En este contexto, la semisintesis a partir de precursores naturales, como la 10-
desacetilbacatina lll, se ha consolidado como la estrategia predominante a escala industrial.
Este enfoque permite aprovechar intermediarios biosintéticos disponibles en fuentes
renovables, mejorar el control sobre el rendimiento y la pureza del producto final, y reducir
parcialmente la presion sobre las fuentes naturales de paclitaxel (Jiang et al., 2024a).
Actualmente, la produccién de paclitaxel se sustenta principalmente en tres enfoques
complementarios: la extraccion natural, la semisintesis y la produccion biotecnoldgica. Entre
ellos, la semisintesis mantiene una posicion dominante por su equilibrio entre eficiencia,

reproducibilidad y calidad farmacéutica. No obstante, los avances recientes en ingenieria
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metabdlica y biologia sintética han impulsado el desarrollo de plataformas heterdlogas con
potencial para transformar los esquemas tradicionales de produccion, (Jiang et al., 2024a),

(Yin et al., 2025).

La biosintesis del paclitaxel constituye una de las rutas metabdlicas mas complejas
descritas en plantas. Esta via se inicia a partir del pirofosfato de geranilgeranilo y comprende
multiples etapas de ciclacién, oxidacion, acilacion y modificacion estructural que conducen a
la formacion progresiva del nucleo taxano funcionalizado. Entre las enzimas mas relevantes
se encuentran la taxadieno sintasa, diversas monooxigenasas dependientes del citocromo
P450 y varias aciltransferasas, responsables de introducir modificaciones clave en la
molécula. La elucidacion de esta ruta ha avanzado considerablemente gracias a la integracion
de estudios metaboldémicos, transcriptomicos y funcionales, los cuales han permitido
identificar enzimas criticas, intermediarios biosintéticos y posibles puntos de regulacién

metabdlica (Gou et al., 2024).

Dentro de este marco, la mineria genémica se ha consolidado como una herramienta
fundamental para el descubrimiento de genes implicados en la biosintesis del paclitaxel y de
otros metabolitos especializados. El analisis integrado de datos omicos permite priorizar
genes candidatos, asociar perfiles de expresion con la acumulacion de intermediarios
metabdlicos y reconstruir parcialmente rutas biosintéticas complejas. Estos avances han
favorecido el disefio de estrategias de ingenieria metabdlica orientadas a optimizar la
produccion de paclitaxel en sistemas heterélogos, como microorganismos, cultivos celulares
vegetales y plataformas vegetales modificadas. Ademas, la mineria genémica abre la
posibilidad de identificar nuevas variantes estructurales con potencial farmacoldgico,
ampliando asi el valor biotecnologico de las especies del género Taxus y de sus rutas

metabdlicas asociadas (Zerbe, 2024).
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El estudio del paclitaxel ejemplifica la convergencia entre quimica organica,
biotecnologia, gendmica funcional y farmacologia. A pesar de los avances logrados en la
comprension de su estructura, mecanismo de accidn y biosintesis, aun persisten desafios
importantes relacionados con la optimizacién de su produccién, la reconstruccion completa
de su via metabdlica y la transferencia eficiente de esta ruta a sistemas heterdélogos. Por ello,
el analisis integrado de sus estrategias sintéticas, su actividad bioldgica y las aproximaciones
basadas en mineria gendémica resulta esencial para desarrollar métodos de produccién mas

eficientes, sostenibles y con alto impacto terapéutico.

JUSTIFICACION

La biosintesis representa una alternativa estratégica, ya que permite el uso de rutas
metabolicas enzimaticas altamente especificas, que exhiben una elevada selectividad
estereoquimica y operan en condiciones mas sostenibles (Xie et al., 2024). El paclitaxel es
un diterpeno tetraciclico de alta complejidad estructural, que posee un mecanismo de accion
anticancerigeno unico basado en la estabilizacién de los microtubulos, lo que le confiere una
alta eficacia terapéutica, pero también dificulta su produccion. Esta complejidad estructural,
junto con su baja disponibilidad natural, ha motivado el estudio de su ruta biosintética, en la
que enzimas como las monooxigenasas del citocromo P450 y diversas transferasas
desempenan un papel clave en la formacion del nucleo taxano (Oudin et al., 2024). Ademas,
el cribado gendmico ha permitido la identificacién de genes clave y la optimizacién de rutas
metabodlicas mediante estrategias de ingenieria genética, aumentando asi el potencial de

produccion en sistemas heterdlogos (Perez-Matas et al., 2023).

La importancia de desarrollar métodos de produccién alternativos se evidencia en el
crecimiento sostenido del mercado del paclitaxel, que superé los 5.000 millones de ddlares

en 2023 y se prevé que alcance los 15.000 millones de délares en 2032. Sin embargo, su
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produccion aun depende en gran medida de fuentes vegetales o cultivos celulares para
precursores como la baccatina lll, que requieren modificaciones quimicas adicionales, lo que
incrementa significativamente los costos debido a los bajos rendimientos. Esta limitacion,
junto con la incapacidad de los métodos tradicionales para satisfacer la creciente demanda,
subraya la necesidad urgente de implementar estrategias mas eficientes y sostenibles (Oudin

et al., 2024).

Actualmente, el concepto de molecular farming esta emergiendo como una estrategia
relevante para la produccion de compuestos farmacéuticos a partir de organismos vivos
utilizados como biofabricas. El uso de cultivos celulares de Taxus, cultivos in vitro y
microorganismos genéticamente modificados ha demostrado ser una alternativa prometedora
para la produccién sostenible de paclitaxel, ofreciendo ventajas en términos de control,
escalabilidad y eficiencia (Yin et al., 2025; Li et al., 2023). Ademas, herramientas como la
ingenieria metabdlica y la biologia sintética han permitido el disefio de rutas biosintéticas en
sistemas como bacterias y cianobacterias, capaces de producir precursores de taxanos a
partir de fuentes simples como el diéxido de carbono (Zhong et al., 2024). En este sentido, la
biotecnologia se justifica como una alternativa viable a los métodos tradicionales, integrando

sostenibilidad, eficiencia y potencial de innovacion en la produccion de paclitaxel.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Describir la biosintesis y farmacologia del Taxol a través a través de un enfoque de

mineria genética.
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4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Examinar los antecedentes historicos, asi como las caracteristicas fisicoquimicas y
farmacologicas del Taxol.

e Describir los genes candidatos involucrados en la culminacion de la ruta biosintética
del Taxol y las estrategias viables de ingenieria metabdlica aplicadas a su produccion.

e Evaluar los avances recientes en la mineria genética orientada al estudio del Taxol.

o Analizar el estado actual y las perspectivas futuras de la produccion biotecnoldgica

del Taxol.

5. DESARROLLO TEORICO

5.1 ESTRATEGIAS DE BUSQUEDA Y CRITERIOS DE SELECCION

En un contexto de creciente interés por los compuestos anticancerigenos de origen
natural, el paclitaxel, comercializado como Taxol®, se ha consolidado como uno de los
farmacos mas relevantes en la investigacion biomédica y farmacoldgica contemporanea. Su
importancia clinica, junto con los desafios asociados a su sintesis, producciéon sostenible y
optimizacion terapéutica, ha impulsado un aumento sostenido de publicaciones cientificas en
areas como la quimica de productos naturales, la biotecnologia, la biologia sintética, la

ingenieria metabdlica y la farmacologia.

Con el propésito de examinar la evolucion reciente del interés académico en torno al
paclitaxel, se realizd una revision bibliométrica de publicaciones cientificas registradas entre
2021 y 2025. Este analisis permitid recopilar informacion sobre el nimero de documentos
relacionados con Taxol durante dicho periodo y ofrecer una aproximacion cuantitativa a la

dinamica de produccion cientifica en este campo.

Los documentos fueron obtenidos de la base de datos ScienceDirect y Scopus

mediante una estrategia de busqueda centrada en términos asociados con paclitaxel, Taxol,
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biosintesis, mineria gendémica, produccion biotecnoldgica y evaluacion farmacolédgica. Los
registros recuperados fueron exportados en formato RIS y posteriormente analizados con el
software VOSviewer, version 1.6.20. Para explorar las principales tendencias tematicas, se
aplicé un analisis de coocurrencia de palabras clave, estableciendo un umbral minimo de

ocurrencia con el fin de seleccionar los términos mas representativos del corpus documental.

Como resultado del analisis, se identificaron 18 términos relevantes, organizados en
tres grupos tematicos principales. Estos clusteres permitieron reconocer las areas de
investigacion predominantes y las conexiones conceptuales mas frecuentes dentro de la
literatura reciente sobre paclitaxel. En conjunto, este enfoque bibliométrico proporciond una
base objetiva para delimitar los ejes tedricos de la monografia y orientar la discusién hacia
los avances mas significativos en biosintesis, mineria genémica, produccién biotecnolégica y

aplicaciones farmacoldgicas del Taxol.

nanorgedicine

canagrcell

sdvaptage

effigacy

cancergherapy
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synthesis
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Figura 1. Mapa de co-ocurrencia de palabras clave del paclitaxel obtenido con

VOSviewer (ScienceDirect).
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En la red de coocurrencia generada mediante VOSviewer (Figura 1) , los nodos
representan las palabras clave identificadas en el corpus documental, mientras que su
tamano refleja la frecuencia de aparicion de cada término. Por su parte, los enlaces entre
nodos indican la fuerza de asociacion entre las palabras clave, lo que permite reconocer

patrones tematicos y relaciones conceptuales dentro de la literatura analizada.

El analisis permitié identificar tres grupos principales. El primer cluster estuvo
relacionado con aplicaciones terapéuticas y nanotecnologia, e incluyé términos asociados
con terapia, administracion de farmacos y nanomedicina. El segundo grupo se vinculé con
aspectos farmacolégicos y clinicos, agrupando palabras clave como farmaco, enfermedad,
cancer de mama y cancer de mama triple negativo. Finalmente, el tercer cluster se asocio
con el origen natural y la produccion del paclitaxel, incluyendo términos como planta, producto

natural, compuesto y sintesis.

En conjunto, la red de coocurrencia evidencia que la investigacién reciente sobre
paclitaxel se concentra principalmente en tres ejes: el desarrollo de sistemas avanzados de
administracion de farmacos, sus aplicaciones terapéuticas en el tratamiento del cancer y los
estudios orientados a su produccién, obtencién y sintesis. La proximidad y conexion entre
estos grupos sugieren una fuerte interrelacion entre las areas farmacoldgicas, biotecnolégicas

y quimicas, lo que refleja el caracter multidisciplinario del estudio del Taxol.

Durante el periodo comprendido entre 2021 y 2025, la produccion cientifica
relacionada con el Taxol mostré una tendencia relativamente estable, aunque con ligeras
fluctuaciones en el nimero de publicaciones anuales. EI mayor nimero de documentos se
registrd en 2021, con 1216 articulos, seguido de una disminucién en 2022. A partir de 2023,

se observo una recuperacion gradual en la produccion cientifica, que alcanzé nuevamente
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valores elevados en 2024 y se mantuvo en niveles similares en 2025, como se muestra en la

Figura 2.

Estos resultados evidencian el interés sostenido de la comunidad cientifica en el
estudio del paclitaxel, particularmente en areas relacionadas con sus aplicaciones
farmacéuticas, el disefio de nuevas plataformas de administracion, la nanotecnologia, la
biotecnologia y las estrategias de produccién sostenible. Esta tendencia confirma la
relevancia del Taxol no solo como agente quimioterapéutico establecido, sino también como
modelo de estudio para el desarrollo de nuevas aproximaciones terapéuticas vy

biotecnoldgicas.

Produccidn cientifica sobre Taxol (2021-2025)
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Figura 2. Produccion cientifica anual sobre Taxol (2021-2025)
5.2 ANTECEDENTES

El Taxol® —paclitaxel— es un diterpenoide taxano altamente oxidado, aislado
originalmente de la corteza de Taxus brevifolia. Su estructura fue establecida por Wani y

colaboradores en 1971, marcando un hito en la quimica de productos naturales y en el
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desarrollo posterior de agentes antineoplasicos de origen vegetal. Desde el punto de vista
estructural, el paclitaxel posee un esqueleto taxano tetraciclico altamente oxigenado [6—8—-6—
4], caracterizado por un sistema policiclico rigido, una olefina anti-Bredt tensionada entre
C11-C12 y 11 estereocentros, incluidos tres centros cuaternarios y siete centros quirales
contiguos. El anillo B adopta una conformacion silla-bote altamente tensionada y
funcionalizada, mientras que el anillo C se dispone sobre el anillo D de oxetano. La reactividad
de los distintos grupos funcionales del nucleo taxano esta determinada por efectos estéricos,
conformacionales y estereoelectrénicos, los cuales contribuyen de manera conjunta a que la
sintesis del paclitaxel represente uno de los mayores desafios de la quimica organica

sintética.

