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1. RESUMEN

La bacteria Pseudomonas aeruginosa PAO1 produce la mezcla de ciclodipéptidos
(CDPs), ciclo(L-Pro-L-Tyr), ciclo (L-Pro-L-Phe), ciclo (L-Pro-L-Val) y ciclo (L-Pro-L-
Leu) (CDP-PAO1). Estas moléculas se caracterizan por su alta estabilidad y por una
amplia gama de actividades biolégicas, como propiedades antimicrobianas,
antitumorales, antifungicas, asi como la modulacion de la virulencia bacteriana y de
comunidades bacterianas, incluidas las gammaproteobacterias. Ademas, han
demostrado efectos benéficos en modelos animales con enfermedades asociadas

a la disbiosis intestinal, favoreciendo la salud de los organismos.

En este trabajo se evaluo el efecto de la administracién de CDP-PAO1 en un modelo
de disbiosis asociada a la obesidad en ratas Wistar. Los animales fueron inducidos
con obesidad por el consumo de una dieta obesogénica (D-OBS) durante 55
semanas, posteriormente se les administro el tratamiento, que consistié en una
dosis de 5 mg/Kg, administrada tres veces por semana durante 10 semanas. Se
analizaron parametros fisicoquimicos, moléculas no absorbidas y UFC en heces
excretadas, asi como las UFC y gammaproteobacterias en heces de colon.
Adicionalmente, se realizd el analisis histolégico del colon ascendente mediante
tincién de hematoxilina y eosina, y se evalu6 la permeabilidad intestinal mediante

Western Blot, cuantificando la expresion de las proteinas claudina-2 y E-caderina.

Los resultados mostraron que la dosis administrada de CDP-PAO1 modificod el
porcentaje de humedad y los carbohidratos en heces, asi como la diversidad de la
poblacion de gammaproteobacterias. A nivel histolégico, se observaron procesos
reparativos en el tejido colonico y un aumento en los niveles de la proteina claudina-
2. En conjunto, estos hallazgos sugieren que la mezcla de CDP favorece la

resiliencia de la microbiota intestinal en condiciones de disbiosis.

Palabras clave: obesidad, CDP, bacterias, colon, intestino



2. ABSTRACT

The bacterium Pseudomonas aeruginosa PAO1 produces the mixture of
cyclodipeptides (CDPs), cyclo(L-Pro-L-Tyr), cyclo(L-Pro-L-Phe), cyclo(L-Pro-L-Val),
and cyclo(L-Pro-L-Leu) (CDP-PAO1). These molecules are characterized by their
high stability and a wide range of biological activities, such as antimicrobial,
antitumor, and antifungal properties, as well as the modulation of bacterial virulence
and bacterial communities, including gammaproteobacteria. Furthermore, they have
demonstrated beneficial effects in animal models of diseases associated with

intestinal dysbiosis, promoting the health of these organisms.

In this study, the effect of CDP-PAO1 administration in a model of obesity-associated
dysbiosis in Wistar rats was evaluated. The animals were induced with obesity by
consuming an obesogenic diet (D-OBS) for 55 weeks, and then treated with a dose
of 5 mg/kg, administered three times per week for 10 weeks. Physicochemical
parameters, unabsorbed molecules, and CFU in excreted feces, as well as CFU and
gammaproteobacteria in colonic feces, were analyzed. Additionally, histological
analysis of the ascending colon was performed using hematoxylin and eosin
staining, and intestinal permeability was assessed by Western blotting, quantifying

the expression of claudin-2 and E-cadherin proteins.

The results showed that the administered dose of CDP-PAO1 modified the
percentage of moisture and carbohydrates in feces, as well as the diversity of the
gammaproteobacteria population. Histologically, reparative processes were
observed in colonic tissue and an increase in claudin-2 protein levels. Taken
together, these findings suggest that the CDP mixture promotes gut microbiota

resilience under dysbiotic conditions.



3. MARCO TEORICO

1. Sistema gastrointestinal

El sistema gastrointestinal esta conformado por la boca, el es6fago, el estbmago y
el intestino (delgado y grueso). Sus principales funciones son la digestion y la
absorcidn de nutrientes y agua, las cuales son procesos esenciales para el
mantenimiento de la homeostasis del organismo (Greenwood-Van Meerveld et al.,
2017).

El intestino se divide en dos secciones: intestino delgado e intestino grueso. El
intestino delgado se divide en duodeno, yeyuno e ileon y su funcion principal es la
absorcidon de nutrientes. Por su parte, el intestino grueso se subdivide en colon
ascendente, transverso, descendente y recto y cumple un papel central en la
absorcién de agua y electrolitos, procesos indispensables para la formacion de las
heces y el metabolismo hidrico. Ademas, en el intestino grueso se lleva a cabo la
digestion y fermentacién de carbohidratos, proteinas y lipidos no absorbidos en el
intestino delgado, donde la microbiota libera entre 10 y 30 % de la energia y el resto
es excretado en forma de heces, a su vez, se lleva a cabo la produccién y absorcion
del 90 al 95 % de los acidos grasos de cadena corta (AGCC), compuestos clave
para el mantenimiento de la salud intestinal (Greenwood-Van Meerveld et al., 2017;
Duan et al., 2021; Adak et al., 2019).

El intestino grueso esta constituido por distintos tipos celulares que cumplen
funciones especializadas en la homeostasis intestinal (figura 1). Entre ellos, las
células epiteliales absorbentes, que representan la poblacién mayoritaria y son
responsables de absorber nutrientes, agua y iones. Las células caliciformes, por su
parte, secretan moco, el cual funciona como una barrera protectora contra
patogenos. Asimismo, las células endocrinas participan en la secrecidn de
hormonas que regulan funciones gastrointestinales, metabdlicas y asociadas al
apetito. En conjunto con estas, las células inmunolégicas residentes desempenan
un papel fundamental en la defensa inmunoldgica, previniendo asi la colonizacién
bacteriana y manteniendo la integridad de la barrera epitelial. De manera particular
las células de Paneth se localizan solo en el intestino delgado, en la base de las
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criptas de Lieberkihn, siendo la funcion de estas células secretar péptidos
antimicrobianos que funcionan en la proteccion contra patdégenos entéricos y
regulan el equilibrio poblacional de la microbiota, la cual es sumamente abundante

en el intestino grueso (Duan et al., 2021) (Véase figura 1).

Figura 1. Células del intestino grueso. El intestino grueso esta conformado por diferentes tipos
celulares, donde cada célula realiza una funcién diferente y le da estructura al tejido. El intestino
grueso esta conformado por células caliciformes, enteroendocrinas o endocrinas y criptas de
Lieberkiihn. A su vez se conforma por diferentes capas entre las cuales esta la mucosa, submucosa,
muscular y serosa. Imagen elaborada con la informacion de Stolfi et al., 2022.

2. Microbioma y microbiota

En la actualidad existen diversas definiciones de microbioma, las cuales estan
dadas desde puntos ecoldgicos, otras de la relaciéon dependiente entre organismos
y hospedadores, desde aspectos gendmicos y metodoldgicos, y de combinacion
entre ellas. Sin embargo, la definicion dada en 1988 por Whipps y colaboradores es
una de las mas utilizadas hasta el momento, ya que es muy completa, debido a que
no solo abarca la comunidad microbiana con sus propiedades y funciones
caracteristicas, sino que también incluye su interaccion con el entorno y la formacion
de nichos ecoldgicos con caracteristicas especificas. De acuerdo a Whipps et al.
(1988) el término microbioma se construye como una palabra conformada por

“‘micro” y “bioma”, surgiendo asi la definicion de “comunidad microbiana



caracteristica” a la que posteriormente afiadieron “en un habitat razonablemente
bien definido, con propiedades fisicoquimicas distintas como su teatro de actividad,
el cual incluye elementos estructurales, metabolitos, acidos nucleicos, metabolitos
microbianos y condiciones ambientales circundantes”, capturando en esta definicion
la complejidad del microbioma, su implicacién en la ecologia microbiana y su
biologia evolutiva (Berg et al., 2020; Whipps et al., 1988).

Otra de las definiciones conocidas de microbioma desde conceptos de
macroecologia que incluyen interaccion microbio-microbio y microbio-huésped es la
de Lederberg, la cual nos dice que el microbioma es una comunidad de
microorganismos comensales, simbidticos y patdogenos dentro de un espacio
corporal u otro entorno. Mientras que otros autores como Marchesi y Ravel lo
describen como los genomas y patrones de expresion génica microbiana y viral y
los proteomas en un entorno determinado y sus condiciones bidticas y abitticas

prevalecientes (Berg et al., 2020).

El estudio del microbioma bajo estas perspectivas ha permitido profundizar en la
comprension de las relaciones que existen entre los microorganismos, los
metabolitos que producen y los nichos ecolégicos que habitan. Este conocimiento
ha sido fundamental para perfilar o generar la huella de la microbiota asociada a
diversas enfermedades, que representan un problema creciente en la salud publica.
Asimismo, el entendimiento del microbioma ha permitido comprender la coevolucion
de los microorganismos y sus hospederos, contribuyendo a la adaptacion ambiental,
al cambio de dietas y estilos de vida. De igual manera, ha ayudado al desarrollo de
nuevos tratamientos y terapias personalizadas que favorecen el equilibrio de estas
poblaciones y, por lo tanto, la salud intestinal. Entre las enfermedades en las que se
ha documentado una asociacion estrecha con alteraciones en el microbioma
destacan las enfermedades autoinmunes, autoinflamatorias, el cancer, la obesidad,
el sindrome metabdlico, entre muchas otras (Moreno-Del Castillo et al., 2018), lo

que resalta la creciente relevancia de su estudio.

Una parte importante del microbioma son los microorganismos que lo integran,

denominados en conjunto microbiota. Estos microorganismos suelen estar en un



nicho ecoldgico especifico (Icaza-Chavez, 2013). Este nicho puede ser el suelo, los
animales, las plantas, el medio ambiente y los seres humanos. La microbiota esta
conformada por bacterias, arqueas, eucariotas (inferiores y superiores) y virus
(Ramirez et al., 2020).

En la actualidad, el estudio de la microbiota ha aumentado por su estrecha relacion
con la salud y la enfermedad del huésped al que coloniza. De este interés surgieron
iniciativas internacionales como los proyectos de secuenciacion del microbioma
humano y de metagendmica del tracto Intestinal humano en Europa (Icaza-Chavez,
2013).

En el ser humano, la microbiota coloniza diferentes nichos, tales como la piel, el
tracto respiratorio, la cavidad bucal, la cavidad vaginal y el sistema gastrointestinal;
a esta ultima se le conoce como microbiota intestinal. Entre estos la microbiota
intestinal es la mas estudiada debido a su alta abundancia y diversidad, asi como

su importancia en la relacioén con la salud (Icaza-Chavez, 2013).
3. Microbiota intestinal

A lo largo del tracto digestivo, distintas regiones se encuentran colonizadas por
comunidades microbianas con abundancias variables (figura 2). En este sentido, los
recuentos bacterianos mas elevados se localizan en el colon del intestino grueso,
mientras que las concentraciones mas bajas corresponden a los segmentos
proximales del intestino delgado. Se ha reportado que, en el intestino grueso,
especificamente en el colon, pueden alcanzarse concentraciones cercanas a 10°%-
10'2 unidades formadoras de colonia (UFC) por mililitro de contenido intestinal
(Selber-Hnatiw et al., 2019).