Caracteristicas estructurales:
[ nucleo tenso [6-8-6-4]
(1 altamente oxigenado
[ esqueleto biciclo[5.3.1]
H : ¢ con alqueno en posicion de puente
OH OBz OAc [ 11 centros estereogénicos:
3 cuaternarios

esqueleto taxano

Figura 3. Analisis estructural del Taxol (1). (A) Estructura
quimica, (B) Caracteristicas estructurales principales, (C)
Conformacion tridimensional, y (D) Numeracion del esqueleto base

de taxano. adaptado de Min y col. (Min et al., 2023b)

La estructura del paclitaxel comprende cuatro anillos fusionados que conforman el
nucleo de baccatina Ill, unido en C-13 a una cadena lateral de N-benzoil-3-fenilisoserina (Gou
et al., 2024). La molécula contiene diversos grupos funcionales relevantes, incluidos dos

ésteres de acetato en C-4 y C-10, un éster de benzoato asociado con la cadena lateral de
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fenilisoserina, varios grupos hidroxilo en C-1, C-7 y C-13, y un anillo de oxetano entre C-4 y
C-5 (Barrales-Curefio HJ, 2016). Esta complejidad funcional y estereoquimica explica tanto
su actividad biolégica como las dificultades asociadas con su sintesis y modificacién

estructural.

En cuanto a sus propiedades fisicoquimicas, el paclitaxel es un sélido cristalino, con
un punto de fusién aproximado de 216-217 °C, y presenta un caracter marcadamente
lipofilico. Su solubilidad en agua es extremadamente baja, inferior a 0,3 pg/mL, lo que
condiciona su formulacién farmacéutica y su biodisponibilidad. Ademas, exhibe una elevada
unidon a proteinas plasmaticas, cercana al 89 %, y un amplio volumen de distribucion,
estimado en aproximadamente 77 L (Weaver, 2014). Estas caracteristicas han determinado
la necesidad de emplear excipientes solubilizantes, como Cremophor EL en la formulacion

comercial Taxol®, para permitir su administracion intravenosa (Weaver, 2014).

Histéricamente, el paclitaxel fue aislado por primera vez de la corteza del tejo del
Pacifico (T. brevifolia) en 1971; sin embargo, su rendimiento natural resulté extremadamente
bajo. Esta limitacién impulso el desarrollo de estrategias alternativas de produccién. Uno de
los avances industriales mas relevantes fue la semisintesis desarrollada por Holton en 1994
(Holton et al., 1994), basada en el uso de 10-desacetilbaccatina Il u otros derivados de
baccatina obtenidos en cantidades relativamente abundantes a partir de Taxus baccata.
Estos precursores son posteriormente funcionalizados mediante el acoplamiento quimico de

la cadena lateral de fenilisoserina (Min et al., 2023b).

Una estrategia semisintética ampliamente utilizada implica el empleo de la lactama de
Ojima, un derivado protegido de la fenilisoserina, que se acopla al grupo hidroxilo en C-13 de

la baccatina. Posteriormente, se llevan a cabo etapas de hidrogenacion y desproteccion para
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obtener paclitaxel (Min et al., 2023b). En términos generales, las rutas semisintéticas
requieren entre 8 y 10 pasos y pueden alcanzar rendimientos globales aproximados de 20 a
60 %, dependiendo del método empleado. Entre sus principales ventajas se encuentran la
reduccion de la tala de arboles completos y el aprovechamiento de precursores naturales

renovables. No obstante, el proceso continua siendo quimicamente complejo y costoso.

En contraste, la sintesis total del paclitaxel, lograda por primera vez por Holton y
colaboradores en 1994, requiere varias decenas de etapas y presenta rendimientos globales
inferiores al 0,1 %, lo que explica su limitada aplicacion comercial (Tan et al., 2026). Aunque
la sintesis total no constituye una estrategia industrial viable, ha proporcionado informacion
fundamental sobre la relacion estructura-actividad del paclitaxel y ha permitido el disefio
racional de analogos taxanos con propiedades farmacoldgicas mejoradas. Paralelamente, se
han explorado métodos alternativos, como cultivos celulares de Taxus, produccién en
levaduras genéticamente modificadas y sintesis biocatalitica; sin embargo, la semisintesis

quimica sigue siendo el enfoque predominante en la produccién industrial.

Aunque la semisintesis continua siendo el estandar industrial, la investigacién actual
se orienta cada vez mas hacia la produccidn biotecnoldgica mediante biologia sintética e
ingenieria metabdlica. Este enfoque busca superar las limitaciones de los métodos
tradicionales, particularmente la complejidad quimica y la dependencia de precursores
vegetales, mediante la expresion heterdloga de enzimas biosintéticas en microorganismos o

sistemas celulares modificados.

Los avances recientes en secuenciaciéon genémica de especies de Taxus y en la
elucidacion de la ruta biosintética del paclitaxel han sido esenciales para el desarrollo de estas

estrategias (Oudin et al., 2024). La identificacion de enzimas clave, como la taxano-9a-
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hidroxilasa (T9aH) y la taxano oxetanasa 1 (TOT1), ha permitido profundizar en los pasos
necesarios para la formacién de baccatina Ill y otros intermediarios avanzados de la ruta
(Jiang et al., 2024c). Asimismo, la optimizacion de redes reguladoras y el uso de enzimas
como FoTO1 han contribuido al incremento del rendimiento de precursores tempranos en

plataformas heterdlogas (McClune et al., 2025).

A nivel metabdlico, la modificacidon de las vias del mevalonato (MVA) y del metileritritol
fosfato (MEP) ha sido una estrategia central para aumentar el flujo de precursores hacia la
biosintesis de taxanos (Ajikumar et al.,, 2010; Wu Ying-Mei, 2022). Sin embargo, la
canalizaciéon eficiente del carbono hacia productos deseados continla siendo un desafio
debido a la formacion de subproductos y al desperdicio metabdlico. Para mitigar estas
limitaciones, se han implementado estrategias de ingenieria enzimatica guiada por estructura,
orientadas a mejorar la especificidad de enzimas como la taxadieno sintasa y reducir la

generacién de compuestos no deseados (Tan et al., 2026a).

Una de las aproximaciones mas prometedoras es la via enriquecida con isopentenol,
conocida como IUP, la cual permite la generacion ortogonal de precursores isoprenoides,
como IPP y DMAPP. Esta estrategia desacopla parcialmente la biosintesis de paclitaxel del
metabolismo central del huésped, por ejemplo, en Saccharomyces cerevisiae, lo que facilita
la optimizacion del proceso y reduce la competencia por recursos celulares. Ademas, al
requerir menos pasos metabdlicos y cofactores, la IUP puede favorecer la viabilidad celular y
mejorar la eficiencia global de produccion, superando algunas de las restricciones asociadas

con las rutas convencionales MVA y MEP (Ward et al., 2019).

En conjunto, los antecedentes estructurales, sintéticos y biotecnologicos del paclitaxel

evidencian la complejidad de esta molécula y la necesidad de enfoques integrados para su
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produccion sostenible. La transicion desde la extraccion natural y la semisintesis hacia
plataformas basadas en gendmica, biologia sintética e ingenieria metabdlica representa una
oportunidad clave para mejorar el acceso a este farmaco y ampliar el desarrollo de nuevos

taxanos con potencial terapéutico.

5.3 ACTIVIDAD BIOLOGICA

Los estudios de relacién estructura-actividad (structure—activity relationship, SAR) han
demostrado que la cadena lateral ubicada en C-13 desempefia un papel determinante en las
propiedades terapéuticas del Taxol®. Esta regidn estructural es esencial para la interaccion
del compuesto con su diana bioldgica y, por tanto, para su actividad antitumoral. La potente
actividad anticancerigena del Taxol frente a células de carcinoma KB fue reportada
inicialmente en 1964, hallazgo que impulsé investigaciones posteriores orientadas a

comprender su mecanismo de accién y su potencial clinico (Bruhakova et al., 2026).

El principal mecanismo de accién del Taxol consiste en la inhibicion de la progresion
del ciclo celular durante la fase M. Este efecto se debe a su unién directa, especifica y
reversible a la B-tubulina, lo que estabiliza los microtubulos e impide su despolimerizacion
dinamica. Como consecuencia, se altera la organizacion normal del huso mitético, se bloquea
la division celular y se desencadenan procesos de muerte celular programada. Ademas de
su efecto antimitético, el Taxol puede interferir en diversas vias de sefalizacion celular
relacionadas con proliferacion, supervivencia y apoptosis, o que contribuye a su actividad

farmacoldgica global (Chavez et al., 2019).

En la actualidad, el Taxol se encuentra entre los farmacos taxanos mas ampliamente
utilizados en oncologia. Ha sido empleado en el tratamiento de diferentes tipos de cancer,

incluidos cancer de mama, pulmon, préstata, vejiga, esofago y gastrico. Su eficacia clinica
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esta particularmente bien establecida en cancer de mama, donde se utiliza tanto en tumores
primarios como metastasicos y en distintos subtipos moleculares de la enfermedad (Scribano

et al., 2021).

No obstante, a pesar de su relevancia terapéutica, el uso clinico del Taxol presenta
limitaciones importantes. Entre ellas destacan su baja solubilidad acuosa, la aparicién de
resistencia farmacoldgica y la toxicidad sistémica dependiente de la dosis. Estas desventajas
han motivado el desarrollo de nuevos derivados taxanos y formulaciones alternativas

orientadas a mejorar su eficacia, biodisponibilidad y perfil de seguridad (Singla et al., 2002).

En este contexto, se han desarrollado diversos analogos y formulaciones de segunda
generacion. En 1996, Taxotere® —docetaxel, 2, Figura 4(a)—, un analogo semisintético del
paclitaxel, fue aprobado por la FDA para el tratamiento de pacientes con cancer de mama
avanzado. Posteriormente, en 2010, Jevtana® —cabazitaxel, 3, Figura 4(b)— fue aprobado
por la FDA en combinacién con prednisona para el tratamiento del cancer de prostata
metastasico. De igual manera, Abraxane®, una formulacién de paclitaxel unido a albumina
en nanoparticulas con un tamafo promedio aproximado de 130 nm, fue aprobado por la FDA
en 2005 debido a su mayor eficacia y perfil de seguridad en comparacién con Taxol® en el

tratamiento del cancer de mama metastasico en humanos (Min et al., 2023).

En conjunto, estos avances evidencian que el paclitaxel no solo constituye un agente
antineoplasico de referencia, sino también una plataforma estructural clave para el desarrollo
de nuevos taxanos y sistemas de administracion dirigidos. La optimizacion de sus derivados
y formulaciones contintia siendo una estrategia fundamental para superar sus limitaciones

farmacocinéticas y mejorar su desempefio terapéutico en distintos contextos oncoldgicos.
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a) b)

Figura 4. a) Docetaxel (PubChem, s.f.); b) Cabazitaxe (PubChem, s.f.)

Un ensayo clinico clave en el tratamiento del adenocarcinoma ductal pancreatico metastasico
demostré que la combinacion de Abraxane® con gemcitabina incrementa significativamente
la tasa de respuesta en comparacion con la monoterapia con gemcitabina (Hsu et al., 2022).
Este resultado evidencié el valor terapéutico de las formulaciones nanoestructuradas de
paclitaxel en esquemas combinados y consolidé el interés por el desarrollo de nuevos taxanos
con propiedades farmacolégicas mejoradas. En la actualidad, diversos analogos de Taxol®
se encuentran en diferentes fases de evaluacion clinica, mientras que nuevas generaciones
de taxanos contintan siendo disefadas con el objetivo de superar limitaciones asociadas con

solubilidad, toxicidad, resistencia farmacolégica y selectividad tumoral.