Ademas de su abundante poblacion, la microbiota intestinal es altamente diversa y
ha desarrollado relaciones mutualistas con su hospedero que le permiten llevar a
cabo funciones esenciales, tales como la nutricién, la regulacion de la inmunidad y
la inflamacién sistémica. Debido a su papel central en la nutricién y el metabolismo
se le reconoce como 6rgano metabdlico. En este contexto, las enzimas microbianas

transforman sustancias complejas obtenidas de los alimentos, no digeribles por el



intestino humano, en moléculas mas pequefias y mas faciles de absorcién como los
monosacaridos y acidos grasos de cadena corta (AGCC), siendo el acido acético,
el propionico y el butirico los principales. Mientras que los acidos, acético y el
propiénico se absorben en la circulacion portal, el acido butirico es utilizado por los

colonocitos para producir energia (Icaza-Chavez, 2013).

Se estima que el proceso de digestion bacteriana aporta aproximadamente el 10%
de toda la energia absorbida por el organismo, destacando el transporte de AGCC
al higado, donde pueden ser metabolizados mediante la sintesis lipidica y
posteriormente ser almacenados y/o liberar energia. Estos microorganismos
también participan en la sintesis de vitaminas del complejo B y vitamina K (Icaza-
Chavez, 2013) (Véase figura 2).

Figura 2. Composicion bacteriana del tracto gastrointestinal. A lo largo del tracto gastrointestinal
cambian las proporciones y la diversidad de microorganismos, al igual que el pH y el contenido de
agua fecal. Elaborada con informacion de Adak et al., 2019.

3.1 Composicion de la microbiota intestinal

La microbiota esta compuesta por diferentes microorganismos que abundan tanto

en diversidad como en cantidad; van de 800 a 1000 especies diferentes en cada
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individuo (lcaza-Chavez, 2013). La microbiota esta conformada por
microorganismos como bacterias, arqueas, hongos, levaduras, protistas y virus,
siendo las bacterias el grupo mas abundante (Alvarez et al., 2021). Las arqueas,
aunque en menor proporcion, forman parte de esta comunidad; un ejemplo es
Methanoabrevibacter smithii, una arquea productora de metano, asociada al

sindrome de intestino irritable (Woese et al., 1990; Icaza-Chavez, 2013).

Los hongos también forman parte del ecosistema intestinal y son de los organismos
de mayor abundancia en entes bioldgicos del planeta, incluyendo su presencia en
el intestino humano y formando parte del micobioma intestinal. En varios recuentos
realizados de estos se ha determinado que existen aproximadamente 10%- 106 UFC
por gramo de heces y que llegan a ser aproximadamente el 0.1 % del ADN total
(Huseyin et al., 2017; Shkoporov et al., 2019). En la actualidad, se ha aumentado la
investigacion en el micobioma, ya que se ha encontrado una estrecha relacion entre
la presencia de algunos hongos y enfermedades relacionadas al intestino. A su vez,
se ha determinado que participan como moduladores en la respuesta inmune del
huésped y como reservorio de potenciales patégenos oportunistas para huéspedes
inmunocomprometidos. Las especies fungicas de mayor presencia reportadas en el
intestino han sido Aspergillus spp., Beauveria spp., Candida spp., Rhodotorula spp.,

Penicillium spp., Saccharomyces cerevisiae, entre otras (Huseyin et al., 2017).

De forma similar, otros eucariotas como los protistas también forman parte de la
microbiota intestinal. Estos organismos unicelulares incluyen a los parasitos. Los
protistas son organismos eucariotes unicelulares, que forman parte de la microbiota
intestinal, por lo que su presencia se ha considerado como negativa o causante de
enfermedades, sin embargo, investigaciones recientes sugieren que algunos como
los protistas comensales desempefian funciones importantes en el ecosistema
intestinal, impactando en la inmunidad del huésped, la ecologia microbiana y la
susceptibilidad del huésped a enfermedades infecciosas e inflamatorias, siendo el

filo Parabasalia uno de los mas caracteristicos (Gerrick et al., 2025).

Ademas de bacterias, hongos y protistas, el microbioma intestinal incluye una

amplia diversidad de virus que, aunque no son organismos vivos desempeian un



papel importante en la dinamica microbiana y en la interaccién con el huésped. Su
abundancia en heces, contenido cecal y mucosa colonica se encuentra en
aproximadamente 10° a 10'° de particulas similares a virus por gramo, siendo el
5.8% del ADN total. Destacando la presencia del Caudovirales y las familias

Siphoviridae, Podoviridae y Myoviridae (Shkoporov et al., 2019).
3.1.1. Bacterias de la microbiota intestinal

Dentro de las bacterias que forman parte de la microbiota intestinal estan presentes
los filos: Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacterias y Actinobacterias. Entre ellos,
Firmicutes y Bacteroidetes constituyen los filos mas abundantes, formando el 90 %
de la comunidad bacteriana intestinal, mientras que el 10 % restante representa a
las Proteobacterias y Actinobacterias. Aproximadamente el 50 % de la masa de las
heces corresponde a bacterias, lo que refleja la gran abundancia de estos

microorganismos en el tracto gastrointestinal (Icaza-Chavez, 2013).

Las bacterias de la microbiota intestinal viven en comunidad; esto lo logran mediante
diferentes estrategias de sobrevivencia y coexistencia con otros microorganismos,
dentro de las cuales estan la competencia por la obtencion de nutrientes y la
colonizacion del espacio de un habitat. Siendo el antagonismo una estrategia que
les permite el crecimiento en comunidades, se caracteriza por limitar el crecimiento
de otros microorganismos, mediante la produccion de sustancias inhibidoras como
antibidticos, acidos organicos, sideréforos, compuestos organicos volatiles,
antifungicos y bacteriocinas. Las proteobacterias son un grupo de bacterias de
importancia bioldgica, ya que a este grupo pertenecen un gran numero de bacterias

patdgenas para el ser humano, animales y plantas (Riley et al., 2009).
3.1.1.1. Proteobacterias en la microbiota intestinal

El nombre de Proteobacteria fue asignado por el Comité Internacional de
Bacteriologia Sistematica. Inicialmente este filo era conocido como “bacterias
purpuras y sus parientes”, debido a la coloracién purpura caracteristica observada
en algunas de sus especies. Posteriormente se adoptd el nombre “proteobacteria”
en honor al dios griego Proteo, que era un dios con la caracteristica de asumir



diferentes formas, lo cual resulta analogo a la amplia diversidad morfologica y
fisiolégica que caracteriza a estas bacterias (Stackebrandt et al.,1988; Gupta et al.,
2000).

En general las proteobacterias comparten la caracteristica de ser gram negativas y
por lo tanto tienen lipopolisacaridos (LPS) en la membrana externa; a su vez, con
los resultados de los analisis filogenéticos del gen 16S rRNA, el filo proteobacteria
se dividi6 en 6  clases: Alphaproteobacterias, Betaproteobacterias,
Gammaproteobacterias, Deltaproteobacterias, Epsilonproteobacterias y
Zetaproteobacterias, cada una de ellas con caracteristicas particulares en cuanto a

fisiologia, metabolismo y nicho ecoldgico (Rizzatti et al., 2017).

Las proteobacterias se encuentran ampliamente distribuidas en diversos nichos,
incluyendo el medio ambiente, los animales y, de manera destacada, en los seres
humanos, donde colonizan sitios como la piel, la cavidad oral, el tracto vaginal, el
intestino y las heces, formando parte integral de la microbiota. Al hablar de
microbiota intestinal, este filo se presenta en menor proporcidon respecto a otros
grupos bacterianos; no obstante, a pesar de su baja abundancia constituye uno de
los conjuntos microbianos con mayor potencial patégeno hacia el hospedero. De
hecho, se suelen asociar a enfermedades intestinales como trastornos metabdlicos
enfermedades inflamatorias intestinales. Asimismo, investigaciones recientes han
senalado su participacion en patologias extraintestinales (por ejemplo, las
enfermedades pulmonares y la enfermedad inflamatoria intestinal), siendo asi un
grupo con potencial para identificar la firma microbiana asociadas a la enfermedad
(Rizzatti et al., 2017).

3.1.1.1.1 Gammaproteobacterias

Esta clase es una de las mas grandes y con mayor variedad dentro de las
proteobacterias; se caracteriza porque incluye a las bacterias de mayor importancia
médica por su patogénesis humana y, a su vez, por formar parte de la ecologia
intestinal. Dentro de esta clase se encuentra el orden de Enterobacteriales que
incluye a la familia Enterobacteriaceae, también conocida como enterobacterias, a

la cual pertenecen bacterias como E. coli, Salmonella sp., Klebsiella sp., Shigella
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sp. y Proteus sp. Siendo estas bacterias causantes de infecciones intestinales en
humanos y animales. Otro orden distintivo es el de las Pseudomonadales que
incluye la familia Pseudomonaceae que a vez este incluye a Pseudomonas
aeruginosa PAO1 (Gao et al., 2009), si bien, este orden en general no se considera
parte de la microbiota intestinal humana estandar en estado saludable, la presencia
de Pseudomonas aeruginosa en el intestino se ha encontrado en individuos con
sistemas inmunoldgicos debilitados o en aquellos que han sido tratados con
antibidticos. Su presencia esta asociada con un mayor riesgo de infecciones

pulmonares y una mayor tasa de mortalidad (Wheatley et al., 2022).

Entre las enterobacterias, Escherichia coli es una bacteria con forma de bacilo gram
negativa; se encuentra presente en el intestino distal de diferentes organismos, lo
que la hace parte de la microbiota intestinal habitual. Sin embargo, esta bacteria
suele estar presente de manera inocua y en baja cantidad, por lo que no genera
danos al hospedero. A su vez, su crecimiento se ve potenciado por la presencia de
azucares simples presentes en la mucosa del intestino, como galactosa, fucosa,
manosa, N-acetil glucosamina, arabinosa y ribosa. Esta bacteria también tiene la
capacidad de proteger a los individuos de infecciones patdégenas por Salmonella
spp., mediante mecanismos dependientes de la absorcidn de hierro. (Sorbara et al.,
2019). En la actualidad existen algunas cepas que han adquirido factores de
virulencia, favoreciendo su adaptacién y supervivencia a otros nichos, generando

reacciones adversas y enfermedad del hospedero (Sorbara et al., 2019).

La E. coli puede crecer en temperaturas de 7 hasta 50 °C y en pH de hasta 4.4.
Estas cepas tienen la caracteristica de ser adherentes e invasivas, colonizan la
mucosa intestinal, presentan la capacidad de invadir células epiteliales, replicarse
en macréfagos y estimular la liberacion de TNF-a. Dichas caracteristicas han
vinculado a E. coli. con el desarrollo de enfermedades intestinales crénicas, donde
su presencia en la mucosa se ha propuesto como un marcador de la enfermedad

inflamatoria intestinal y la enfermedad de Crohn (De la Fuente et al., 2017).

Por su parte, Klebsiella spp. es un género de bacterias gramnegativas, que

pertenecen a la familia de Enterobacteriaceae. Donde Klebsiella oxytoca es un
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complejo de nueve especies, las cuales son Klebsiella grimontii, Klebsiella
huaxiensis, Klebsiella michiganensis, Klebsiella oxytoca, Klebsiella
pasteurii, Klebsiella spallanzanii y tres nuevas especies sin nombre. El aumento de
esta bacteria en el intestino se asocia con el desencadenamiento de inflamacién

intestinal y el desarrollo de bacteriemia (Sorbara et al., 2019).