Datos clinicos y preclinicos recientes han demostrado que el paclitaxel, especialmente en
formulaciones avanzadas como las nanoparticulas unidas a albumina, puede mejorar la
biodistribucion tumoral y favorecer la penetracién intratumoral. Estas propiedades se traducen
en una mayor eficacia terapéutica y en una reduccion de los efectos adversos asociados con
los vehiculos convencionales, como Cremophor EL. En este sentido, las formulaciones
basadas en albumina representan una estrategia relevante para optimizar la administracion

del farmaco y mejorar su perfil farmacocinético y farmacodinamico.
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Con el propésito de optimizar la liberacién de paclitaxel en el microambiente tumoral,
Tan et al., 2026desarrollaron un sistema multietapa basado en nanovectores sélidos para la
administracion de nanoparticulas de paclitaxel unidas a albumina (nab-paclitaxel). Esta
formulacién mostré una interaccién eficiente con macréfagos hepaticos y mejoré de manera
significativa la persistencia y la eficacia terapéutica en modelos murinos de metastasis
pulmonares, hepaticas y mamarias. Ademas, se observé un incremento selectivo en la
acumulacion de paclitaxel y de los nanovectores en el higado, particularmente en macroéfagos,
sin modificar las concentraciones plasmaticas del farmaco en comparacion con la

administracion estandar de nab-paclitaxel (Sharifi-Rad et al., 2021; Tan et al., 2026).

De manera mas reciente, se ha descrito que nanoparticulas de paclitaxel formuladas
con péptidos recombinantes, similares a nab-paclitaxel, presentan una ventana terapéutica
ampliada y una eficacia superior en diversos modelos tumorales murinos (Saha et al., 2024).
Asimismo, estudios contemporaneos destacan el potencial del paclitaxel en regimenes
combinados con terapias dirigidas e inmunoterapias. En estos contextos, el paclitaxel no solo
actua como agente citotéxico, sino que también puede modular el microambiente tumoral y
favorecer la respuesta inmunitaria antitumoral. Estos avances han reforzado su relevancia
como componente de esquemas terapéuticos de primera linea y han ampliado sus

aplicaciones dentro de la oncologia de precision (Saha et al., 2024;L. Zhang et al., 2023).

5.4 PRODUCCION DE TAXOL

HHistoricamente, el Taxol® —paclitaxel— se obtenia mediante extraccion directa de
la corteza del tejo del Pacifico (Taxus brevifolia). Sin embargo, este método presentaba un
rendimiento extremadamente bajo, cercano al 0,007 %, y requeria la tala de grandes

cantidades de arboles de crecimiento lento, lo que generaba importantes limitaciones
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ambientales, econdmicas y de sostenibilidad. Estas restricciones impulsaron el desarrollo de

estrategias alternativas capaces de garantizar el suministro del farmaco a escala industrial.

En la actualidad, la demanda mundial de paclitaxel se satisface principalmente
mediante dos enfoques: la semisintesis quimica y la produccién biotecnoldgica basada en
cultivos celulares vegetales. La semisintesis quimica, conocida como método Holton—-Ojima,
constituye una de las estrategias comerciales mas extendidas. Este proceso se basa en la
obtencién de 10-desacetilbaccatina Ill, un precursor natural que puede extraerse de manera
mas sostenible a partir de aciculas y ramas del tejo europeo (Taxus baccata), consideradas
fuentes renovables en comparacion con la corteza. Posteriormente, este intermediario se
transforma en 7-TES-baccatina lll y se acopla con una B-lactama 6pticamente activa derivada
de la cadena lateral de fenilisoserina, lo que permite la obtencion de paclitaxel con

rendimientos globales superiores a los alcanzados por la extraccion directa.

De forma complementaria, la fermentacién de células vegetales representa una
plataforma biotecnoldgica relevante para la produccion sostenible de paclitaxel. Esta
estrategia se basa en el cultivo in vitro de células de Taxus bajo condiciones controladas, lo
que permite generar el metabolito sin recurrir a la explotacion de arboles silvestres. Ademas,
ofrece ventajas asociadas con la estandarizacion del proceso, la reduccién del impacto
ambiental y la posibilidad de optimizar la productividad mediante la seleccion de lineas

celulares, el uso de elicitores y el control de las condiciones de cultivo.

Aunque la sintesis total de Taxol a partir de compuestos quimicos simples ha
constituido un avance significativo en la quimica organica desde la década de 1990, su
aplicacion industrial sigue siendo limitada. Rutas sintéticas desarrolladas por grupos como los

de Nicolaou, Holton, Kuwajima, Mukaiyama y Baran han demostrado la viabilidad quimica de
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construir la molécula completa; no obstante, la elevada complejidad estructural del nicleo
taxano tetraciclico altamente oxigenado, la presencia de multiples centros quirales y la
necesidad de numerosas etapas de reacciéon hacen que estas aproximaciones sean poco
practicas para la produccién a gran escala. Por ello, la sintesis total continia siendo
principalmente una herramienta de investigacion académica, util para comprender la relacion
estructura-actividad del paclitaxel y para el disefio de nuevos analogos taxanos (Min et al.,

2023c).

En conjunto, la evolucion de los métodos de produccion de paclitaxel refleja la
transicién desde estrategias extractivas ambientalmente restrictivas hacia plataformas mas
sostenibles y controladas. La semisintesis continia siendo una via industrial dominante,
mientras que los cultivos celulares vegetales y otras aproximaciones biotecnoldgicas
emergentes ofrecen oportunidades prometedoras para mejorar la disponibilidad, reducir

costos y disminuir la dependencia de fuentes vegetales naturales.

5.5 BIOSINTESIS DE PACLITAXEL

La biosintesis del paclitaxel constituye una de las rutas metabdlicas mas complejas
descritas en plantas superiores. Hasta el momento, se ha propuesto una via compuesta por
al menos 19 pasos cataliticos, en la que participan mas de quince enzimas. Esta ruta incluye,
como minimo, nueve reacciones de oxidacidon mediadas principalmente por monooxigenasas
del citocromo P450 y cinco modificaciones de acilacién catalizadas por aciltransferasas

(Martinelli et al., 2025).

De manera general, la biosintesis del paclitaxel puede dividirse en tres etapas
principales: i) formacién de taxadieno-5a-ol a partir de pirofosfato de geranilgeranilo (GGPP);

ii) conversion de taxadieno-5a-ol en baccatina Ill; y iii) union de una cadena lateral de
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fenilisoserina a la baccatina Ill para producir paclitaxel. Las enzimas involucradas en las
etapas | y Ill han sido ampliamente caracterizadas. Sin embargo, durante varios afios
persistieron vacios importantes en la etapa Il, especialmente en los pasos relacionados con
la formacién del anillo de oxetano y la hidroxilaciéon en C9, procesos considerados esenciales

para la formacién de intermediarios avanzados de la ruta (Jiang et al., 2024b).

La via biosintética se inicia con el precursor diterpenoide pirofosfato de geranilgeranilo
(GGPP), el cual es ciclizado por la taxadieno sintasa (TS) para formar taxadieno, considerado
el esqueleto diterpénico central del Taxol®. Posteriormente, el taxadieno es hidroxilado por
una monooxigenasa del citocromo P450, denominada taxadieno 5a-hidroxilasa (T5aH), para
generar taxadieno-5a-ol. Este intermediario se considera uno de los primeros precursores
comprometidos en la biosintesis del paclitaxel. Ademas, su éster de acetato puede ser
transformado por microsomas de Taxus para producir derivados polioxidados, lo que
evidencia la participacién de multiples enzimas oxidativas en las etapas tempranas de la ruta

(Liu et al., 2024).

A partir de estos intermediarios iniciales, el nucleo taxano experimenta una serie de
hidroxilaciones, acilaciones y reordenamientos estructurales que conducen progresivamente
a la formacion de baccatina lll. En esta etapa participan diversas hidroxilasas de taxoides y
enzimas aciltransferasas, entre ellas la 10-desacetilbaccatina 1l1l-10-O-acetiltransferasa
(DBAT), responsable de una modificacion clave en la formacién de intermediarios avanzados.
Posteriormente, la cadena lateral en C13 es ensamblada y transferida a la baccatina IlI
mediante la baccatina Ill 13-O-(3-amino-3-fenilpropanoil) transferasa (BAPT), generando
precursores directos del paclitaxel. Finalmente, la 3-N-desbenzoil-2'-desoxitaxol N-
benzoiltransferasa (DBTNBT) cataliza una etapa decisiva en la conversién de 3'-N-

desbenzoil-2'-desoxitaxol hacia paclitaxel.
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Un avance reciente de gran relevancia fue la identificacion de enzimas previamente
desconocidas dentro de la ruta metabdlica, entre ellas la taxano oxetanasa (TOT) y la taxano-
9a-hidroxilasa (T9aOH). Estas enzimas participan en procesos fundamentales para la
formacion del anillo de oxetano y la funcionalizacion en C9, respectivamente. Su
caracterizacion permitié avanzar en la reconstruccion funcional de la ruta y posibilité la
sintesis de baccatina Ill en Nicotiana benthamiana, 1o que representa un paso importante

hacia la produccion heteréloga de intermediarios avanzados del paclitaxel (Jiang et al., 2024).

Para validar experimentalmente la actividad de las enzimas candidatas en cada etapa
de la via, diversos grupos de investigacion han empleado sistemas heterdlogos de expresion.
Entre ellos, Nicotiana benthamiana ha sido ampliamente utilizada como plataforma vegetal
de expresion transitoria, debido a su capacidad para expresar genes foraneos de manera
rapida y producir metabolitos detectables en condiciones controladas. De forma
complementaria, Saccharomyces cerevisiae ha sido utilizada para la reconstitucion de pasos
especificos de la ruta, especialmente aquellos relacionados con las etapas finales y la

produccion de paclitaxel a partir de baccatina lll.

En conjunto, estos sistemas heterélogos han sido fundamentales para confirmar la
funcion de enzimas recientemente descubiertas, validar pasos clave de las etapas Il y I, y
avanzar hacia la reconstruccién parcial de la ruta biosintética del paclitaxel fuera de su
organismo productor natural. Estos progresos constituyen una base esencial para el
desarrollo de plataformas biotecnolégicas mas sostenibles, basadas en ingenieria
metabdlica, biologia sintética y mineria gendmica, orientadas a mejorar la produccion de
paclitaxel y de sus intermediarios de alto valor farmacoldgico (Zhao et al., 2024; Liang et al.,

2025; McClune et al., 2025).
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Figura 6. Esquema de la ruta biosintética del paclitaxel (Taxol) a partir de

geranilgeranil pirofosfato (GGPP) (Zhu et al., 2025).

5.5.1 Etapa I: Ciclacién inicial y primera oxidaciéon

El punto de partida de la biosintesis del paclitaxel corresponde a la ciclacion del
pirofosfato de geranilgeranilo (GGPP), reaccién catalizada por la taxadieno sintasa (TXS).
Esta enzima convierte el GGPP en taxa-4(5),11(12)-dieno —molécula 1 en la Figura 6—,

considerado el primer intermediario comprometido de la ruta biosintética de los taxanos.

Posteriormente, el taxa-4(5),11(12)-dieno es oxidado por CYP725A4, también
denominada taxadieno-5a-hidroxilasa (T5aH). Esta monooxigenasa del citocromo P450
cataliza una reaccion de hidroxilacion acompanada de transposicion alilica, generando
taxadieno-5a-ol como intermediario esperado. No obstante, aunque T5aH fue propuesta
como la primera oxidasa de la ruta, su actividad catalitica presenta una marcada
promiscuidad, ya que produce principalmente subproductos derivados de transposiciones en

el esqueleto carbonado en lugar de acumular de forma predominante taxadieno-5a-ol.

Esta baja selectividad catalitica ha representado una limitacion importante para la
reconstruccion heterdloga de la via biosintética del paclitaxel. En particular, la formacion de
productos secundarios reduce el flujo metabdlico hacia los intermediarios funcionalizados

requeridos para la biosintesis de baccatina Ill y, en consecuencia, dificulta el disefio de
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plataformas microbianas o vegetales eficientes para la producciéon de taxanos avanzados

(McClune et al., 2025).

5.5.2 Etapa ll: Construccion del nucleo de la baccatina lll, pasos corregidos y

descubrimientos recientes

La segunda etapa de la biosintesis del paclitaxel comprende la construccion
progresiva del nucleo de baccatina Ill, un proceso altamente complejo que involucra una
cascada de hidroxilaciones, acetilaciones, oxidaciones especializadas y la formacion del
anillo de oxetano en la estructura del taxano. Esta etapa representa uno de los segmentos
mas criticos de la via metabdlica, debido a que define la funcionalizacion del nucleo taxano y

condiciona la posterior incorporacion de la cadena lateral en C13.

Las enzimas de la familia CYP725A desempefian un papel central en las oxidaciones
del esqueleto taxano, particularmente en las posiciones C-1, C-2, C-7, C-9, C-10y C-13. Sin
embargo, la asignacion funcional de varias de estas monooxigenasas ha sido revisada y
corregida en estudios recientes. Un ejemplo relevante corresponde al orden de la segunda y
tercera reacciones de hidroxilacion, cuya secuencia ha sido redefinida como un punto critico
para dirigir el flujo metabdlico hacia intermediarios productivos. Asimismo, se ha identificado
una taxoide-9a-hidroxilasa responsable de catalizar la cuarta hidroxilaciéon de la ruta,
resolviendo uno de los pasos previamente desconocidos en la formacion del nucleo
funcionalizado de baccatina Ill. Ademas, CYP725A55 ha sido propuesta como una enzima
clave en la formacion del motivo oxetano, mediante una cascada de oxidacion seguida de un

reordenamiento acilico concertado McClune et al., 2025).

Durante décadas, la formacion del anillo de oxetano constituy6 uno de los principales

enigmas de la biosintesis del paclitaxel. La hipotesis clasica propuesta por Croteau et al.
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(Croteau et al., 2006), planteaba que este anillo se originaba a partir del grupo ene-acetoxi
del taxa-4(20),11(12)-dieno-5a-il-acetato, tras la acetilacion previa del taxadieno-5a-ol. No
obstante, investigaciones recientes han modificado sustancialmente este modelo. En
particular, se ha demostrado que la formacién del anillo de oxetano ocurre mediante
reacciones oxidativas catalizadas por enzimas del citocromo P450 antes de la acetilacién en
C5, lo que revierte la interpretacion clasica de la secuencia biosintética. Ademas, se ha
propuesto que una sola enzima, CYP725A4, puede catalizar dos epoxidaciones sucesivas
que conducen a la formacién del anillo de oxetano, proporcionando una explicacién
mecanistica mas precisa para este paso clave de la ruta (Zhao et al., 2024; (McClune et al.,

2025).

Otro avance significativo ha sido la identificacion de la proteina FoTO1, perteneciente
a la familia de proteinas tipo factor de transporte nuclear 2 (NTF2), como un regulador
funcional de la primera oxidacion de la ruta. La coexpresién de FoTO1 con T5aH favorece la
formacion del intermediario deseado y reduce la acumulacion de subproductos derivados de
reordenamientos no productivos del esqueleto carbonado. Este hallazgo resuelve una
limitacion de larga data en la reconstruccion heterdloga de la via del paclitaxel, ya que la baja
selectividad de T5aH habia dificultado la canalizacion eficiente del flujo metabdlico hacia
intermediarios avanzados. La relevancia de FoTO1 radica, ademas, en que constituye una
funcion biosintética directa no descrita previamente para proteinas de tipo NTF2, ampliando
asi el conocimiento sobre los factores auxiliares que pueden modular la eficiencia de rutas

metabdlicas complejas (Zhao et al., 2024).

En conjunto, estos descubrimientos han permitido corregir modelos biosintéticos
previos y redefinir pasos clave en la formacion de baccatina Ill. La identificacion de nuevas
monooxigenasas, la revision del orden de hidroxilaciones y la participacién de factores

auxiliares como FoTO1 proporcionan una base mas sélida para la reconstruccion de la via en
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sistemas heterdlogos. Ademas, estos avances fortalecen las estrategias de ingenieria
metabdlica orientadas a aumentar el rendimiento, reducir la formacién de subproductos y

facilitar la produccion sostenible de intermediarios avanzados del paclitaxel.

5.5.3 Etapa lll: Ensamblaje de la cadena lateral

La tercera etapa de la biosintesis del paclitaxel corresponde al ensamblaje y
modificacion final de la cadena lateral en C13, un proceso determinante para la actividad
antitumoral del Taxol®. La cadena lateral de N-benzoil-3-fenilisoserina unida al carbono C13
es esencial para que la molécula adopte la conformacion bioactiva requerida para su unién
eficiente a la B-tubulina. En ausencia de esta cadena lateral, el nucleo taxano pierde gran
parte de su capacidad para estabilizar los microtubulos e inducir apoptosis en células
tumorales. En particular, las modificaciones finales de la cadena lateral, correspondientes a
la hidroxilacién en C2'a y la 3'-N-benzoilacién, son indispensables para la bioactividad del

paclitaxel (McClune et al., 2025).

La secuencia biosintética de esta etapa se inicia con la conversién de a-fenilalanina
en B-fenilalanina, reaccion catalizada por la fenilalanina aminomutasa (PAM). Posteriormente,
la B-fenilalanina debe ser activada como tioéster de CoA para permitir su transferencia al
nucleo de baccatina Ill mediante la baccatina Il 13-O-(3-amino-3-fenilpropanoil) transferasa
(BAPT). Durante afios, este paso de activacion fue atribuido a dos enzimas activadoras de
acilo de Taxus, previamente descritas como B-fenilalanina-CoA ligasas (PCL). Sin embargo,
al ser coexpresadas con PAM y BAPT en sistemas de reconstitucion, estas enzimas no
produjeron el intermediario esperado, N-desbenzoil-2'-desoxitaxol, lo que indicé que la PCL

nativa funcional de Taxus permanecia sin identificar (McClune et al., 2024).
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El analisis de médulos de coexpresiéon asociados con la biosintesis de Taxol permitio
identificar un nuevo candidato, denominado AAE-867.5. La coexpresion de AAE-867.5 con
PAM y BAPT posibilitdé la conversion de baccatina Ill exdgena en el intermediario esperado,
N-desbenzoil-2'-desoxitaxol. Este hallazgo representa un avance significativo, ya que
constituye la primera produccion biosintética del precursor tardio N-desbenzoil-2'-desoxitaxol

mediante la reconstruccion funcional de este segmento de la via (Zhao et al., 2024).

Una vez incorporada la cadena lateral a la baccatina lll, se requieren dos
modificaciones finales para completar la biosintesis del paclitaxel. La primera corresponde a
la hidroxilacion en C2'a. Durante décadas, por analogia con otras reacciones oxidativas de la
ruta, se asumio que esta transformacion era catalizada por una monooxigenasa del citocromo
P450, denominada taxoide-2'a-hidroxilasa (T2'aH). No obstante, una busqueda sistematica
entre los CYP candidatos, incluidos aquellos previamente descritos como diferencialmente
expresados en células productoras de Taxol, demostrd que ninguno era capaz de generar N-
desbenzoil-taxol. Este resultado indicé que la enzima responsable de la hidroxilacion C2'a no

pertenecia a la familia del citocromo P450 (Zhao et al., 2024; Liang et al., 2025).

En contraste, estudios recientes identificaron a T2'OGD, una 2-oxoglutarato-
dioxigenasa dependiente de hierro Fe(ll)/2-OG, como la enzima responsable de esta
reaccion. T2'OGD cataliza la hidroxilacién estereoselectiva en C2'a del intermediario N-
desbenzoil-2'-desoxitaxol para producir N-desbenzoil-taxol. Esta modificacién es esencial
para la conformacion bioactiva del paclitaxel, ya que la ausencia del grupo hidroxilo en C2'
reduce de forma drastica la afinidad de unién a la B-tubulina y compromete practicamente por

completo su eficacia anticancerigena (McClune et al., 2025).
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La segunda modificacion final, correspondiente a la ultima reaccion de la via
biosintética, es la 3'-N-benzoilacion. Histéricamente, esta etapa fue atribuida a DBTNBT, una
N-desbenzoil-2'-desoxitaxol-N-benzoiltransferasa caracterizada previamente por el grupo de
Croteau. Sin embargo, al validar su actividad en sistemas de reconstitucién que producen N-
desbenzoil-taxol, el sustrato correcto en el contexto de la via completa, solo se detectaron
cantidades minimas de paclitaxel, indistinguibles del ruido de fondo. Ademas, niveles
similares de paclitaxel fueron observados incluso en ausencia de DBTNBT, lo que sugiere
que el producto detectado podria originarse por enzimas endégenas del sistema vegetal

utilizado y no por la actividad especifica de DBTNBT (McClune et al., 2025).

El analisis sistematico de otros candidatos permitio identificar a T3'NBT, una taxoide-
3'-N-benzoiltransferasa, como la verdadera benzoiltransferasa terminal de la ruta. T3'NBT
mostrd una elevada eficiencia catalitica, convirtiendo aproximadamente el 75 % del sustrato
disponible en paclitaxel y generando concentraciones cerca de 280 veces superiores a las
obtenidas en presencia de DBTNBT. Estos resultados confirman que T3'NBT es la enzima
preferente para la 3'-N-benzoilacion de taxoides y que esta reaccion constituye el paso final

en la biosintesis de Taxol® (McClune et al., 2025).

En conjunto, la elucidacién de la etapa lll representa uno de los avances mas
importantes en la comprensién de la biosintesis del paclitaxel. La identificacion de AAE-867.5
como la PCL funcional nativa, la reasignacion de la hidroxilacién C2'a desde un citocromo
P450 hacia la dioxigenasa T2'OGD vy la sustitucion de DBTNBT por T3'NBT como la
benzoiltransferasa final han permitido completar pasos criticos de la ruta. Estos
descubrimientos cierran brechas fundamentales mantenidas durante mas de medio siglo de
investigacion y proporcionan una base solida para la reconstruccion heteréloga, la ingenieria
metabdlica y la produccion sostenible de paclitaxel y derivados taxanos de alto valor

farmacoldgico (Liang et al., 2025; McClune et al., 2025).
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Tabla 1. Comparacion de las asignaciones enzimaticas historicas y actuales en la biosintesis del paclitaxel.

Etapa / Paso

Proceso

Antes (enzima propuesta / hipotesis)

Ahora (enzima correcta / descubrimiento)

Etapa |

Formacioén del esqueleto taxano

Primera oxidacion
(taxadieno — taxadieno-

5a-ol)

T5aH producia el intermediario esperado

directamente

Se descubre que genera muchos subproductos;
FoTO1 regula y dirige la reaccién correctamente

(McClune et al., 2025).

Etapa ll

Construccion de baccatina lll

Hidroxilaciones del nucleo

taxano

Asignaciones incompletas o incorrectas de

CYP725A

Correccion de funciones especificas; identificacion de
nuevas T9aH y reorganizacién del orden de pasos

(Liang et al., 2025a)

Formacion del anillo de

oxetano

Se pensaba que ocurria después de la acetilacion

(modelo clasico)

Se demuestra que ocurre antes y via oxidaciones por
P450; participacion de CYP725A4 en epoxidaciones

sucesivas (McClune et al., 2025).

Organizacion metabdlica

No se consideraban proteinas auxiliares

Descubrimiento de FoTO1, que mejora eficiencia y
reduce subproductos (Zhao et al., 2024; Liang et al.,

2025).
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Orden de hidroxilaciones

enC2/C7/C10/C13

T100H / T130H con orden de reaccion no

determinado

Orden confirmado; CYP725A55 cataliza la
formacion del éster del oxetano por oxidacién en

cascada (Liang et al., 2025a).

Etapa Il

Activacion de B-

fenilalanina

Dos enzimas AAE propuestas como PCL (ninguna

funcioné al reconstituir la ruta)

Identificacion de AAE-867.5 como la verdadera PCL

funcional (Liang et al., 2025a).

Hidroxilacién C2'a

Atribuida a un citocromo P450 (T2'aH)

Enzima correcta: T2'OGD (dioxigenasa Fe(11)/2-OG)
(280 x mas eficiente que DBTNBT; produce Taxol de

forma inequivoca) (McClune et al., 2025).

3'-N-benzoilacion final

DBTNBT considerada enzima final

Se demuestra que era incorrecta — enzima real:

T3'NBT (McClune et al., 2025).

Produccion del producto

final

Ruta no reconstituida de forma completa en sistema

heterélogo

Ruta cerrada con identificacion correcta de todas las

enzimas clave en levadura por primera vez




38

5.6 MINERIA GENETICA EN LA BIOSINTESIS DEL PACLITAXEL

La mineria genética aplicada a la biosintesis del paclitaxel tiene como propdésito
identificar, caracterizar y organizar los genes que codifican las enzimas responsables de cada
transformacion quimica dentro de esta compleja via metabdlica. Debido a que la biosintesis
del paclitaxel comprende multiples pasos enzimaticos altamente especificos, su elucidaciéon
completa ha requerido la integracion de herramientas gendmicas, transcriptomicas,
metaboldmicas y bioinformaticas. En este contexto, la mineria genética ha permitido transitar
desde una comprension parcial, basada principalmente en intermediarios quimicos, hacia una
reconstruccion mas detallada de la secuencia biosintética a nivel molecular (S. Zhang et al.,

2023b;Liu et al., 2024).