Siendo Klebsiella oxytoca un patdégeno oportunista asociado a diversas
enfermedades como colitis hemorragica asociada a antibioticos e infecciones en el
tracto urinario, forma parte de la microbiota intestinal y se ha encontrado en diversos
ambientes de la naturaleza, siendo la piel, la cavidad oral, las vias gastrointestinales
y las respiratorias de personas sanas y enfermas algunas de ellas. En la actualidad,
diversas cepas han adquirido resistencia a multiples antibiéticos, lo que la convierte
en patogenos de alto impacto y riesgo significativo para la salud humana. La K.
oxytoca se ha detectado en heces de personas sanas del 1.6 al 9 % clasificandola
como una baja tasa de colonizacion; sin embargo, en pacientes con diversas
enfermedades se ha observado un incremento de esta tasa, teniendo a las
enfermedades inflamatorias intestinales con una tasa del 4.7 %. Dentro de los
factores de virulencia producidos por Klebsiella oxytoca se encuentran la produccion
de polisacaridos capsulares, fimbrias, adhesinas y ureasa, asi como la formacion

de biopeliculas y la absorcion de hierro (Yang et al., 2021).

En cuanto a Salmonella spp., es una bacteria con forma de bacilo, gramnegativa y
anaerobia facultativa. Pertenece a la familia Enterobacteriaceae y esta asociada a
enfermedades entéricas. Algunas cepas de Salmonella forman parte de la
microbiota intestinal sin causar dafio al hospedero; sin embargo, se han identificado
cepas que son causantes de dano y su principal forma de transmision es a través
de alimentos contaminados por esta bacteria. El aumento de estas especies en el
intestino se suele caracterizarse por el desencadenamiento de una respuesta
inflamatoria y la presencia de diarrea. En un estado de disbiosis e inflamacion,
Salmonella tiene la capacidad de expandirse rapidamente y competir con la
microbiota (Sorbara et al., 2019). Se conoce que Salmonella spp. es productora de

factores de virulencia, los cuales le permiten colonizar la capa de moco del intestino
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de manera efectiva; dentro de estos se encuentra la produccién de sistemas de
secrecion de tipo Il (T3SS); también tiene flagelos que le permiten ingresar a las
células epiteliales (H. Kim et al., 2017). A su vez, se han clasificado algunas cepas
de Salmonella como patégenos francos, debido a su capacidad de generar infeccidn

en el huésped con un sistema inmunitario intacto (Rogers et al., 2021).

Asimismo, Shigella spp., otra enterobacteria, se clasifica en cuatro grupos los cuales
son Shigella flexneri, Shigella sonnei, Shigella dysenteriae y Shigella boydii. Las
bacterias de este género presentan forma de bacilo y son gram negativas.
Genéticamente y molecularmente son bacterias parecidas a E. coli, por lo que
algunos no la consideran como un género bacteriano sino como una variedad de
este. La Shigella spp. ha adquirido algunos genes que la hacen mas agresiva y le
permiten colonizar mas facilmente el intestino, invadiendo las células epiteliales del
huésped y alterando la funcién de las células inmunitarias, causando enfermedades

como la disenteria bacilar o la shigelosis (Anderson et al., 2016).

La Shigella spp. es productora de factores de virulencia que le permiten colonizar al
huésped y le brindan una mayor capacidad para sobrevivir en condiciones hostiles
del tracto gastrointestinal y superar a las bacterias de la microbiota, esta suele
invadir especificamente el colon humano, atravesando la capa de moco protector
de este, sin embargo, aun se desconocen algunos de los mecanismos de virulencia,

ya que estos suelen variar de grupo a grupo y de subgrupo (Anderson et al., 2016).

Por su parte, Proteus spp. es una bacteria con forma de baston corto que va de 1.5
a 2 uym, es gram negativa, anaerobia facultativa, tiene la caracteristica de ser
heterotrofa y proteolitica y pertenece a la familia Enterobacteriaceae. El género esta
conformado por Proteus mirabilis, P. vulgaris, P. penneri, P. hauseri, P. terrae y P.
cibarius, junto con las genomoespecies sin nombre 4, 5 y 6 (Hamilton et al., 2018;
Drzewiecka et al., 2016). Forman parte de la microbiota intestinal con una
abundancia baja y menor al 0.05%. Se ha asociado principalmente a infecciones en
el tracto urinario; sin embargo, también estd asociada con enfermedades
gastrointestinales como gastroenteritis (espontanea y transmitida por los alimentos),

infecciones nosocomiales, apendicitis y la colonizacion de dispositivos como las
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sondas nasogastricas. En la actualidad, la presencia abundante de Proteus spp. es
muy marcada en la enfermedad de Crohn, una enfermedad asociada a la disbiosis
(Hamilton et al., 2018). Dentro de los mecanismos de virulencia utilizados por
Proteus spp. se encuentra la motilidad, que tiene la caracteristica de ser en forma
de enjambre, la adherencia, que es dada principalmente por los flagelos individuales
que van de 4 a 10 y que se encuentran distribuidos por toda la superficie de la célula,
adicionalmente la produccion de ureasa, hemolisinas y proteasas de IgA, la

convierte en un patégeno potencial (Hamilton et al., 2018).

Finalmente, Pseudomonas spp. e€s una bacteria gram negativa, aerobia facultativa,
con forma de bacilo y un tamafio de 0.5 a 1 ym de diametroy 1.5 a 5 um de largo,
tiene un flagelo que le permite desplazarse. Pertenece a la familia
Pseudomonadaceae, del orden Pseudomonadales en el filo Pseudomonadota y la
clase de gammaproteobacterias, es un patdégeno oportunista, con una alta
versatilidad metabdlica y es ubicua, se ha encontrado principalmente en personas
con heridas de quemadura, fibrosis quistica, leucemia aguda, trasplantes de
organos y adiccion a drogas intravenosas, es decir, suele ser un contaminante
nosocomial (Paz-Zarza et al., 2019). Se ha encontrado que, bajo ciertas
condiciones, esta presente en la microbiota intestinal con una baja abundancia;
suele encontrarse con una mayor abundancia en la mucosa de los pulmones de
pacientes con enfermedades como neumonia; a su vez, es causante de
enfermedades como otitis externa, endoftalmitis, endocarditis, meningitis vy

septicemia (Bodey et al., 1983).

Estas bacterias son productoras de biofilm y de un amplio arsenal de mecanismos
de virulencia, como la produccién de proteasas (alcalina y 1V), elastasas, produce
enzimas que degradan proteinas inmunoreguladoras, proteinas surfactantes Ay D,
inmunoglobulinas y produce péptidos antimicrobianos, poseen resistencia a
multiples antibiéticos, lo que la convierte en una bacteria con potencial patdégeno

dificil de erradicar (Paz-Zarza et al., 2019).

3.1.1.2 Firmicutes y Bacteroidetes en la microbiota
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Los filos Firmicutes y Bacteroidetes constituyen los grupos dominantes de la
microbiota intestinal en humanos adultos sanos, llegando a representar hasta el 90
% del total. Los Firmicutes presentan una abundancia que varia entre el 20.5 % y el
80 %, agrupando mas de 200 géneros con una gran diversidad funcional. Dentro de
este filo, los clostridios comensales desempefian un papel relevante en la
homeostasis intestinal y del huésped, a través de la produccion de acidos grasos de
cadena corta, la regulacion de la permeabilidad intestinal, la modulacion del eje
intestino-cerebro y el desarrollo del sistema inmunoldgico. De manera mas
especifica, especies como Clostridium cellulosi participan en la degradacién de
material vegetal rico en fibra y Clostridium orbiscindens, que se caracteriza por su
capacidad de metabolizar flavonoides. No obstante, en un estado de obesidad se
encuentran presentes Firmicutes asociados principalmente al aumento del peso del
huésped, tal es el caso de Clostridium leptum, Roseburia intestinalis, Lactobacillus

reuteri, entre otros (Grigor'eva, 2021).

Por su parte el filo Bacteroidetes muestra una abundancia que oscila entre el 13.85
% y el 75.3 %. Sus principales funciones estan asociadas al metabolismo,
principalmente al de los carbohidratos; sin embargo, se siguen realizando estudios
para definir sus funciones. Se ha observado que los Bacteroidetes suelen ser mas
abundantes en personas no obesas en comparacién con personas que padecen
obesidad (Grigor'eva, 2021).

En la actualidad, la relacién de Firmicutes/Bacteroidetes se ha considerado un
marcador de obesidad, destacando que los Firmicutes son mas efectivos en la
extraccion de energia de los alimentos, promoviendo la absorcion mas eficiente de
calorias y, por lo tanto, incrementando el peso corporal (Magne et al.,2020).
Asimismo, ambos filos participan en la produccion de AGCC, destacando que los
Bacteroidetes generan principalmente acetato y propionato, mientras que los
Firmicutes producen principalmente butirato, metabolitos que influyen en la salud o

enfermedad del hospedero en funcién de sus concentraciones (Magne et al., 2020).

4. Estados de la microbiota: Eubiosis y disbiosis
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La eubiosis es un estado de equilibrio de la microbiota, caracterizado por la
abundancia y diversidad de especies de microorganismos, teniendo una relacion
con su hospedador de comensalismo y mutualismo, obteniendo un beneficio mutuo
de su simbiosis. Mientras que un estado de disbiosis es el caso opuesto a la
eubiosis, es decir, cuando la microbiota pierde el equilibrio causando cambios tanto
en diversidad como en cantidad, provocando una respuesta en el huésped, la cual
se manifiesta en forma de enfermedades o padecimientos. El estado de disbiosis
se caracteriza principalmente por la pérdida o disminucion de microorganismos
dominantes asociados con la salud intestinal y un aumento de microorganismos que

se encuentran de manera minoritaria con potencial patégeno (Alvarez et al., 2021).

El estado de disbiosis o disbacteriosis, antes de ser diagnosticado, se puede
identificar mediante algunos sintomas visibles relacionados con la alteracion de la
microbiota intestinal. Entre los mas representativos se encuentran cambios en la
consistencia de las heces (diarrea y estrefimiento), hinchazén y halitosis. Asimismo,
pueden presentarse manifestaciones vinculadas a una digestion deficiente, tales
como fatiga derivada de mala absorcion de nutrientes, nauseas o dolor toracico. De
igual manera, la disbiosis puede asociarse con alteraciones cognitivas, incluyendo
depresion, ansiedad, dificultad para concentrarse y, en algunos casos, con sintomas

de debilitamiento del sistema inmunologico (Dahiya et al., 2023).
5. Resiliencia en la microbiota

La microbiota presenta una alta variabilidad interindividual, por lo que establecer las
condiciones para definirla como sana resulta incorrecto; sin embargo, se aplica el
término resiliente, es decir, que tiene la capacidad de regresar al estado inicial antes
de la perturbacion que generd la pérdida de este equilibrio (Alvarez et al., 2021). De
esta forma la microbiota resiliente se utiliza como marcador de un ecosistema
saludable y se asocia a un estado de salud, el cual se caracteriza por una alta
diversidad, riqueza genética y alta produccion de butirato. Por otra parte, cuando la
microbiota esta expuesta a una perturbacién por un largo tiempo se puede deteriorar
o perder por completo esta caracteristica de resiliencia lo que conduce a un estado
de disbiosis (Véase figura 3) (Dogra et al., 2020).
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Figura 3. Resiliencia de la microbiota. La resiliencia de la microbiota se entiende como la
capacidad de retornar a un estado de equilibrio tras una perturbacion. La microbiota parte de un
estado A, caracterizado por una comunidad de microorganismos estable; al enfrentarse a una
perturbacion, la composicion poblacional se alterada en cantidad y diversidad, pero con el tiempo
logra restablecerse, recuperando el estado A inicial. En contraste, cuando ocurre un fallo en la
resiliencia, la perturbacion es demasiado intensa o prolongada, lo que impide la recuperacion al
estado original. En este caso, la microbiota evoluciona a un estado B, distinto respecto al inicial, lo
que puede derivar en una disbiosis persistente o en la instauracion de un nuevo estado estable propio
de ese individuo. Imagen elaborada con informacion de Sommer et al., 2017.