Una de las principales contribuciones de la mineria genética ha sido la identificacion
sistematica de genes implicados en la formaciéon y funcionalizacion del nucleo taxano. El
analisis del genoma de especies de Taxus ha permitido reconocer familias génicas extensas,
entre ellas las monooxigenasas del citocromo P450, particularmente la familia CYP725A,
responsables de varias reacciones de oxidacion necesarias para transformar intermediarios
derivados del pirofosfato de geranilgeranilo en taxanos progresivamente mas funcionalizados.
Esta informacion ha sido esencial para asignar funciones enzimaticas especificas a etapas
concretas de la ruta biosintética y para corregir modelos previamente propuestos (Xiong et

al., 2021).

De manera complementaria, los estudios transcriptémicos han permitido correlacionar
los patrones de expresion génica con etapas especificas de la biosintesis del paclitaxel. El
andlisis de cultivos de Taxus bajo condiciones que favorecen la acumulacion de taxanos ha

facilitado la identificacién de genes inducidos de forma coordinada durante la formacién de
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intermediarios clave. Este enfoque ha resultado especialmente util para detectar enzimas
involucradas en pasos previamente desconocidos, incluida la conversion de taxadieno hacia
baccatina lll, considerada una de las fases mas complejas y menos resueltas de la via (Z.

Zhao et al., 2023).

La integracién de datos multidmicos ha sido particularmente relevante para cerrar
vacios en la ruta biosintética. Mediante analisis de coexpresién génica, perfiles
metabolémicos y comparacion funcional entre tejidos o lineas celulares productoras, se han
identificado conjuntos de genes cuya actividad se correlaciona con la acumulacién de
intermediarios especificos del paclitaxel. Esta estrategia ha permitido priorizar genes
candidatos, predecir funciones enzimaticas de proteinas no caracterizadas y asignarlas a
pasos biosintéticos concretos, contribuyendo asi a la reconstruccion progresiva de la via

completa (Wu Ying-Mei, 2022)

Un aspecto decisivo de la mineria genética ha sido la identificacion de genes
asociados con pasos histéricamente no resueltos, en particular aquellos relacionados con la
formacion del anillo de oxetano y las modificaciones finales de la cadena lateral de
fenilisoserina. Estudios recientes basados en cribado genémico, coexpresiéon y validacion
funcional han permitido descubrir enzimas clave como T2'OGD y T3'NBT, responsables de
transformaciones esenciales para la actividad biolégica del paclitaxel. La identificacién de
estos genes ha permitido resolver etapas criticas de la ruta y completar, en gran medida, el

mapa biosintético después de décadas de investigacion (Zhu et al., 2025).

Ademas de su papel en la elucidacion de la ruta, la mineria genética proporciona una
base indispensable para la ingenieria metabdlica y la produccion heteréloga de paclitaxel. La

identificacion de genes funcionales, su organizacion en modulos biosintéticos y la definicion
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del orden de las reacciones enzimaticas permiten transferir segmentos de la via a sistemas
alternativos, como Nicotiana benthamiana, Saccharomyces cerevisiae u otras plataformas
biotecnoldgicas. De este modo, la mineria genética no solo contribuye a comprender la
biosintesis del paclitaxel, sino que también permite disefar estrategias dirigidas a aumentar
el rendimiento, reducir la formacién de subproductos y optimizar la produccién sostenible de

taxanos de interés farmacologico.

En conjunto, estos avances posicionan a la mineria genética como una herramienta
central para descifrar y aprovechar la biosintesis del paclitaxel. Su integracién con la
bioinformatica, la biologia sintética y la ingenieria metabdlica abre nuevas posibilidades para
el desarrollo de plataformas de produccion mas eficientes, sostenibles y adaptables a la

generacién de paclitaxel y de nuevos derivados taxanos con potencial terapéutico.

5.7 IDENTIFICACION Y VALIDACION DE GENES CLAVE EN LA BIOSINTESIS
DEL PACLITAXEL

La identificacion de los genes implicados en la biosintesis del paclitaxel representa un
desafio considerable debido a la complejidad de esta via metabdlica, la diversidad de
transformaciones quimicas involucradas y la elevada redundancia funcional del genoma de
Taxus. A diferencia de otros sistemas biosintéticos mas simples o mejor caracterizados, la
produccion de paclitaxel depende de numerosas familias génicas, en particular
monooxigenasas del citocromo P450, aciltransferasas, ligasas y enzimas auxiliares. La alta
similitud de secuencia entre muchos de estos genes dificulta la asignacién directa de
funciones individuales, por lo que se requieren estrategias integradas de mineria genética,
analisis transcriptomico, coexpresion génica y validacion funcional en sistemas heterdlogos

(Xiong et al., 2021; S. Zhang et al., 2023a).
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En la etapa inicial de la via, el gen TXS —también denominado TcTXS, TbTS o TxTS,
segun la especie de Taxus estudiada— codifica la taxadieno sintasa, enzima responsable de
la ciclacién del pirofosfato de geranilgeranilo (GGPP) para formar taxa-4(5),11(12)-dieno.
Esta reaccion constituye el primer paso comprometido e irreversible hacia la biosintesis de
taxanos. TXS ha sido ampliamente caracterizado mediante clonacion y expresion heteréloga
en sistemas bacterianos y de levadura, donde la produccién de taxadieno ha sido confirmada
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). Por ello, se
considera uno de los genes mejor validados dentro de la ruta biosintética del paclitaxel (Xiong

et al., 2021).

La funcionalizacién progresiva del nucleo taxano estad mediada principalmente por
genes de la familia CYP725A, una subfamilia de citocromos P450 ampliamente expandida en
el género Taxus. Entre los genes mas estudiados se encuentran CYP725A4, asociado con la
hidroxilacion inicial del taxadieno para formar taxadieno-5a-ol, y CYP725A55, implicado en
etapas avanzadas relacionadas con la formacion del anillo de oxetano. Estos genes han sido
identificados mediante enfoques gendmicos y transcriptomicos, y su funciéon ha sido evaluada
mediante expresion heterdloga en sistemas como Saccharomyces cerevisiae y Nicotiana
benthamiana, seguida de andlisis metaboldmicos para confirmar la formacion de los

intermediarios esperados (J. C.-T. Liu et al., 2024; Liu et al., 2024).

No obstante, la caracterizacion funcional de los miembros de la familia CYP725A
continua siendo compleja. La elevada homologia entre estas enzimas puede conducir a
actividades cataliticas parcialmente solapadas, formacién de subproductos o asignaciones
funcionales ambiguas. Esta situacion ha representado una de las principales limitaciones para
reconstruir con precision el orden de las oxidaciones en la via biosintética y para optimizar su

transferencia a plataformas heterdlogas (Xiong et al., 2021). Por esta razén, en este trabajo
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se consideran principalmente aquellos genes cuya funcibn ha sido validada
experimentalmente, mientras que los candidatos identificados solo mediante analisis

predictivos se interpretan con cautela (Xiong et al., 2021).

En las etapas finales, asociadas con el ensamblaje de la cadena lateral en C13, se
han identificado genes con funciones mas especificas y mejor definidas. El gen PAM, que
codifica una fenilalanina aminomutasa, cataliza la conversién de a-fenilalanina en pB-
fenilalanina, precursor directo de la cadena lateral. Posteriormente, AAE-867.5, identificado
mediante mineria genética y analisis de coexpresion, codifica una ligasa de CoA responsable
de activar la p-fenilalanina para su incorporacion al nucleo taxano. A continuacion, BAPT —
baccatina Ill: aminofenilpropanoiltransferasa— cataliza la transferencia de la cadena lateral

activada a la baccatina lll, generando intermediarios avanzados de la via.

Las modificaciones terminales requeridas para la formacion del paclitaxel bioactivo dependen
de genes recientemente identificados o reasignados. Entre ellos, T2’°0OGD codifica una
dioxigenasa dependiente de Fe(ll)/2-oxoglutarato responsable de la hidroxilacién en C2'q,
mientras que T3'NBT codifica la taxoide-3'-N-benzoiltransferasa encargada de la benzoilacion
final. Estas enzimas reemplazan asignaciones funcionales previas atribuidas a otros
candidatos y han sido validadas mediante coexpresion en sistemas heterélogos y analisis por
LC-MS/MS. Su identificacion ha permitido resolver pasos criticos de la ruta y avanzar hacia
una reconstruccion casi integral de la biosintesis del paclitaxel (J. C.-T. Liu et al., 2024; Liu et

al., 2024).

En conjunto, la identificacién y validacion de genes clave han transformado la comprensién
de la biosintesis del paclitaxel, al pasar de modelos parciales basados en inferencias quimicas

a una reconstruccion funcional sustentada en evidencia gendmica, transcriptomica y
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metabolémica. Aunque persisten desafios relacionados con la asignacion precisa de
funciones en familias génicas altamente redundantes, los avances recientes —en particular
la identificacion de AAE-867.5, T2'OGD y T3'NBT— han resuelto etapas decisivas de la ruta.
Estos hallazgos posicionan la biosintesis del paclitaxel como uno de los sistemas mas
informativos para el estudio de metabolitos especializados en plantas y proporcionan una

base sdlida para su aprovechamiento mediante biologia sintética, ingenieria metabdlica y

produccion heteréloga de taxanos de interés farmacoldgico (Liu et al., 2024).

Tabla 2. Genes confirmados implicados en la biosintesis del paclitaxel

Gen

Tipo de gen

Funcionen la

biosintesis

Etapa de la ruta

Evidencia de

validacién

Expresion en E. coli

+ GC-MS
TXS (TcTXS / Ciclacion de GGPP Inicio (formacién del
Terpeno sintasa .
TbTS) a taxadieno nucleo taxano) (J. C.-T. Liuetal.,
2024; Liu et al.,
2024).
Expresion en
Hidroxilacion del Funcionalizacion
CYP725A4 Citocromo P450 levadura y planta
taxadieno (C5a) temprana
(Xiong et al., 2021).
Reconstruccioén de la
via
Formacion del anillo Etapa intermedia-
CYP725A55 Citocromo P450 J.C-T Liu et al
de oxetano avanzada (J. C-T. Livetal.,
2024; Liu et al.,
2024).
PAM a-fenilalanina a B- Inicio de cadena Ensayos
Aminomutasa
(TcPAM) fenilalanina lateral enzimaticos
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(J.C.-T. Liu et al.,
2024; Liu et al.,

2024).

Activacion de -

Ensamblaje de

Mineria genética +

validacion

AAE-867.5 Ligasa tipo CoA
fenilalanina cadena lateral (Xiong et al., 2021)
Transferencia de Expresion
BAPT Aciltransferasa
cadena lateral a Etapa tardia heterodloga
(TcBAPT) (BAHD)
baccatina lll (Xiong et al., 2021).
Coexpresion + LC-
MS/MS
Dioxigenasa (2-OG
T2'0GD Hidroxilaciéon en C2'  Modificacion final (J.C.-T. Liu et al.,
dependiente)
2024; Liu et al.,
2024).
S Ensayos funcionales
Benzolacién final a ]
T3'NBT Benzoyltransferasa Ultimo paso (Xiong et al., 2021)
paclitaxel v ’
5.8 ELIMINACION/REDUCCION DE EFECTORES NEGATIVOS MEDIANTE

CRISPR Y ARN DE INTERFERENCIA

La optimizacion de la biosintesis de taxanos en huéspedes heterdélogos requiere una

redistribucion precisa del flujo metabdlico hacia los intermediarios de interés. Una estrategia

clave consiste en eliminar, reducir o modular efectores negativos, incluidas rutas metabdlicas

competidoras que consumen precursores comunes como el farnesil pirofosfato (FPP) o el

geranilgeranil pirofosfato (GGPP). Estas intervenciones permiten aumentar la disponibilidad

de bloques isoprenoides y favorecer la canalizacion del carbono hacia la produccién de

taxadieno, baccatina Il y otros intermediarios avanzados de la ruta del paclitaxel (Tan et al.,

2026).
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En este contexto, la tecnologia CRISPR se ha consolidado como una herramienta
fundamental para el control racional del flujo metabdlico mediante la inactivacion, represion o
edicion dirigida de genes especificos. Por ejemplo, en Saccharomyces cerevisiae, la
manipulacién del gen ERG9, que codifica la escualeno sintasa, ha permitido redirigir
precursores isoprenoides desde la biosintesis de esteroles hacia la produccion de taxadieno,
duplicando su rendimiento. De manera complementaria, se han implementado estrategias de
optimizacion transcripcional, como el uso de promotores débiles para modular la expresion
de ERG9, combinadas con enfoques push—pull orientados a incrementar la entrada de
precursores y favorecer su conversion hacia taxanos. Estas aproximaciones han generado

aumentos sinérgicos en el flujo metabdlico hacia taxadieno (Tan et al., 2026).