6. Causas de disbiosis

Como ya mencionamos, la disbiosis se refiere a la alteracion del equilibrio de la
microbiota intestinal y constituye la base patoldgica de diversas enfermedades. Los
principales mecanismos patogénicos incluyen el deterioro de la funcién de la barrera
mucosa intestinal, la activacion de la inflamacion, la desregulacion inmunitaria y las
anomalias metabdlicas. Estos mecanismos implican disfunciones en los ejes
intestino-cerebro e intestino-higado (entre otros) y generan repercusiones
sistémicas mas amplias. Si bien la asociacion entre las enfermedades causadas por
la disbiosis se ha estudiado ampliamente, aun persisten muchas preguntas sobre
los mecanismos patogénicos especificos y las estrategias de tratamiento. En la base
de datos DISBIOME se encuentran asociadas mas de 300 enfermedades y
padecimientos con estados de disbiosis, por lo que resulta de importancia su

relacion con las enfermedades (Janssens et al., 2018).

La diversidad o cantidad de microorganismos en el ser humano se determina en
funcién de diferentes factores como la via de nacimiento, el consumo de una dieta

inadecuada, el medio ambiente con el estamos en contacto, la interaccién con
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animales, tanto domésticos como salvajes, la edad del individuo, el consumo de
antibiéticos o medicamentos, estilo de vida (sedentario o activo), factores genéticos,

estrés, entre muchos otros (Alvarez et al., 2021).
6.1 Dieta

Los microorganismos de la microbiota participan en la degradacion de alimentos y
la extraccion de energia de estos. A partir de las funciones que desarrollan, la
composicién y predominancia de ciertas bacterias, la microbiota se clasifica en 3
enterotipos: 1, 2y 3. El enterotipo 1 se caracteriza por la abundancia de Bacteroides
que presentan una actividad sacarolitica y proteolitica, participando en la sintesis
de biotina, riboflavina, pantotenato y ascorbato. En el enterotipo 2, predomina
Prevotella spp., que tiene actividad en la degradacion de glucoproteinas de mucina
y participa en la sintesis de tiamina y folato. El enterotipo 3 es predominado por el
género Ruminococcus spp. que participa en la degradacién de mucina y transporte
de azucares a través de la membrana celular; sin embargo, algunos autores
proponen un cuarto enterotipo o un subenterotipo al que pertenecen las
Enterobacteriaceas (Adak et al., 2019).

En algunos reportes se menciona que la composicién de alimentos (carbohidratos,
lipidos, proteinas, etc.) esta asociada directamente con los microorganismos
presentes en la microbiota, es decir, hay mayor presencia de los microorganismos
que pueden degradar los macronutrientes de los alimentos mas abundantes en la
dieta. Al haber un consumo prolongado de un grupo determinado de alimentos, se
pueden aumentar algunos grupos de bacterias, aumentando su prevalencia en el
tracto gastrointestinal, generando un desbalance que, si se prolonga, ocasiona una

respuesta del huésped como enfermedad (Graf et al., 2015).

En la actualidad se conoce que una dieta basada en frutas y verduras, alimentos
altos en fibra, esta asociada con una mayor diversidad y riqueza de la microbiota
intestinal, prevaleciendo microorganismos metabolizadores de carbohidratos
insolubles como son los Firmicutes, los cuales se encuentran asociados a la salud
intestinal (Jandhyala et al., 2015).
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6.2 Obesidad

La obesidad es una enfermedad metabdlica y cardiovascular caracterizada por un
aumento en la acumulacién de masa y grasa, a su vez, se considera una
enfermedad inflamatoria de bajo grado, en la cual se secretan moléculas capaces
de alterar la homeostasis del metabolismo. En la actualidad se ha visto que en
estados de obesidad se ve alterada la ecologia microbiana del intestino y, debido al

estado de inflamacidn, se ven alteraciones en la microbiota (Pinart et al., 2021).
6.2.1 Caracteristicas de la disbiosis por la obesidad

La obesidad es una de las enfermedades mas comunes asociadas con la disbiosis
intestinal inducida por la alimentacion. Este desequilibrio se relaciona con un alto
consumo de alimentos ultraprocesados, altos en grasas y carbohidratos, lo que
favorece un desbalance en la proporcidon de Firmicutes y Bacteroidetes. En
particular, se ha observado un incremento en la prevalencia de Firmicutes sobre los
Bacteroidetes, debido a su actividad enzimatica, la cual facilita una mayor extracciéon

y aprovechamiento de energia a partir de los alimentos (Cruz Arroyo et al., 2014).

Estos cambios en la composicion de la microbiota intestinal desencadenan una
respuesta inflamatoria caracteristica en individuos con obesidad. En particular, el
incremento de proteobacterias genera un aumento de lipopolisacaridos (LPS), los
cuales inducen un estado inflamatorio que contribuye al desarrollo de resistencia a
la insulina, un rasgo comun en la obesidad. Ademas, el exceso de LPS estimula la
respuesta inmune en el higado y el tejido adiposo mediante su union a los
receptores tipo Toll 4 (TLR-4). Esta interaccion activa diversas vias de sefializaciéon
intracelular, entre ellas la relacionada con la expresidén de genes que codifican para
proteinas proinflamatorias mediadas por el factor nuclear kappa B (NF-kB) (Gomes
et al., 2018).

Por otra parte, las alteraciones en la microbiota intestinal también generan cambios
en el metabolismo de lipidos, carbohidratos o proteinas del huésped, modificando
la produccion de AGCC. En este contexto, los Firmicutes suelen producir butirato y

acetato; un aumento de estos metabolitos contribuye a un aumento en la produccion
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de energia, ya que el acetato puede ser utilizado como sustrato en procesos de
lipogénesis y gluconeogénesis en el higado. Este mecanismo contribuye al aumento
en el almacenamiento de grasa corporal y a una mayor produccion de energia,

fendmenos caracteristicos de la obesidad (Gomes et al., 2018).
7. Enfermedades relacionadas con la disbiosis asociada a la obesidad

La microbiota tiene la caracteristica de ser resiliente; sin embargo, si se pierde esta
caracteristica o se llega a un estado muy avanzado de disbiosis, se puede
desencadenar un padecimiento o una enfermedad (Lozupone et al., 2012). En la
actualidad se ha encontrado que existe una relacion entre la diversidad y la cantidad
de microorganismos que se encuentran presentes en el tracto gastrointestinal y las
enfermedades. Dentro de las enfermedades que estan relacionadas con la disbiosis
asociada a la obesidad estan las enfermedades neurodegenerativas, sindrome
metabdlico, diabetes, cancer, sindrome del intestino irritable y asma, entre otras
(Dogra et al., 2020).

7.1 Sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico fue definido por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
como el conjunto de alteraciones metabdlicas que aumentan el riesgo de diabetes
tipo 2 y enfermedades cardiovasculares. Este sindrome representa una amenaza
contra la salud a nivel mundial, ya que no solo consta de una sola enfermedad, sino
del conjunto de varios problemas de salud que se pueden presentar de manera
simultanea o progresiva; se suele asociar a la combinacién de factores genéticos,
ambientales relacionados al estilo de vida, una sobrealimentacion, la ausencia de
actividad fisica, lo que conduce a una acumulacion de grasa corporal favoreciendo
la resistencia a la insulina, que es considerada el principal componente patogénico,
algunos de los componentes que lo conforman son las enfermedades asociadas a
alteraciones en el metabolismo como lo es la obesidad, la presién arterial alta, la
hiperglucemia, los triacilglicéridos altos y la esteatosis hepatica, entre otras (Busch
et al., 2024; Rodriguez Porto, 2002).
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La microbiota intestinal en conjunto con el intestino juega un papel importante en el
metabolismo y la absorcion de nutrientes. En la actualidad se ha demostrado que
existe una relacion entre las alteraciones o cambios en la microbiota con los estados
de disbiosis que se generan con el desarrollo de estas alteraciones metabdlicas vy,
por lo tanto, también la generacion de padecimientos y/o enfermedades asociadas

al sindrome metabdlico (Icaza-Chavez, 2013).
7.2 Enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas son trastornos que afectan el sistema
nervioso central y, de manera particular, al cerebro, provocando una pérdida
progresiva e irreversible de neuronas. Dentro de estas enfermedades destacan el
parkinson y el alzheimer. En la actualidad se han relacionado estos padecimientos

con alteraciones en la diversidad de la microbiota (Bellezza et al., 2014).

La microbiota intestinal mantiene una relacion bidireccional con el sistema nervioso
central, conocida como eje microbiota-intestino-cerebro. Esta comunicacion se
establece a través de vias aferentes y eferentes que integran sefales de origen
microbiano, inmunoldgico y neuronal. En este contexto la microbiota intestinal en un
estado de disbiosis provoca una inflamacién local y sistémica mediada
principalmente por la presencia de LPS de bacterias presentes en el intestino. Los
LPS inducen la sintesis de citoquinas proinflamatorias y alteran la permeabilidad
intestinal. Estas alteraciones promueven un estado de inflamacion sistémica y/o
neuroinflamacion, lo que contribuye al desarrollo de trastornos neurodegenerativos
(Pineda-Cortes, 2017; Kustrimovic et al., 2024).

7.3 La inflamacion sistémica

La inflamacién sistémica puede originarse no solo por la presencia de
microorganismos patdgenos externos, sino también como consecuencia de un
estado de disbiosis intestinal. Bajo condiciones de equilibrio, la microbiota regula el
crecimiento microbiano y mantiene la integridad de la barrera intestinal. No obstante,
durante la disbiosis, ciertos microorganismos con potencial patégeno pueden

proliferar en exceso y activar de forma anémalamente la respuesta inmune. Este
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proceso, que inicia principalmente en el intestino, desencadena la liberacion de
metabolitos y sus toxinas bacterianas capaces de inducir un estado inflamatorio con

el fin de revertir el dafo local (Romero Hurtado et al., 2010).

Entre los factores microbianos que favorecen este proceso destacan en bacterias
grampositivas, los peptidoglicanos, el muramil-dipéptido y el acido lipoteicoico,
mientras que, en gram negativas, como lo son las enterobacterias, la principal
molécula implicada es el LPS, componente fundamental de su membrana externa.
El LPS nos solo constituye un factor de alta virulencia, sino que también altera la
permeabilidad intestinal, facilitando su paso al torrente sanguineo y promoviendo la

inflamacion sistémica (Romero Hurtado et al., 2010).

Una vez en la circulacion, el LPS se une a la glucoproteina de fase aguda o proteina
de enlace del lipopolisacarido (LBP), formando un complejo con el LPS que facilita
su unioén con los TLR-4 de las células inflamatorias y del endotelio vascular. Esta
activacién desencadena cascadas de senalizacion que conducen a la produccion
de citoquinas proinflamatorias y a la amplificacién de la respuesta inmune. Cuando
la exposicion al LPS es elevada y persistente, puede haber un mayor riesgo de
progresion hacia un estado de inflamacién crénica, asociado con un mayor riesgo

de shock séptico y disfuncién multiorganica (Dartiguelongue, 2020).
8. Disbiosis y permeabilidad intestinal

La barrera intestinal esta formada por células epiteliales unidas por complejos de
adhesion intercelular, entre los que destacan las uniones estrechas (tight junctions),
las uniones adherentes (adherents junctions) y los desmosomas (figura 4). Estos
complejos, junto con la mucosa intestinal, constituyen la primera linea de defensa
frente a antigenos, toxinas y microorganismos del lumen intestinal, al tiempo que
permiten el paso selectivo de nutrientes y la eliminacién de desechos, manteniendo

la homeostasis intestinal (Kuo et al., 2022).

Las uniones estrechas estan formadas por proteinas como claudinas, occludina y
proteinas de la union estrecha-1 o zonula occludens-1 (ZO-1), que regulan procesos
clave como la proliferacion, apoptosis, organizacién epitelial y permeabilidad
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paracelular. Dentro de ellas, claudina-2, proteina transmembranal formada por 230
aminoacidos de 24.5 kDa, cumple funciones relevantes en la formacion de canales
permeables al agua y a los iones, en la polaridad celular y en la sefalizacidon
intracelular. Una expresion alterada de claudina-2 se ha vinculado con la pérdida de
la integridad de la barrera intestinal y un incremento en la permeabilidad (Venugopal
et al., 2019; Kuo et al., 2022).

Las uniones adherentes, compuestas principalmente por E-caderina y las cateninas,
mantienen la union célula-célula mediante su interaccién con el citoesqueleto de
actina (Lessey et al., 2022). La disminucion de E-caderina (proteina transmembrana
de 120 kDa dependiente de Ca*?), se ha asociado con un aumento de la
permeabilidad paracelular y, por ende, con una disfuncion de la barrera epitelial
(Guo et al., 2003). Finalmente, los desmosomas, conformados por desmogleinas y
desmocolinas, contribuyen a la resistencia mecanica y a la integridad estructural del

epitelio intestinal (Schlegel et al., 2021).

En condiciones de disbiosis intestinal, este entramado estructural puede verse
alterado, generando el intestino permeable. Este estado patologico se caracteriza
por un incremento en el paso de macromoléculas como el LPS y las toxinas. Cuando
la disbiosis incrementa la abundancia de bacterias gramnegativas, el exceso de LPS
atraviesa la barrera intestinal comprometida y alcanza la circulacion sistémica. Una
vez en sangre, el LPS desencadena una respuesta inflamatoria, exacerbando el
dafo a la barrera intestinal. Este fendmeno establece un circulo vicioso entre
disbiosis, permeabilidad intestinal aumentada e inflamacién crénica, que contribuye

al desarrollo de enfermedades (Guo et al., 2013) (Véase figura 4).
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Figura 4. Complejos de adhesién intercelular de células epiteliales. La barrera intestinal esta
conformada por la unién de células epiteliales, donde a estas uniones se le conoce como el complejo
de adhesion intercelular, que esta conformado por uniones estrechas, uniones adherentes y
desmosomas. Imagen elaborada con informacién de Schlegel et al., 2021.

9. Moléculas moduladoras de la microbiota

Los microrganismos presentes en la microbiota tienen la capacidad de producir
diversas moléculas para regular o modular las poblaciones, estos metabolitos
derivados de la microbiota se clasifican en 3 categorias: la primera en metabolitos
producidos directamente a partir de compuestos dietéticos por la microbiota
intestinal como los AGCC, la segunda categoria son los metabolitos sintetizados por
los huéspedes y transformados quimicamente por la microbiota como los acidos
biliares secundarios y la tercera categoria son los metabolitos producidos por la
microbiota intestinal de novo, que son aquellos que se generan por la actividad
metabdlica de los microorganismos a partir de nutrientes o sustratos ingeridos como

AGCC, vitaminas, indoles, entre otros (Feng et al., 2022).

Por su parte, las células epiteliales del intestino también producen moléculas que
les permiten regular el crecimiento de las poblaciones microbianas, ya sea
promoviendo o inhibiendo el crecimiento de determinados microorganismos (Feng
et al., 2022).

9.1 Acidos grasos de cadena corta
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Los AGCC se forman en el intestino grueso por la microbiota como producto final de
la fermentacion de carbohidratos no digeridos en el intestino delgado. Siendo el
acido férmico (1 carbono), acético (2 carbonos), propidnico (3 carbonos) y el butirico
(4 carbonos) los principales AGCC; sin embargo, puede también llegar a existir la
presencia de otros acidos grasos de cadena ramificada, derivados de la

fermentacién de aminoacidos (Morrison et al., 2016).

La diversidad y composicion de la microbiota tienen efecto sobre la cantidad y el
tipo de AGCC producidos. Los AGCC tienen efecto en el pH del intestino, en donde
la presencia o acumulacion de estos genera un pH ligeramente acido, evitando el
crecimiento de microorganismos patégenos y favoreciendo el crecimiento de
microorganismos asociados a la salud intestinal. Microorganismos como es el caso
de los Bacteroides, se encuentran asociados a la produccion de acetato y
propionato, a su vez, estos acidos grasos tienen funciones importantes en el
intestino como el butirato, que participa como la principal fuente de energia para los
colonocitos, también participa en mantener la integridad de la barrera intestinal,
modular la inflamacion y participar en la comunicacién intestino-cerebro. En
procesos patologicos y de enfermedad como el sindrome de intestino irritable, la
obesidad y la diabetes tipo 2, se han reportado bajos niveles de AGCC (Morrison et
al., 2016).

9.2 Sales biliares

Las sales biliares surgen de la transformacion de los acidos biliares; son metabolitos
con un nucleo esteroideo similar al colesterol, lo que le da propiedades anfipaticas
y poca solubilidad; poseen grupos hidroxilo y carboxilo y se sintetizan en el higado
a partir del colesterol por los hepatocitos. En los humanos, los principales acidos
biliares primarios son el acido quenodesoxicdlico y el acido cdlico, mientras que los
roedores producen ademas el acido muricolico. Estos acidos biliares primarios, son
reabsorbidos en el duodeno y trasportados por la circulacion enterohépatica hacia
el higado; sin embargo, una parte de estos es transformada por la microbiota en el

ileon y el colon en acidos biliares secundarios (J. Liu et al., 2022), los cuales
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cumplen un papel relevante en la resistencia a la colonizacion de microorganismos

patdgenos, modulando la ecologia microbiana intestinal (McKenney et al., 2016).

Estos acidos biliares se pueden conjugar con aminoacidos en el higado generando
las sales biliares y adquiriendo propiedades como una mayor solubilidad en agua y
emulsificador de grasas presentes en el intestino, lo que le brinda propiedades
detergentes, lo cual les permite tener influencia en la composicion de la microbiota
intestinal, ya que pueden inhibir el crecimiento bacteriano o incluso destruyendo la
estructura de las membranas celulares de ciertos microorganismos (J. Liu et al.,
2022).

9.3 Bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos sintetizados ribosémicamente por bacterias
comensales, que tienen efectos contra otras bacterias, lo cual les permite inhibir o
regular el crecimiento de importantes patdégenos. A su vez, las bacterias productoras
tienen un mecanismo de inmunidad especifico para estos péptidos, por lo cual solo
tienen efecto sobre aquellas que no los producen, brindandoles una ventaja
competitiva sobre las otras bacterias. Destacando que los Firmicutes comensales
de la microbiota intestinal son los principales productores de estos péptidos con
propiedades bactericidas (McKenney et al., 2016). Tal es el caso de la pediocina o
lactocina producidas por Lactobacillus spp., las cuales se han explorado con efectos

probidticos y como conservadores alimentarios (Gonzalez et al., 2005).

Por otra parte, estan las colicinas producidas principalmente por E. coli, las cuales
desempefian un papel importante en la competencia y el crecimiento dentro de la
familia Entobacteriaceae en un habitat como lo es el intestino. Un estado de
inflamacion promueve la competencia dependiente de colicinas (Nedialkova et al.,
2014).

9.4 Péptidos antimicrobianos

Los AMP son péptidos secretados por varios organismos, incluyendo mamiferos de
manera enddgena, principalmente por las células epiteliales intestinales, como los

enterocitos, células de Paneth y caliciformes. Sin embargo, las células inmunitarias
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también son productoras de estos péptidos. La principal funcion de estos péptidos
es mantener la homeostasis del microbioma, mediante la regulacion de las
interacciones entre los microorganismos comensales y los tejidos del huésped,
brindando actividad antimicrobiana y facilitando la comunicacion y cooperacion
entre diferentes cepas. A su vez, también le brindan proteccion a la barrera intestinal
frente a microorganismos patdégenos limitando y evitando la colonizacion de estos,
desempefian funciones inmunomoduladoras y participan en la configuracién de la

composicion de la microbiota (Zong et al., 2020).

Dentro de estos péptidos estan las defensinas, las catelicidinas y las proteinas Reg
lll. Las defensinas tienen la capacidad de unirse a las membranas celulares con
carga negativa de los microorganismos y generar un rompimiento de la pared
celular, tanto de la membrana externa como de la interna. Las defensinas se
clasifican en a y B segun su homologia estructural, teniendo las f una mayor
produccion en el colon y activadas contra patdgenos grampositivos y gramnegativos
como P. aeruginosa, E.coliy Salmonella spp. (Adak et al., 2019). Las catelicidinas
son péptidos catidnicos que alteran la membrana celular bacteriana controlando la
composicion de la microbiota en el colon. Esto lo realizan mediante la interaccion
con las superficies bacterianas, previniendo la colonizacion de patégenos a través
de mecanismos que dependen de la presencia de la microbiota intestinal sana (Zong
et al., 2020).

10. Ciclodipéptidos: metabolitos bioactivos

Los ciclodipéptidos (CDP), dipéptidos ciclicos o 2,5-dicetopiperazinas, son
metabolitos secundarios obtenidos como producto del metabolismo de proteinas;
tienen una estructura ciclica, conformada por la unién de 2 a-aminoacidos con dos
atomos de nitrégeno en un anillo de 6 miembros de piperazina unidos por enlaces
amida (Canu et al., 2018). Su estructura ciclica les proporciona mayor estabilidad a
estas moléculas pequefias en comparacion con las de estructura lineal, lo que les
confiere diversas propiedades bioactivas como promotores del crecimiento en
plantas, anticancerigenos, antimicrobianos, antibacterianos, entre otras (Widodo et
al., 2023; Duran-Maldonado et al., 2020; Martinez-Carranza et al., 2018). Los
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ciclodipéptidos son producidos de manera natural por hongos, bacterias y animales,
y de manera enddgena se pueden encontrar en el sistema nervioso central de varios
organismos, incluyendo los mamiferos (Mishra et al., 2017). En la actualidad se
pueden sintetizar de manera quimica, aunque el 90 % de los CDP siguen siendo de

origen bacteriano (Giessen et al., 2014).
4. ANTECEDENTES

Diversos estudios han demostrado que los CDP presentan una amplia gama de
efectos sobre bacterias. Por ejemplo, los CDP ciclo L-Pro-L-Leu y ciclo D-Pro-L-Leu
producidos por Bacillus spp. mostraron un efecto inhibitorio sobre E. coli y P.
aeruginosa. Al evaluarse de manera individual y en mezcla, se observé que
conforme aumentaban las horas de exposicion a estos ciclodipéptidos disminuia la
cantidad de UFC, viendo una mayor disminucién del crecimiento con la mezcla de
estos (Kumar et al., 2012).