Asimismo, la metilacién dirigida del ADN mediada por sistemas CRISPR ha
demostrado ser eficaz en plataformas vegetales, particularmente en células de Taxus
chinensis. En este sistema, la inhibicion parcial (knockdown) de la fenilalanina amoniaco-liasa
(PAL), enzima que cataliza el paso inicial de la via de los fenilpropanoides, redirigié derivados
de fenilalanina hacia la sintesis de la cadena lateral del paclitaxel. Como resultado, se reportd
un incremento de 25 veces en la acumulacion final del farmaco. Este tipo de control
metabdlico puede potenciarse mediante el uso de inhibidores quimicos y la adicion de
precursores externos, estrategias que favorecen la disponibilidad de sustratos y mejoran la

eficiencia global del proceso biosintético (Tan et al., 2026).

De forma complementaria, la regulacion mediante ARN de interferencia (ARNi) y
microARN permite modular la expresién génica sin necesidad de eliminar por completo genes
esenciales para el metabolismo celular. En Taxus mairei, el médulo regulador miR858b—
MYB1L participa en el control de genes relacionados con la biosintesis de taxanos. El

microARN miR858b regula al factor de transcripcion MYB1L, el cual influye en la expresion
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de genes clave como TBT y BAPT. Esta regulacion fina permite ajustar la produccion de
intermediarios segun el estado metabdlico del tejido y optimizar la biosintesis de paclitaxel

sin comprometer de manera severa la viabilidad celular (Tan et al., 2026).

En conjunto, las estrategias basadas en CRISPR, ARNi y modulos reguladores
endogenos ofrecen herramientas complementarias para superar las limitaciones de
rendimiento impuestas por la competencia metabdlica, la acumulaciéon de subproductos y la
regulaciéon natural de las rutas biosintéticas. Su aplicacién integrada permite redirigir
precursores, modular puntos de control clave y mejorar la eficiencia de plataformas
heterélogas o celulares destinadas a la produccion sostenible de paclitaxel y otros taxanos

de interés farmacologico.

5.9 CONTROL DE COMPONENTES DE LA VIA METABOLICA MEDIANTE
CIRCUITOS GENETICOS AJUSTABLES.

Mas alla de la eliminacion o reduccion estatica de efectores negativos, la ingenieria
metabdlica avanzada emplea circuitos genéticos ajustables para regular de manera dindmica
la expresion de enzimas clave. Estos sistemas permiten adaptar la actividad de la via
biosintética a las fluctuaciones en la concentracion de precursores, intermediarios o productos
finales, optimizando el flujo metabdlico de acuerdo con el estado fisiolégico de la célula. En
el contexto de la biosintesis de paclitaxel, esta regulaciéon dinamica resulta especialmente
relevante debido a la complejidad de la ruta, la toxicidad potencial de algunos intermediarios
y la alta carga metabdlica asociada con la expresion de enzimas heterdlogas, en particular

citocromos P450 (Tan et al., 2026).

Un componente central de estos circuitos son los biosensores, los cuales funcionan

como moédulos de deteccién capaces de reconocer umbrales especificos de concentracion
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de metabolitos. Estos sistemas pueden estar basados en factores de transcripciéon
alostéricos, riborreguladores u otros elementos reguladores sensibles a pequefas moléculas.
Una vez detectada la senal metabdlica, el biosensor modula la expresion de genes
heterdlogos, ajustando la produccion de enzimas segun la disponibilidad de sustratos o la
acumulacion de intermediarios. De esta manera, se evita la sobreproduccién de compuestos
potencialmente toxicos, se reduce el estrés metabdlico del huésped y se favorece una

distribucion mas eficiente del flujo de carbono hacia los taxanos de interés (Tan et al., 2026).

En particular, los bucles de retroalimentacion negativa constituyen una estrategia util
para estabilizar rutas biosintéticas complejas. Estos circuitos permiten disminuir la expresion
de enzimas especificas cuando un intermediario alcanza niveles elevados, evitando asi su
acumulacion excesiva y la posible inhibicién del crecimiento celular. De forma inversa, cuando
la concentracion del metabolito disminuye, el sistema puede restablecer la expresion
enzimatica para mantener la continuidad del flujo biosintético. Este tipo de regulacion en
tiempo real permite equilibrar productividad y viabilidad celular, dos parametros criticos en

plataformas heterdlogas destinadas a la produccion de paclitaxel (Tan et al., 2026).

Asimismo, el desarrollo de sistemas de control de bucle cerrado ha facilitado la
coordinacién entre médulos metabdlicos distantes. Estos circuitos integran una ldgica
reguladora dentro de la célula, de modo que la activacion de un paso biosintético puede
depender de la disponibilidad previa de un intermediario 0 de una senal quimica especifica.
Esta organizacion permite sincronizar la expresion de enzimas que participan en distintas
etapas de la via y dirigir el flujo de carbono de manera mas eficiente hacia la sintesis de
paclitaxel. En rutas altamente ramificadas, esta estrategia contribuye a reducir pérdidas
metabdlicas, minimizar la formacién de subproductos y mejorar la eficiencia global del

proceso (Tan et al., 2026).
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El control dinamico resulta particularmente importante para la expresién de enzimas
del citocromo P450, cuya sobreexpresion puede ser incompatible con la fisiologia del huésped
debido a sus requerimientos de cofactores, su localizacion subcelular y la generacion de
estrés oxidativo. Mediante promotores inducibles, sensores metabdlicos o sistemas
reguladores dependientes de sefales especificas, la expresion de estas enzimas puede
ajustarse con mayor precision, evitando cargas metabdlicas excesivas y preservando la
viabilidad celular. Esta aproximacién permite mantener niveles funcionales de actividad

oxidativa sin comprometer el crecimiento del sistema productor (Tan et al., 2026).

En conjunto, mientras que la eliminacién de efectores negativos permite reducir la
competencia metabdlica y liberar precursores esenciales, los circuitos genéticos ajustables
ofrecen un nivel adicional de control dindmico sobre la via biosintética. Estos sistemas actuan
como plataformas de gestion metabdlica autorregulada, capaces de responder a las
demandas internas del huésped y de optimizar la produccién de taxanos. Su integracién con
estrategias de ingenieria metabdlica, biologia sintética y mineria genética representa una via
prometedora para mejorar el rendimiento, la estabilidad y la sostenibilidad de la produccion

heterdloga de paclitaxel.

510 MEJORA DE LA PRODUCCION DE TAXANOS CON UN CONSORCIO
MICROBIANO SINTETICO
La complejidad de la via biosintética del paclitaxel, caracterizada por multiples pasos
enzimaticos, requerimientos especificos de cofactores y la participacion de enzimas de dificil
expresion funcional, representa un desafio considerable para una sola célula huésped. En
este contexto, el disefio de consorcios microbianos sintéticos surge como una estrategia
avanzada para superar las limitaciones asociadas con los sistemas de monocultivo. Este

enfoque consiste en fragmentar la via metabdlica y distribuir sus diferentes mdédulos entre
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cepas especializadas, de modo que cada poblacion microbiana cumpla una funcién

biosintética definida dentro del sistema global de produccién (Tan et al., 2026).

Una de las principales ventajas de esta estrategia es la compartimentacién funcional
de la via. Los intermediarios inestables, toxicos o metabdlicamente costosos pueden ser
producidos y transformados en nichos celulares diferentes, reduciendo asi la carga
metabdlica acumulativa que suele afectar el crecimiento y la viabilidad del huésped. Por
ejemplo, una cepa puede optimizarse para incrementar la produccién de precursores
isoprenoides, actuando como un modulo de suministro, mientras que otra puede
especializarse en reacciones oxidativas complejas catalizadas por citocromos P450,
funcionando como un modulo de conversion. Esta division del trabajo permite mejorar la
eficiencia de cada etapa y disminuir la acumulacion de subproductos no deseados (Tan et al.,

2026).

Oftra ventaja relevante de los consorcios microbianos es la posibilidad de optimizar de
manera independiente las condiciones fisioldgicas y metabdlicas de cada cepa. Dado que los
microorganismos que conforman el consorcio pueden presentar requerimientos distintos de
pH, temperatura, fuente de carbono, disponibilidad de oxigeno o cofactores, el sistema puede
disenarse para equilibrar el crecimiento celular con la actividad enzimatica especifica de cada
modulo. Esta flexibilidad permite ajustar la composicion del consorcio y las condiciones de
cultivo con el fin de maximizar tanto la produccién de biomasa como la conversién eficiente

de intermediarios hacia taxanos avanzados (Tan et al., 2026).

Ademas, la incorporacion de sistemas de comunicacién intercelular, como los
mecanismos de deteccion de quérum, permite coordinar de forma dinamica la actividad de
las distintas cepas. Estos circuitos de sefalizacién pueden regular la expresién génica en

funcién de la densidad celular o de la disponibilidad de intermediarios, favoreciendo una
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transferencia mas sincronizada entre modulos biosintéticos. De esta manera, se reduce la
pérdida de carbono hacia metabolitos secundarios indeseables y se promueve un flujo
metabdlico mas dirigido hacia la sintesis de paclitaxel o de sus precursores inmediatos (Tan

et al., 2026).

Por lo tanto, los consorcios microbianos sintéticos ofrecen una plataforma
prometedora para la produccion biotecnoldgica de taxanos, ya que permiten distribuir la carga
metabdlica, mejorar la estabilidad del sistema y aumentar la robustez frente a mutaciones,
toxicidad de intermediarios y fluctuaciones ambientales. Aunque su implementacion industrial
aun requiere optimizar aspectos como la estabilidad poblacional, la transferencia eficiente de
metabolitos y el escalamiento del proceso, esta estrategia representa una alternativa de alto
potencial para avanzar hacia una produccion sostenible, modular y eficiente de paclitaxel a

gran escala (Tan et al., 2026).

5.11 VENTAJAS E INCONVENIENTES DE LAS ESTRATEGIAS SINTETICAS EN
LA BIOSINTESIS DE PACLITAXEL

La implementacion de estrategias de biologia sintética para la produccion de paclitaxel
ofrece alternativas innovadoras frente a las limitaciones de la extraccion natural y la
semisintesis convencional. Estos enfoques permiten redisefiar rutas metabdlicas, optimizar
el flujo de precursores y transferir segmentos de la via biosintética a plataformas heter6logas
mas controlables. No obstante, su viabilidad industrial depende de la resolucion de desafios
técnicos criticos relacionados con la compatibilidad enzimatica, la carga metabdlica, la

toxicidad de intermediarios y la eficiencia global del proceso (Tan et al., 2026).
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Ventajas de los enfoques sintéticos

Una de las principales ventajas de la biologia sintética aplicada a la biosintesis de
paclitaxel es la posibilidad de ejercer un control genético preciso sobre la expresion de
enzimas limitantes. Mediante herramientas de ingenieria metabdlica, es posible modular la
actividad de genes especificos, redirigir el flujo de carbono hacia intermediarios taxanos y
reducir la acumulacion de subproductos no deseados. Esta capacidad de disefo racional
permite optimizar etapas criticas de la via, especialmente aquellas asociadas con oxidaciones

complejas, acilaciones y ensamblaje de la cadena lateral (Tan et al., 2026).

Ademas, el uso de huéspedes heterdlogos amplia significativamente el repertorio de
plataformas disponibles para la produccion de taxanos. Microorganismos como
Saccharomyces cerevisiae, bacterias modificadas, cianobacterias y sistemas vegetales
transitorios, como Nicotiana benthamiana, ofrecen ventajas particulares en términos de
manipulacién genética, escalabilidad, velocidad de crecimiento y control de las condiciones
de cultivo. Estas plataformas permiten evaluar modulos biosintéticos de manera

independiente y acelerar la validacién funcional de genes candidatos.

Oftra ventaja importante es la posibilidad de fragmentar la ruta biosintética en médulos
funcionales. Esta estrategia facilita la distribucién de tareas entre diferentes compartimentos
celulares, cepas microbianas o sistemas de produccion, reduciendo la carga metabdlica
impuesta sobre una sola célula huésped. En este sentido, los consorcios microbianos
sintéticos permiten dividir la produccion de precursores, la funcionalizacién oxidativa y la
conversioén final en taxanos avanzados, mejorando la eficiencia y la estabilidad del sistema

(Tan et al., 2026).
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Asimismo, los enfoques hibridos que combinan biocatalisis y sintesis quimica
representan una alternativa prometedora para superar pasos enzimaticos con baja actividad
in vivo. En estos esquemas, los sistemas bioldgicos pueden utilizarse para producir
intermediarios complejos, mientras que las etapas quimicas posteriores permiten completar
transformaciones dificiles de lograr exclusivamente mediante rutas metabdlicas. Esta
combinacion puede mejorar el rendimiento, reducir el nUmero de pasos sintéticos y favorecer

la obtencion de derivados taxanos con potencial farmacolégico.