De manera similar el hongo endéfito Paraphaeosphaeria sporulosa produce el
ciclodepéptido ciclo L-Pro-L-Phe, el cual fue evaluado frente a dos cepas de
Salmonella entérica con las concentraciones de 10, 20, 30 y 40 ug/mL de este CDP,
esta evaluacion se realiz6 mediante la medicion de halos de inhibicion obteniendo
que el efecto del CDP es dosis-dependiente, confirmando la actividad

antimicrobiana de este metabolito (Carrieri et al., 2020).

Por otro lado, el ciclodipéptido ciclo Phe-Pro producido por Vibrio vulnificus fue
probado en concentraciones de 0.125, 0.25, 0.5y 1 mM en el crecimiento de 3 cepas
intestinales de Bacteroides vulgatus provenientes del intestino de raton. Los
resultados mostraron una inhibicion significativa del crecimiento bacteriano
dependiente de la concentracion, lo que refuerza el potencial de los CDP en la

regulacién de comunidades microbianas intestinales (Kim et al., 2021).

No obstante, los efectos de los CDP no se limitan a la inhibicion bacteriana. Se ha
reportado que los CDP ciclo Val-Leu y ciclo Val-lle producidos por Bacillus subtilis
promueven el crecimiento de diferentes bifidobacterias aisladas de colon humano.

Dicho hallazgo es particularmente relevante dado que las Bifidobacterium spp., son
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consideradas bacterias benéficas asociadas a la salud intestinal (Hatanaka et al.,
2020).

En otro estudio se obtuvieron aislados de diferentes bacterias pertenecientes a
gammaproteobacterias de un habitat acuatico, se obtuvieron los distintos CDP
producidos por estas bacterias y posteriormente se evaluo el crecimiento de estas
bacterias con diferentes concentraciones (1.5, 6.25, 12.5 y 25 ug) de CDP, esto se
hizo mediante la medicidn de halos de inhibicién, viendo que a mayor concentracion
de CDP mayor era la inhibicién de estas bacterias. Llegando a la conclusion de que
los CDP tienen un papel importante en la regulacion y el control de la poblacion de

gammaproteobacterias en este habitat (Martinez-Carranza et al., 2018).

La Pseudomonas aeruginosa PAO1 produce una mezcla de CDP, ciclo L-Prolina-L-
Valina, ciclo L-Prolina-L-Fenilalanina y ciclo L-Prolina-L-Tirosina, también conocido
como maculosin (Stierle et al.,1988), reportados con diversos efectos bioactivos
como antimicrobianos y destacando su efecto antitumoral, anticancerigeno, en la
obesidad y en la enfermedad de higado graso no alcohdlico, siendo estas
enfermedades asociadas a disbiosis (Martinez-Alcantar et al., 2024). En un estudio
previo se demostré que la mezcla de CDP-PAO1 disminuye el crecimiento de
células cancerigenas y reduce tanto el tamafio del melanoma como la formacion de
tumores (Duran-Maldonado et al., 2020). Por otra parte, Figueroa-Guzman, 2021 y
2024, evalu6 esta mezcla de CDP en un modelo de obesidad y de higado graso no
alcohdlico, encontrando la disminucion de peso, tejido adiposo, la mejora de
parametros asociados a la inflamacion y la obesidad y el efecto protector contra la

progresion de estas enfermedades.
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5. JUSTIFICACION

La microbiota intestinal estd compuesta por una amplia diversidad de especies
microbianas que desempenan funciones esenciales en la salud del huésped. Entre
estos microorganismos se encuentran las proteobacterias, particularmente las
gammaproteobacterias, que son consideradas como potenciales patégenos debido

a su asociacion con estados de disbiosis.

Los ciclodipéptidos son metabolitos secundarios con propiedades bioactivas
ampliamente documentadas, incluyendo la capacidad de modular comunidades
bacterianas. Estudios previos en modelos animales con enfermedades relacionadas
con la disbiosis, como la obesidad, han demostrado que la administracion de CDP
puede promover la salud. En este contexto, el presente proyecto tiene como objetivo
evaluar el efecto de los CDP de Pseudomonas aeruginosa PAO1 sobre el
crecimiento poblacional de gammaproteobacterias en la microbiota intestinal y
determinar su impacto en la permeabilidad intestinal en ratas Wistar con disbiosis.
Este enfoque permitira profundizar en el papel de los CDP como moduladores
bacterianos y en su potencial para contrarrestar alteraciones asociadas a

desequilibrios microbianos.
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6. HIPOTESIS

Los ciclodipéptidos de Pseudomonas aeruginosa PAO1 disminuyen el contenido
poblacional de las gammaproteobacterias en la microbiota intestinal en un modelo

de disbiosis.
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7. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de los CDP de Pseudomonas aeruginosa PAO1 sobre la poblacion

de gammaproteobacterias de la microbiota intestinal en ratas Wistar con disbiosis.

8. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el efecto de los CDP de Pseudomonas aeruginosa PAO1 sobre la

supervivencia de las gammaproteobacterias in vitro.

2. Evaluar el efecto de los CDP de Pseudomonas aeruginosa PAO1 sobre las
gammaproteobacterias presentes en la microbiota a nivel intestinal en un modelo

de ratas Wistar con disbiosis.
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9. METODOLOGIA

Para llevar a cabo nuestra metodologia, cabe destacar que se contd con la
infraestructura necesaria para el manejo de sustancias quimicas con caracteristicas
CRETIB (corrosivo, reactivo, explosivo, téxico, inflamable y biolégico infeccioso) y
se siguieron las normas oficiales mexicanas para el manejo de material biolégico y

de animales, las cuales se describen en cada metodologia correspondiente.
9.1. Preparaciéon de medios de cultivo

Para este proyecto se requiri6 medio liquido LB para el crecimiento de los
microorganismos, este medio estd compuesto por 1 % de peptona de caseina, 0.5
% de extracto de levadura y 0.5 % de NaCl. Por otra parte, también se requirié medio
LB agar para la preservacion y crecimiento de microorganismos, el cual esta
compuesto por 1 % de peptona de caseina, 0.5 % de extracto de levadura, 0.5 %

de NaCl y 1.5 % de agar bacterioldgico.

Estos medios fueron preparados en agua destilada, esterilizados en autoclave por
15 min a 0.15 psi y, antes de su uso, fueron puestos en prueba de esterilidad por 24
h.

9.2. Extraccion de ciclodipéptidos de Pseudomonas aeruginosa PAO1

Para la obtencion de CDP de Pseudomonas aeruginosa PAO1, se crecié un
precultivo de Pseudomonas aeruginosa PAO1 en 3 mL de medio a 37°C por 24
horas; posteriormente, se inoculé un litro de medio LB, el cual se crecio por 48 horas
a 37°C con agitacion de 120 rpm. El cultivo se centrifugd a 4500 rpm por 10 min a
temperatura ambiente; se recuperoé el sobrenadante, el cual se agitoé por 15 minutos
con acetato de etilo en una proporcién 2:1 (acetato de etilo/sobrenadante). Mediante
separacion por densidad de liquidos, se recupero el acetato de etilo. Con el uso de
rotavapor (60 °C, agitacion de 70 rpm y una presion de 250-260 psi) se concentrd
la mezcla de CDPs contenida en la fraccién del acetato de etilo. Para verificar la
presencia y la pureza de los CDP extraidos, se analizaron por cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC). Para fines practicos a la mezcla de CDP obtenida y usada

para los ensayos de este proyecto se le llamara CDP-PAO1 (Gonzalez et al., 2017)
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9.3. Aislamiento de gammaproteobacterias de heces de rata

Se realizé una colecta total de heces excretadas de ratas que se encontraban en
condiciones basales, en cajas previamente desinfectadas y con aserrin estéril,
alimentadas con dieta estandar (Rodent Laboratory Chow Purina 5001) y sin
intervenciones experimentales. Esta muestra se disolvid en agua destilada estéril
en una proporcion 1:10 p/v, tomando 4 gramos de heces; se llevé a dilucion seriada
en agua peptonada al 1 % estéril. Posteriormente, se espatularon 20 yL en medio
selectivo para gammaproteobacterias CHROMagar™ Orientation. Esta placa se
incubod a 37 °C por 24 horas y posteriormente se recuperaron 9 colonias diferentes
correspondientes a gammaproteobacterias. Las colonias recuperadas se cultivaron
en medio LB a 37 °C por 24 horas. Se recuper6 la pastilla mediante centrifugacion
a 8000 rpm. Esta se suspendié en 1 mL de mezcla de medio LB vy glicerol estéril en

proporcion 3:2 y se preservo a -80 °C para su posterior uso.
9.4. Crecimiento de gammaproteobacterias con CDPs in vitro

Para evaluar el efecto de la mezcla de CDP-PAO1 en el crecimiento de diferentes
gammaproteobacterias se probaron las concentraciones de 15 mg/mL, 10 mg/mL,
5 mg/mL, 1 mg/mL, 0.5 mg/mL y 0.1 mg/mL de CDP, esta evaluacion se realizd
mediante el ensayo de supervivencia por reducciéon de las sales de 3-2,5-bromuro
de Diphenyltetrazolium (MTT), en donde células metabdlicamente activas reducen
las sales formando formazan, el cual podemos identificar con el cambio de color
amarillo a morado, para su posterior cuantificacion. Para este experimento se partio
de cultivos de 24 h crecidos a 37 °C con agitacién de las cepas bacterianas
caracterizadas como gammaproteobacterias e identificadas como E. coli, Shigella
sp., Proteus sp., Klebsiella sp. y Salmonella sp. Estas cepas fueron aisladas de
pacientes y donadas por la Facultad de Quimico Farmacobiologia de la UMSNH,
que obtuvo los permisos de consentimiento informado de los pacientes. Por su
parte, las cepas de Pseudomonas aeruginosa PAO1 y Pseudomonas aeruginosa
PA14 también son aislados clinicos que pertenecen al cepario del laboratorio de
Biotecnologia Microbiana (IIQB, UMSNH). A su vez, también se probaron los 9

aislados de gammaproteobacterias de heces de rata antes mencionadas.
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Todos los microorganismos fueron trabajados en condiciones de esterilidad, con
campana de seguridad tipo 2 y los desechos RPBI generados y clasificados como
cultivos y cepas de agentes bioldgicos-infecciosos segun la NOM-087-ECOL-SSA1-
2002 y se realizo su inactivacion mediante la esterilizacion en autoclave y de manera
quimica, con el uso de hipoclorito, para su posterior desecho como residuo comun
con caracter no peligroso. También se tomdé en cuenta la norma NOM-052-
SEMARNAT-VIGENTE para las caracteristicas, el procedimiento de identificacion,

clasificacion y listados de los residuos peligrosos en México.
9.4.1 Ensayo de supervivencia

El ensayo de 3-2,5-bromuro de Diphenyltetrazolium (MTT) se realizé para medir la
supervivencia de diferentes bacterias frente a los CDP-PAO1, partiendo de cultivos
de 24 horas de las cepas y aislados antes mencionados, se afiadieron 50 yL de
cultivo con las diferentes concentraciones de CDP-PAO1 (15 mg/mL, 10 mg/mL, 5
mg/mL, 1 mg/mL, 0.5 mg/mL y 0.1 mg/mL) en una placa de 96 pozos,
posteriormente se incubaron por 24 h a 37 °C, una vez completado este tiempo se
afiadieron 20 yLde MTT al 0.1 %, se incubaron con agitacién por 3 h en la oscuridad,
transcurrido el tiempo se adicionaron 100 pL de isopropanol/HCI 1M (19:1), se

homogenizo por 20 min y se leyo en el espectrofotdmetro a 575 nm.
9.5. Modelo de disbiosis por obesidad

Se utilizaron ratas hembra de la cepa Wistar de 6 semanas de edad y
aproximadamente 25 g de peso; estas fueron distribuidas al azar en 2 grupos
iniciales, uno de 12 ratas y otro de 24. El primer grupo se les indujo disbiosis por el
consumo de una dieta obesogénica (D-OBS), la cual esta compuesta por 3.56 % de
minerales, 25.19 % de grasas, 14 % de proteinas, 0.63 % de fibra y 56.54 % de
carbohidratos, con un aporte caldrico aproximado de 508.91 Kcal por 100 g de
alimento, y se administro durante 55 semanas, mientras que el resto de los animales
fue alimentado con dieta regular “Rodent Laboratory Chow Purina 5001” con una
composicién nutrimental de 6.9 % de minerales, 11.4% de grasas, 24.1 % de
proteinas, 5.2 % de fibra y un 48.7 % de carbohidratos, con un aporte cal6rico
aproximado de 300 Kcal por 100 g de alimento. Todos los animales recibieron agua
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purificada y alimento ad libitum y se mantuvieron en camas absorbentes de viruta
que eran previamente esterilizadas. En la semana 45 se distribuyeron nuevamente
los animales en 6 grupos de 6 individuos y se comenzo con el tratamiento con CDP-
PAO1, los cuales se administraron en una concentracion de 5 mg/kg cada tres dias
durante 10 semanas. Al grupo de LPS se le administré una dosis de 0.25 mg/kg de
LPS de Pseudomonas aeruginosa PAO1 por 5 dias continuos, previos a la eutanasia
de los animales. Este grupo tuvo la funcién de ser el control positivo para afectar la

permeabilidad intestinal (tabla 1).

Tabla 1. Distribucién de grupos para la induccion de la obesidad. CTRL: control, OBS: obeso, CDP-
PAO1: ciclodipéptidos, VEH: vehiculo y LPS: lipopolisacaridos.

CTRL CTRL+CDP- VEH OBS OBS + CDP- LPS
PAO1 PAO1
Dieta Regular Regular Regular Obesogénica  Obesogénica Regular
Dosis de CDP - 5 mg/kg - - 5 mg/kg -
Dias de - 10 semanas 10 semanas - 10 semanas 5 dias,
administracion c/3 dia c/3 dia c/3 dia diariamente
Via de - intraperitoneal intraperitoneal - intraperitoneal intraperitoneal
administracion
Vehiculo - B- B- - B- Solucioén
ciclodextrinas  ciclodextrinas ciclodextrinas salina
inyectable
Dosis de LPS - - - - - 0.25 mg/kg

Diariamente se midi6 el consumo de alimento, cada tercer dia se pesaron los
animales y previo al momento de la eutanasia se midieron los parametros
murinométricos, como circunferencia abdominal, toracica y longitud. La eutanasia
de los animales se llevo a cabo con dosis letal de pentobarbital sédico en la semana
55 de las ratas, dejando un ayuno de 8 horas previo a la eutanasia. Durante el
procedimiento se recolectaron el intestino grueso y las heces del colon ascendente

y se almacenaron a -80 °C hasta su posterior uso.

Los animales fueron tratados bajo las condiciones de bioterio, alimentacion,

manipulacion y eutanasia de roedores estipuladas en la NOM-062-ZO0-1999. Los
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residuos anatomicos de los animales utilizados fueron colocados en bolsas
etiquetadas como RPBI anatémico, almacenados temporalmente en congelacion y
posteriormente fueron tratados por una empresa externa adjunta al Instituto de
Investigaciones Quimico Bioldgicas, tal y como se estipula en la NOM-087-ECOL-
SSA1-2002. Mientras que los instrumentos punzocortantes utilizados fueron
almacenados temporalmente en contenedores rojos marcados como RPBI
punzocortantes y posteriormente se contraté a una empresa externa del Instituto de

Investigaciones Quimico Biologicas para su correcto desecho.
9.6. Recoleccion de heces excretadas

La colecta de las heces excretadas se realizé 1 vez a la semana. Esta colecta se
realizd 3 semanas previas a la administracion del tratamiento (semanas 43, 44 y 45)
y durante las 10 semanas de tratamiento (semanas 45 a 55). La colecta consistid
en recoger todas las heces excretadas en 24 horas por caja, considerandola como
muestra total de heces, en donde cada caja contenia a los 6 animales
pertenecientes a cada grupo y estos se mantenian en aserrin estéril. A estas heces

posteriormente se les realizaron diversas evaluaciones y analisis.
9.7. Analisis de las heces excretadas

El analisis de las heces excretadas abarcé diversos parametros, como analisis
macroscopico, pruebas fisicoquimicas, como humedad y pH, evaluacion de
moléculas no absorbidas intestinalmente, como proteina, carbohidratos y lipidos y

cuantificacion de UFC.
9.7.1. Analisis macroscépico de las heces

La recoleccion total de las heces se realizé por grupo; la muestra fresca y recién
colectada se peso y se realizé la evaluacion macroscopica del color, la forma y la

consistencia de las heces mediante la escala Bristol (Véase figura 5).
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Figura 5. Escala de heces de Bristol y escala de color de heces. Herramienta utilizada para
clasificar las heces en siete tipos de acuerdo a su forma y consistencia. Aunque fue desarrollada
originalmente para humanos, su aplicacion también se ha extendido a modelos animales
(Recuperado de Newyorklsa, en https://newyorklsa.weebly.com/blog/escala-de-heces-de-bristol).

9.7.2. Medicién de los parametros fisicoquimicos y moléculas no absorbidas

intestinalmente presentes en las heces

Para medir la humedad se tomé la muestra fresca, mientras que, para medir el resto
de los parametros, las heces se disolvieron en agua destilada estéril en proporcién
1:10 (p/v), considerando 2 gramos de heces; esta mezcla se filtrd, recuperando una
fase liquida y una fase sélida. Posteriormente, de la fase liquida se midieron el pH,
las UFC, las proteinas y los carbohidratos, mientras que de la fase solida se realizo

la extraccion de lipidos.
9.7.3. Humedad

Para medir la humedad, se llevaron a peso constante los crisoles en estufa a 60 °C,
se peso una muestra de heces frescas representativa, se registré dicho peso, el
cual sera nombrado como peso fresco; posteriormente los crisoles con muestra

fresca se llevaron a secado en estufa a 60 °C por 48 h, una vez transcurrido el
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tiempo, se pesaron nuevamente, registrando su peso (peso seco). Aplicando la

ecuacion 1, obtuvimos el valor del porcentaje de humedad de las heces.
Ec. 1. Férmula para porcentaje de humedad

(Peso humedo — Peso seco)
% Humedad = y * 100
Peso humedo

9.7.4. Medicién de pH

En la fase liquida obtenida de la filtracion de las heces, se sumergio el
potenciometro previamente calibrado y se tomé la lectura del pH. Esta medicion se

realizd 3 veces, sumergiendo 3 veces en la misma muestra.
9.7.5. Cuantificacion de proteina en heces excretadas

Para medir la proteina se utilizé la técnica de Bradford, la cual consistio en tomar 50
ML de la fase liquida recuperada de la filtracion de los 2 g de las heces, se afiadieron
50 yL de NaCl al 0.15 M, 600 uL de agua destilada y 300 uL de reactivo de Bradford.
Se agitd en el vortex y se dejo reaccionar 5 min en la obscuridad. Finalmente se
leyd la absorbancia a 595 nm en el espectrofotdmetro. La técnica de Bradford es
una prueba colorimétrica en donde las proteinas se unen al colorante azul de
Coomassie presente en el reactivo de Bradford, produciendo un cambio de color de
marrén a azul, siendo el color azul proporcional a la cantidad de proteinas presentes

en la muestra.
9.7.6. Cuantificacion de carbohidratos en heces excretadas

Para cuantificar los carbohidratos presentes en las heces, se aplico la reacciéon de
fenol-acido sulfurico, la cual consistié en afadir 20 pL de la fase liquida recuperada
de la filtracién de heces, 180 uL de agua destilada, 100 pL de fenol acuoso al 5% vy
500 pL de acido sulfurico concentrado. Se agitdé en el vortex y se midid su
absorbancia a 490 nm en el espectrofotometro. Esta técnica consiste en la
transformacion de carbohidratos en derivados de furano, donde estos

posteriormente reaccionaran en el medio generando un cambio de color de amarillo
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claro a marron, el cual es proporcional a la cantidad de carbohidratos totales de la

muestra.
9.7.7. Cuantificacién de lipidos en heces excretadas

La extraccion de lipidos totales se realizd utilizando la mezcla Bligh-Dyer, la cual
respeta la proporcion 1:2:0.8 de cloroformo, metanol y agua. Inicialmente se
pesaron 0.5 g de heces de la fase solida recuperadas de las heces disueltas y
filtradas. Posteriormente se afadieron 1 mL de agua destilada, 1.25 mL de
cloroformo y 2.5 mL de metanol; se agit6 por 15 min en el vértex. Una vez
transcurrido este tiempo, se les afiadid 1.25 mL de cloroformo y 1.25 mL de solucion
acuosa de NaCl 1 M; se agité nuevamente por 15 min en el vértex. La mezcla se
centrifugé a 8000 rpm por 10 min a temperatura ambiente; posteriormente, se
recuperd la fase organica en un tubo cénico de 1.5 mL previamente pesado.
Finalmente se dejo evaporar y se pes6 nuevamente el tubo. Por diferencia de pesos
se calculé la cantidad de lipidos presentes en las heces. La extraccién de lipidos
con la mezcla Bligh-Dyer consiste en una extraccion del material lipidico por
solvente, en este caso, el cloroformo, donde al evaporar esta fase quedan solo las
grasas extraidas de la muestra que fueron separadas del material no lipidico

contenido en la fase acuosa.
9.8. Cuantificacion de UFC presente en las heces

Para realizar una cuantificacion de la microbiota presente en las heces, se realiz6
el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) obtenidas de las heces
recolectadas. En donde el conteo se realiz6 de todas las colonias crecidas en la

superficie del medio sélido.