Limitaciones y desafios técnicos

A pesar de sus ventajas, las estrategias sintéticas enfrentan limitaciones importantes.
Una de las mas relevantes es la expresion funcional de enzimas vegetales, especialmente
citocromos P450, en huéspedes heterdlogos. Estas enzimas suelen requerir condiciones
especificas de membrana, cofactores adecuados, proteinas redox asociadas y una correcta
localizacién subcelular para mantener una catalisis eficiente. La incompatibilidad entre las
enzimas de Taxus y el entorno fisioldgico del huésped puede reducir la actividad catalitica,
favorecer la formacion de subproductos o limitar el flujo hacia intermediarios deseados (Tan

et al., 2026).

Otro desafio importante es el equilibrio entre crecimiento celular y produccion
metabdlica. La biosintesis de paclitaxel exige un alto suministro de precursores isoprenoides,
como el pirofosfato de geranilgeranilo (GGPP), asi como una demanda considerable de
energia y cofactores. La sobreexpresion de rutas heterélogas puede sobrecargar el
metabolismo central, disminuir la viabilidad celular y reducir la productividad a largo plazo.
Por ello, la optimizacion de estas plataformas requiere equilibrar cuidadosamente el flujo

metabdlico con las necesidades fisiolégicas del huésped.
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En el caso de los consorcios microbianos sintéticos, la transferencia eficiente de
intermediarios entre especies o cepas representa un factor limitante. La acumulacion,
degradacion o baja difusion de metabolitos intermedios puede disminuir el rendimiento global
de la ruta. Ademas, la estabilidad del consorcio depende del ajuste preciso de la dinamica
poblacional, la compatibilidad fisiolégica entre los microorganismos y la coordinacion temporal

de los modulos biosintéticos (Tan et al., 2026).

Finalmente, las rutas alternativas para aumentar el suministro de precursores, como
la via enriquecida con isopentenol (IUP), deben evaluarse rigurosamente desde una
perspectiva de costo-beneficio. Aunque estas estrategias pueden simplificar el control
metabdlico y desacoplar parcialmente la biosintesis de taxanos del metabolismo central del
huésped, su competitividad frente a rutas enddégenas optimizadas para procesos industriales

aun debe demostrarse a gran escala (Tan et al., 2025).

Las estrategias sintéticas ofrecen una plataforma poderosa para avanzar hacia la produccion
sostenible de paclitaxel, pero su éxito depende de la integracion equilibrada de ingenieria
genética, disefio metabdlico, control dinamico de la expresion enzimatica y optimizacion de
procesos. La combinacién de estos enfoques podria permitir superar las limitaciones actuales
y facilitar el desarrollo de sistemas de produccion mas eficientes, escalables y

econdmicamente viables.

Sistemas Microbianos

Saccharomyces cerevisiae se ha consolidado como uno de los sistemas heter6logos
de referencia para la produccion de intermediarios de paclitaxel. Esta levadura presenta

varias ventajas, entre ellas su compartimentalizacion subcelular, la presencia de reticulo
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endoplasmatico y membranas internas que favorecen la expresion funcional de enzimas
vegetales asociadas a membrana, como las monooxigenasas CYP725A, asi como una via
del mevalonato robusta y ampliamente modificable. Ademas, su uso prolongado como
organismo de fermentacidon industrial facilita su aplicacion en procesos escalables y

controlados (Liang et al., 2025).

Uno de los avances mas relevantes en esta plataforma fue reportado por Liang et al.
en 2025, quienes lograron producir paclitaxel completo a partir de baccatina Ill mediante la
reconstitucién de la etapa lll de la via biosintética en levadura. Este resultado demostro, por
primera vez, la viabilidad de un sistema microbiano heterélogo para completar las
modificaciones finales necesarias para la sintesis del producto activo, lo que representa un
paso importante hacia el desarrollo de plataformas microbianas para la produccion sostenible

de taxanos (Liang et al., 2025).

Por su parte, Escherichia coli constituye una plataforma atractiva para la produccion
de intermediarios tempranos, debido a su rapido crecimiento, facilidad de manipulacion
genética y disponibilidad de herramientas de ingenieria metabdlica. En particular, ha sido
empleada para la produccién de taxadieno, el primer intermediario comprometido de la via
biosintética. Sin embargo, la ausencia de reticulo endoplasmatico y de membranas internas
especializadas limita la expresion funcional de enzimas CYP725A, lo que restringe su utilidad

principalmente a las etapas iniciales de la ruta (Tan et al., 2026).

Para superar estas limitaciones, se han explorado estrategias como la ingenieria de
membranas, la expresion de fusiones entre citocromos P450 y sus reductasas asociadas, y
el disefio de sistemas de co-cultivo. En estos ultimos, E. coliy S. cerevisiae pueden dividirse

la via biosintética: una cepa se optimiza para la produccién de precursores o intermediarios
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tempranos, mientras que la otra se especializa en oxidaciones complejas y modificaciones
posteriores. Esta distribucién funcional permite reducir la carga metabdlica sobre un unico
huésped y mejorar la transferencia de intermediarios entre médulos biosintéticos (Li et al.,

2023).

Sistemas emergentes y cultivos integrados

Las cianobacterias genéticamente modificadas representan una plataforma
emergente con alto potencial para la produccion sostenible de precursores de taxanos. Zhong
et al,, 2024demostraron la produccién de intermediarios taxanos en Synechococcus
elongatus, utilizando CO, como fuente de carbono y energia solar como motor metabdlico.
Este enfoque resulta particularmente atractivo por su potencial para reducir los costos

asociados al suministro de sustratos y disminuir la huella de carbono del proceso.

No obstante, los niveles de produccién alcanzados en cianobacterias aun se
encuentran por debajo de los requeridos para una aplicacién industrial viable. Por ello, la
optimizacion de estas plataformas mediante ingenieria metabdlica avanzada, mejora del flujo
de carbono, regulacion de la expresidn génica y adaptacién de enzimas heterdlogas
constituye una linea de investigacion emergente dentro de la produccion biotecnoldgica de

taxanos.

Los hongos filamentosos también han sido investigados como plataformas
alternativas, debido a su naturaleza eucariota y a su capacidad para expresar enzimas
complejas. Diversos hongos enddfitos aislados de especies de Taxus han sido descritos como
posibles productores de paclitaxel o de intermediarios relacionados. Sin embargo, la baja
reproducibilidad de estos resultados, junto con los rendimientos reducidos observados en
muchos estudios, ha limitado su aplicacién industrial. En la actualidad, los hongos

filamentosos se consideran principalmente sistemas utiles para la investigacion de rutas
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biosintéticas, la identificacion de nuevas enzimas y el estudio de interacciones planta-
microorganismo, mas que plataformas consolidadas para la produccion comercial de

paclitaxel (Subban & Kempken, 2023).

Sistemas de Células Vegetales

Los sistemas vegetales constituyen plataformas particularmente relevantes para la
reconstruccion de rutas biosintéticas de taxanos, debido a que poseen la maquinaria celular
necesaria para la expresion y funcionalidad de enzimas vegetales complejas, especialmente
citocromos P450 asociados a membranas. Se han reportado avances en la produccion de
taxadieno y taxadieno-5a-ol en diversos sistemas vegetales, incluidos Arabidopsis thaliana,
Solanum lycopersicum, Artemisia annua y Nicotiana benthamiana, aprovechando sus

herramientas de transformacion genética y expresion transitoria.

Entre estos sistemas, N. benthamiana ha adquirido especial relevancia como
plataforma de expresion heteréloga para la elucidacion funcional de enzimas de la via del
paclitaxel. La introduccién transitoria de genes biosintéticos ha permitido evaluar de manera
rapida la funcion de mudltiples enzimas y reconstruir segmentos complejos de la ruta. En
particular, la coexpresién de TOT y T9aH junto con otros genes previamente conocidos,
incluidos TXS, T5aH, T13aH, T2aH, T7BH, TAT y TBT, demostré la capacidad de las plantas
hospedadoras para facilitar la reconstrucciéon de etapas avanzadas de la biosintesis de

taxanos (Jiang et al., 2024c).

En conjunto, los sistemas microbianos, las plataformas fotosintéticas emergentes, los
hongos filamentosos y las células vegetales ofrecen ventajas complementarias para el

estudio y la produccion de paclitaxel. Mientras que E. coli resulta eficiente para intermediarios
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tempranos, S. cerevisiae favorece la expresion de enzimas eucariotas y la reconstruccion de
pasos finales. Por su parte, las cianobacterias ofrecen una alternativa sostenible basada en
CO, y luz, y los sistemas vegetales permiten validar enzimas complejas en un contexto mas
cercano al metabolismo nativo de Taxus. La integracion racional de estas plataformas podria
acelerar el desarrollo de sistemas hibridos y escalables para la produccién sostenible de

taxanos de alto valor farmacoldgico.

Cultivo molecular

La agricultura molecular, entendida como el uso de organismos vivos —plantas,
microorganismos o cultivos celulares— como biofabricas para la produccién de compuestos
farmacéuticos de alto valor, adquiere especial relevancia en el contexto del paclitaxel (Yin et
al., 2025). Esta estrategia integra principios de biotecnologia vegetal, ingenieria metabdlica y
biologia sintética para disefiar sistemas de produccion mas eficientes, escalables y

sostenibles frente a los métodos tradicionales basados en extraccidon vegetal o semisintesis.

Dentro de este enfoque, los cultivos celulares en suspension de Taxus representan
una de las plataformas de cultivo molecular mas avanzadas para la produccién de paclitaxel.
A diferencia de la extraccion directa a partir de plantas completas, los cultivos celulares
permiten controlar de manera precisa las condiciones de produccion, reducir la dependencia
de ecosistemas naturales y facilitar el escalamiento en biorreactores bajo condiciones

estandarizadas (Perez-Matas et al., 2023).

La produccion de paclitaxel en biorreactores, utilizando cultivos celulares de Taxus
chinensis y Taxus baccata, ha alcanzado concentraciones de hasta 900 mg/L mediante la
combinaciéon de elicitores, como jasmonato de metilo y quitosano, medios de cultivo

optimizados y estrategias de alimentacién discontinua (fed-batch) (Yin et al., 2025). Estos
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avances demuestran el potencial de los cultivos celulares como alternativa sostenible para la
obtencion de taxanos, especialmente cuando se combinan con herramientas de optimizacion

metabdlica y control del proceso.

No obstante, esta plataforma aun presenta limitaciones relevantes. Entre los
principales desafios se encuentran la variabilidad genética y metabdlica entre lineas
celulares, el crecimiento relativamente lento de los cultivos, la inestabilidad de la produccion
durante subcultivos prolongados y los altos costos operativos asociados con el mantenimiento
de biorreactores especializados. Por ello, la mejora de la productividad requiere estrategias
integradas que incluyan seleccion de lineas celulares de alto rendimiento, optimizacién de
elicitores, control de condiciones fisicoquimicas e incorporacion de herramientas de ingenieria

metabdlica.

En conjunto, el cultivo molecular basado en células de Taxus constituye una
plataforma consolidada y tecnolégicamente relevante para la produccién de paclitaxel.
Aunque aun enfrenta barreras econdmicas y bioprocesales, su capacidad para combinar
sostenibilidad, control productivo y escalabilidad lo posiciona como una alternativa clave

dentro de las estrategias modernas de produccion biotecnoldgica de taxanos.
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Tabla 3. Sistemas de expresién heterdloga para la produccion de taxanos.

Concentracion

Anfitrion Producto Estrategia Principales ventajas y limitaciones Referencia
de producto
Ventajas: Antecedentes genéticos claros, Alta
escalabilidad de la fermentacion en entornos industriales.
Aumento de la expresion
Limitaciones:
de las enzimas limitantes (Wang et al., 2022)
Escherichia coli Taxadieno 93,5 mg/L Sistema procariota (carece de la maquinaria de
de la velocidad DXS e
plegamiento de proteinas eucariota);
IDI en MEP.
sin RE (fundamental para la actividad del citocromo P450);
no cuenta con la certificacion GRAS.
Coexpresién de tHMGR,
Ventajas: Sistema eucariota (RE para plegamiento y
proteina reguladora
actividad de P450); via MVA nativa para sintesis de
mutante UPC2-1,
Taxadieno 8.7 mg/L isoprenoides; certificado GRAS; herramientas genéticas
GGPPS y TXS de Taxus
maduras; robusta en fermentacion industrial (pH bajo, alta
Saccharomyces chinensis optimizada por
densidad celular). (Wang et al., 2022)
cerevisiae codones
Reconstruccion de lavia  Limitaciones: no posee via MEP nativa (depende solo de
tardia en levadura y la via MVA); la sintesis nativa de esteroles compite por
Paclitaxel ~ 0.97 pg/L

sintesis de paclitaxel a

partir de baccatina lll

precursores FPP/GGPP; crecimiento mas lento que

procariotas.
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Estrategia “push-pull”,

expresion por fusion de

Ventajas: Alta tolerancia a condiciones severas;

metabolismo lipidico fuerte (favorece suministro de

Yarrowia etiquetas de (Wang et al., 2022)
Taxadieno 101.4 mg/L precursores terpénicos). Limitaciones: menos
lipolytica solubilizaciéon y TXS,
herramientas genéticas maduras que S. cerevisiae; el flujo
integracién multicopia
metabdlico nativo tiende hacia sintesis lipidica.
iterativa
Estrategia de ingenieria
metabdlica
56.6 + 3.2 ug/g
Taxadieno compartimentalizada en
peso fresco
Nicotiana cloroplasto; coexpresion  Ventajas: Hospedador vegetal nativo (vias MEP/MVA
(Wang et al., 2022)
benthamiana de DXS y GGPPS duales para isoprenoides); sistema intrinseco de
Expresion transitoria de plegamiento/cofactor para P450 (ideal para P450
Paclitaxel 64.29 ng/g FW  PCL con BAPT, PAM, derivados de plantas); capacidad de expresion transitoria
DBTNBT y T2'OH (verificacion rapida de funcion génica).
Expresion de TXS con
Nicotiana
Taxadieno 87.8 ug/g DW un péptido de transito al (Wang et al., 2022)
tabacum
cloroplasto
Expresion transgénica Limitaciones: ciclo de crecimiento largo; baja densidad de
600 ng/g de
Arabidopsis utilizando un sistema biomasa en cultivo en suspensién; mayor costo de cultivo a
Taxadieno peso seco (Wang et al., 2022)
thaliana mediado por gran escala en comparaciéon con microorganismos;
(Dw)

glucocorticoides.

productividad inestable en cultivos prolongados.
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Alternaria

alternata TPF6

Taxadieno

61.9 6.3 pg/L

Coexpresion de IDI,
tHMGR y TXS en hongos

filamentosos.

Ventajas: hongo filamentoso eucariota (posee reticulo
endoplasmico para el plegamiento parcial de enzimas
P450); via MVA nativa; potencial para fermentacion en
estado solido. Limitaciones: no certificado como GRAS;
crecimiento micelial complejo (dificil de controlar en
fermentacion liquida); pocas herramientas de manipulacion

genética; crecimiento lento.

(Wang et al., 2022)

Bacillus subtilis

Taxadieno

17.8 mg/L

Sobreexpresion de la via
MEP, GGPPS y del gen

TXS.

Ventajas: certificado GRAS; resistente al estrés ambiental;
fondo genético bien conocido; via MEP nativa; capacidad
para secrecion de proteinas. Limitaciones: sistema
procariota (sin maquinaria para el plegamiento de P450 ni
reticulo endoplasmico); sin via MVA nativa; menor flujo de

precursores isoprenoides que E. coli.

(Wang et al., 2022)

Synechocystis

sp. PCC 6803

Taxadien-

5a-ol

4.32 mg/L

Coexpresion de GGPPS

y TXS heterdlogos en un
sistema de cultivo de alta
densidad con suministro

de CO, mediado por

membrana.

Ventajas: organismo fotoautétrofo (utiliza CO, y energia
solar como fuente de carbono y energia); via MEP nativa;
membranas tilacoides (permiten actividad parcial de P450);
bajo costo de cultivo. Limitaciones: crecimiento mas lento

que E. coli; ausencia de una via MVA nativa.

(Wang et al., 2022)
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5.12 AVANCES RECIENTES, LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Los afos 2024 y 2025 marcaron un punto de inflexion en la investigacién sobre paclitaxel,
al consolidarse avances decisivos en la elucidacion de su via biosintética tras mas de cinco
décadas de estudio. Estos progresos, impulsados por la integracion de enfoques multiomicos,
mineria genética y validacion funcional en sistemas heter6logos, han transformado las
perspectivas para la produccién biotecnolégica de este farmaco. En particular, McClune et al.
(2025) identificaron la proteina FoTO1 como un factor auxiliar capaz de modular la actividad de
T5aH y reducir la acumulacién de subproductos durante las primeras etapas oxidativas de la ruta.
Asimismo, estos autores confirmaron que T3'NBT corresponde a la benzoiltransferasa terminal

responsable de la Ultima modificacion en la biosintesis del paclitaxel (McClune et al., 2025).

De manera complementaria, Z. Zhao et al., 2023demostraron que la formacién del anillo
de oxetano ocurre mediante oxidaciones sucesivas catalizadas por CYP725A4, lo que modific
sustancialmente el modelo biosintético clasico. Por su parte, Liang et al., 2025bidentificaron a
T2'OGD como la enzima responsable de la hidroxilacién en C2'a, descartando la participacién de
un citocromo P450 en este paso. Estos hallazgos han permitido reasignar funciones enzimaticas
clave, corregir modelos previos y completar etapas criticas de la ruta. Ademas, la identificacion
de la B-fenilalanina-CoA ligasa nativa AAE-867.5 ejemplifica el poder de los enfoques de
exploracién genética y coexpresion para descubrir genes funcionales que habrian permanecido
ocultos mediante métodos convencionales, especialmente dentro de familias altamente

redundantes como CYP725A (X. Liu et al., 2024; McClune et al., 2025)

A pesar de estos avances, la transicidén hacia una produccion industrial completamente

biotecnoldgica aun enfrenta obstaculos importantes. La reconstitucion de la etapa lll de la
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biosintesis en Saccharomyces cerevisiae, reportada por Liang et al.,, 2025b, demostré la
viabilidad de producir paclitaxel a partir de baccatina Il en un sistema microbiano heterélogo. Sin
embargo, los titulos obtenidos contintan en el orden de microgramos por litro, valores todavia
insuficientes para competir con los procesos semisintéticos establecidos (Tan et al., 2026). Entre
los principales desafios se encuentra la expresién funcional de multiples enzimas CYP725A,
proteinas de membrana que requieren un entorno lipidico adecuado, cofactores especificos,
proteinas redox asociadas y una correcta organizacion subcelular. Su coexpresién simultanea
puede generar una carga metabdlica considerable y comprometer la viabilidad del huésped

(Zerbe, 2024b).

Los cultivos celulares de Taxus, actualmente una de las plataformas biotecnolégicas mas
avanzadas para la produccién de paclitaxel, también presentan limitaciones persistentes. Aunque
se han reportado titulos de hasta 900 mg/L, estos sistemas continian enfrentando problemas
relacionados con la variabilidad genética y metabdlica entre lineas celulares, el crecimiento lento,
la inestabilidad productiva durante subcultivos prolongados y los elevados costos operativos
(Perez-Matas et al., 2023). A ello se suman barreras regulatorias y la necesidad de demostrar
equivalencia farmacéutica, aspectos que dificultan la sustitucion inmediata de la infraestructura

semisintética ya consolidada por nuevas tecnologias de produccioén (Yin et al., 2025).

No obstante, las perspectivas futuras son prometedoras. La disponibilidad de un mapa
biosintético mas completo permite aplicar estrategias de ingenieria metabdlica de alto
rendimiento, bibliotecas de variantes enzimaticas y herramientas de aprendizaje automatico para
predecir combinaciones genéticas éptimas, mejorar la eficiencia catalitica de enzimas limitantes

y reducir la formacién de subproductos (Xie et al., 2024). A mediano plazo, el disefio racional de



64

cepas de levadura podria permitir el aumento progresivo de los titulos de produccion hacia
niveles cercanos al gramo por litro, considerado un umbral relevante para evaluar la viabilidad

industrial de estos sistemas (Xie et al., 2024).

Paralelamente, se exploran plataformas de produccibn mas sostenibles, como
cianobacterias modificadas capaces de utilizar CO; y luz solar para generar precursores de
taxanos, asi como plantas de Taxus modificadas genéticamente con rutas metabdlicas
desreguladas para incrementar la productividad sin depender exclusivamente de procesos
fermentativos costosos (Zhong et al., 2024) (Perez-Matas et al., 2023). Estas aproximaciones
podrian complementar, mas que reemplazar de forma inmediata, las estrategias actuales

basadas en semisintesis y cultivos celulares.

Finalmente, la evolucion del paclitaxel no se limita a su produccion, sino que también
incluye su optimizacion clinica. La integracion de biomarcadores de resistencia, el desarrollo de
formulaciones nanoestructuradas de segunda generacién —incluidas nanoparticulas de
albumina modificada y sistemas activados por estimulos del microambiente tumoral—y el disefio
de regimenes terapéuticos personalizados prometen mejorar la selectividad tumoral y reducir la
toxicidad sistémica (Saha et al., 2024). En combinacién con perfiles moleculares de tubulina, vias
de sefalizacién y marcadores farmacogenomicos, estas estrategias refuerzan el papel del
paclitaxel no solo como agente quimioterapéutico de primera linea, sino también como una
molécula en continua evolucién tecnoldgica. En este sentido, su pleno potencial terapéutico
dependera de la convergencia entre biologia sintética, inteligencia artificial, nanotecnologia

farmacéutica y farmacologia de precision (Yedier-Bayram et al., 2025).



65

6. CONCLUSIONES

El paclitaxel y sus derivados constituyen agentes anticancerigenos clinicamente
indispensables debido a su eficacia frente a diversos tipos de cancer. Sin embargo, su
produccion sostenible continia limitada por barreras técnicas, econdmicas y
biotecnologicas asociadas con la complejidad estructural de la molécula, la baja
disponibilidad natural de sus precursores y las dificultades para reconstruir eficientemente
su via biosintética en sistemas heterdlogos.

La biosintesis del paclitaxel comprende una red metabdlica altamente compleja, integrada
por multiples reacciones enzimaticas de ciclacion, hidroxilacion, oxidacion, acilacion y
ensamblaje de la cadena lateral. Aunque en los ultimos afnos se han resuelto pasos
criticos de esta ruta, su reconstruccion funcional completa adn representa un desafio
debido a la participaciéon de numerosas enzimas especializadas, en particular citocromos
P450, aciltransferasas y enzimas auxiliares.

La mineria genética, apoyada por el andlisis integrado de datos gendmicos,
transcriptomicos, metabolémicos y de coexpresion génica, ha sido una herramienta
metodoldgica clave para los avances recientes en la elucidacién de la biosintesis del
paclitaxel. Este enfoque ha permitido identificar y validar genes esenciales, corregir
asignaciones funcionales previas y establecer con mayor precision la secuencia de
reacciones que conduce a la formacién del producto final.

A pesar de estos progresos, la produccion heteréloga de taxanos continda enfrentando
limitaciones importantes derivadas de la incompatibilidad entre las rutas metabdlicas
vegetales y los huéspedes microbianos. En particular, las enzimas P450 de origen vegetal
suelen presentar baja actividad catalitica, requerimientos especificos de membrana y

dependencia de cofactores o proteinas redox auxiliares, lo que puede favorecer la
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acumulacion de subproductos y reducir el flujo metabdlico hacia intermediarios
productivos del paclitaxel.

o En este contexto, las investigaciones futuras deberian priorizar tres objetivos principales:
i) optimizar la expresion funcional de enzimas heterdlogas, especialmente citocromos
P450; ii) incrementar la disponibilidad intracelular de precursores taxanos clave, como
GGPP y derivados oxigenados del nucleo taxano; vy iii) superar los cuellos de botella
metabdlicos mediante ingenieria metabdlica, biologia sintética, circuitos genéticos
ajustables y plataformas de produccién modulares.

e En conjunto, los avances recientes en mineria genética, validacion funcional y disefio de
sistemas heterdlogos han transformado la comprension de la biosintesis del paclitaxel y
han abierto nuevas oportunidades para su produccién sostenible. La convergencia entre
biotecnologia vegetal, ingenieria metabdlica, biologia sintética e inteligencia artificial sera
fundamental para desarrollar plataformas eficientes, escalables y econdmicamente

viables para la obtencion de paclitaxel y nuevos taxanos con valor farmacoldgico.
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