9.8.1. Cuantificacion de UFC de bacterias mesofilas, aerobias y crecidas en
medio LB

Para cuantificar las unidades formadoras de colonias de las heces, se tomé muestra
de la fase liquida recuperada de una disolucién de heces en proporcién 1:10 (p/v),
se llevo a dilucion seriada en agua peptonada estéril al 1 %, aplicando la técnica de

goteo en placa, se colocaron 10 pL de cada dilucidon sobre una caja de agar LB, se

40



incubaron las placas a 37 °C por 24 h y se contaron las colonias crecidas en cada

dilucion.
9.8.2. UFC de gammaprotebacterias de la microbiota en colon

Se disolvieron y homogenizaron las heces recolectadas directamente del colon
ascendente al momento de la eutanasia en agua peptonada al 1 % estéril, estas se
llevaron a dilucion seriada, se espatularon 20 yL sobre una placa de medio LB y de
CHROMagar™ Orientation, especifico para el aislamiento y diferenciacion de
gammaproteobacterias, posteriormente se incubaron por 24 h y se realiz6 el conteo
de UFC correspondientes a diversas gammaproteobacterias. Posteriormente, con

los datos obtenidos de CHROMagar™ Orientation, se calculd el indice de Shannon.
9.9. Analisis histolégico

Un fragmento de intestino grueso (colon ascendente) fue fijado y llevado al tren de
deshidratacion (etanol al 80 %, 96 %, etanol absoluto y xileno) por 10 h, el cual
consistié en diferentes pases de 1 hora por diferentes concentraciones de etanol y
xileno y posteriormente, se incluyo en parafina. Se realizaron cortes de los tejidos
incluidos con un espesor de 5 ym en el microtomo Radical RMT-20A. Los cortes
obtenidos fueron fijados sobre portaobjetos y desparafinados con calor y xileno;
posteriormente se rehidrataron en etanol absoluto y agua destilada. Una vez
rehidratadas, las muestras fueron tefiidas con hematoxilina durante 5 minutos,
seguidas de un lavado con agua destilada. Para el viraje se utilizdé una solucién de
litio al 1 %. A continuacion, se anadio la solucion alcohdlica de eosina durante 5
minutos. Las secciones fueron deshidratadas en una serie ascendente de etanol (70
%, 95 % y etanol absoluto), aclaradas en xileno por 3 minutos y finalmente montadas
con resina epoxica para su observacion microscoépica. El analisis histolégico nos
permitié observar la estructura microscopica del tejido y su organizacion, facilitando

la deteccion de modificaciones patoldgicas.
9.10. Técnica de Western Blot

De la porcion de intestino grueso congelada (colon ascendente) se realizé un

homogeneizado por grupo y la extraccibn de proteinas citoplasmaticas;
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posteriormente, se cuantificaron mediante la técnica de Bradford y se realizo el
Western blot para la cuantificacion y deteccion de proteinas especificas y

caracteristicas del epitelio intestinal, como claudina 2 y E-caderina.
9.10.1. Extraccién y cuantificacion de proteinas

Se peso 0.1 g de tejido y se afiadié 1 mL de buffer hipotonico con pH de 7.9 (MgClI2
1.5 mM, KCI 10 mM, DTT 1 mMy Hepes 10 mM), se homogenizo el tejido, se incubo
en hielo por 10 min y se procedié a centrifugar a 10 rpm por 20 min a 4 °C,
posteriormente se recuperd el sobrenadante que contenia a las proteinas y se le
afadieron 10 yL de PMSF al 0.2 mM. Los extractos proteicos se mantuvieron en
congelacion a -80 °C. Para la cuantificacion de las proteinas se uso la técnica de
Bradford, para esta técnica se afadieron 4 uL de muestra de proteinas extraidas
del tejido, 50 uL de NaCl 0.15 M, 600 uL de agua y 300 uL de reactivo de Bradford,
se agito en un vortex, se incubdé en oscuridad 5 min y se procedié a leer su

absorbancia a 595 nm en el espectrofotometro.
9.10.2. Electroforesis

Para realizar la electroforesis de las proteinas se comenzo6 con la preparacion de
geles de poliacrilamida al 12 %, se prepararon las muestras para tener 30 mg de
proteina, se afiadié buffer de carga (glicerol, tris pH 6.8, SDS 20 %, agua, azul de
bromofenol y - mercaptoetanol) con una proporcion 1:1, se procedié con la
desnaturalizacion mediante el calentamiento de la muestra a 95 °C por 5 min y se
cargaron las muestras en el gel. Una vez cargadas las muestras, se corrieron los
geles en una camara de electroforesis a 120 V por 2 horas. Terminada la
electroforesis, se procedio a realizar la transferencia del gel a la membrana de
polifluoruro de vinilideno (PVDF) previamente activada con metanol en una camara

de transferencia por 45 mina 15 V.
9.10.3. Incubacién con anticuerpos y revelado

Una vez trasferidos los geles a la membrana PVDF, se realizaron 6 lavados de 5
min con TBST (Tris-HCI 1 mM, NaCl, Tween 20 al 0.1% y agua destilada), se

procedid a bloquear con solucion de leche descremada al 5% en TBST por 3 h, una
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vez trascurrido este tiempo se lavo 6 veces por 5 min con TBST y se incubaron toda
la noche con los anticuerpos primarios claudina-2, E-caderina y Tubulina de Santa
Cruz Biotechnology. Posterior a esto se realizé nuevamente una ronda de lavados
con TBST y se incubd con el anticuerpo secundario (anti-mouse I1gG de Santa Cruz
Biotechnology) por 2 h. Después de esta incubacion, se lavdo nuevamente 6 veces
con TBST por 5 min y se procedié con el revelado de las membranas con Immobilon
Forte Western HRP Substrate (Millipore). La sefal quimioluminiscente fue capturada
con un fotodocumentador digital Bio-Rad ChemiDoc y la cuantificacion de las

bandas se realiz6 utilizando el software ImageJ.
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10. RESULTADOS

10.1. Efecto de diferentes concentraciones de CDP-PAO1 en la supervivencia

de diferentes gammaproteobacterias in vitro

Con el objetivo de evaluar el efecto sobre la supervivencia de diferentes
gammaproteobacterias. Se utilizaron dos grupos diferentes de cepas. El primer
grupo correspondié a aislados clinicos. El segundo grupo evaluado estuvo
conformado por los aislados obtenidos de heces de ratas Wistar que se encontraban
en condicidén basal. Ambos grupos de cepas se incubaron con diferentes
concentraciones de CDP-PAO1 (0.1, 0.5, 1, 5 y 15 mg/mL) durante 24 horas y

finalmente se evalud la supervivencia mediante MTT.

Las cepas de los aislados clinicos evaluadas fueron Escherichia coli, Klebsiella sp.,
Salmonella sp., Shigella sp. y Proteus sp. En la figura 6 se presenta el efecto de las
diferentes concentraciones de CDP-PAO1 en estas gammaproteobacterias que
poseen un potencial patdbgeno para el hospedero. Los resultados indican que en E.
coli y Klebsiella sp. existe una diferencia estadisticamente significativa hasta la
concentracion de 10 mg/mL, mientras que para el caso de Salmonella sp.y Shigella
sp. se presentd un comportamiento similar, en el cual a partir de la concentracion
de 5 mg/mL de CDP-PAO1 comenzé a disminuir significativamente su
supervivencia. Por su parte, Proteus sp. mostré mayor sensibilidad ya que a partir
de la concentracion de 0.5 mg/mL ya existia una disminucion estadisticamente
significativa en la supervivencia, lo que indica que es una cepa mas susceptible a la
mezcla de estos CDP-PAO1.
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Figura 6. Efecto de CDP-PAO1 sobre la supervivencia de gammaproteobacterias obtenidas de
aislados clinicos. La supervivencia de gammaproteobacterias obtenidas de aislados clinicos fue
tratada con distintas concentraciones (0.1, 0.5, 1, 5 y 15 mg/mL) de CDP durante 24 horas; la
evaluacion de su supervivencia se realizé mediante un ensayo de MTT. A) E. coli; B) Klebsiella sp.;
C) Salmonella sp; D) Shigella sp.; E) Proteus sp. Se realiz6é un analisis de varianza ANOVA de una
via y prueba de Tukey. Las diferencias significativas se representan con * donde P<0.05, n=6.

Posteriormente, se evaluo el efecto de los CDP-PAO1 sobre la supervivencia de
Pseudomonas aeruginosa proveniente de aislados clinicos. Se incluyeron dos
cepas: Pseudomonas aeruginosa PAO1, productora de la mezcla de CDP, y
Pseudomonas aeruginosa PA14, reconocida por su mayor virulencia en
comparacién con PAO1. En la figura 7, se observé que a partir de la concentracion
de 5 mg/mL de CDP-PAO1, ambas cepas presentaron una disminucion

estadisticamente significativa en la supervivencia.
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Figura 7. Efecto de CDP-PAO1 sobre la supervivencia de cepas de Pseudomonas aeruginosa.
La supervivencia de Pseudomonas aeruginosa se evaluo en diferentes concentraciones (0.1, 0.5, 1,
5y 15 mg/mL) de CDP durante 24 horas. La evaluacién de su supervivencia se realizé mediante un
ensayo de MTT. A) Pseudomonas aeruginosa PAO1, B) Pseudomonas aeruginosa PA14. Se
realizaron analisis de varianza ANOVA de una via y prueba de Tukey. Las diferencias significativas
se representan con * donde P<0.05, n=6.

Con el objetivo de evaluar el efecto de los CDP-PAO1 sobre gammaproteobacterias
comensales, se realizaron aislados de heces de rata en condicion basal utilizando
medio CHROMagar™ Orientation. De estos aislamientos se seleccionaron nueve
gammaproteobacterias, designadas como E. coli y E2-E9 (donde la letra E hace
referencia a enterobacteria). En la figura 8 se observa que E. coli de rata, para las
enterobacterias E3, E4 y E5, con una disminucidn significativa de la supervivencia
a partir de 5 mg/mL, disminuyen significativamente su supervivencia respecto a su
control. En contraste, E6 y E7 resultaron mas sensibles ya que disminuyeron su
supervivencia a partir de 1 mg/mL. Por otro lado, las enterobacterias E2, E8 y E9 no
mostraron diferencias significativas en su supervivencia frente a las
concentraciones probadas (0.1, 0.5, 1, 5y 15 mg/mL) de CDP-PAO1 (figura 8).
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Figura 8. Efecto de CDP-PAO1 sobre la supervivencia de gammaproteobacterias
aisladas de heces de rata. La supervivencia de las gammaproteobacterias comensales
aisladas de heces de rata fue tratadas con distintas concentraciones de CDP-PAO1 (0.1,
0.5, 1, 5y 15 mg/mL) durante 24 horas. La evaluacion de su supervivencia se realizd
mediante un ensayo de MTT. A) E. coli; B) E2, enterobacteria 2; C) E3, enterobacteria 3; D)
E4, enterobacteria 4; E) E5, enterobacteria 5; F) E6, enterobacteria 6; G) E7, enterobacteria
7; H) E8, enterobacteria 8 y 1) E9, enterobacteria 9. Se realiz6 la prueba t de Student. Las
diferencias significativas se representan con * donde P<0.05, n=6.
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En conjunto, estos resultados indican que los CDP-PAO1 presentan un efecto
antimicrobiano selectivo. Estos hallazgos resaltan el potencial de los CDP para
modular la microbiota intestinal al inhibir patégenos sin afectar de manera uniforme

a las poblaciones microbianas comensales.

10.2. Alteraciones en el peso de los animales generadas por el consumo de la
dieta D-OBS

En nuestro modelo experimental, la induccién de disbiosis se realizé6 mediante la
administracién de una dieta alta en grasas y carbohidratos y baja en fibra, lo que
condujo a los animales a un estado de obesidad. A lo largo de 55 semanas se
mantuvieron sus respectivas dietas y se pesaron los animales, con el objetivo de
evaluar la ganancia de peso y, de manera indirecta la salud de los organismos,
esperando asi que los animales alimentados con dieta obesogénica tuvieran un

peso mayor que los alimentados con dieta regular.

En la figura 9, se mostré el incremento de peso de los animales desde la semana 6
hasta la semana 45, periodo previo a la administracion de los tratamientos
experimentales. Los resultados indicaron que los animales alimentados con la dieta
obesogénica presentaron un aumento de peso significativamente mayor en
comparacion con aquellos alimentados con dieta regular. Por otro lado, los animales
con dieta regular mostraron un incremento continuo, lo que sugiere un desarrollo

fisiologico normal y un buen estado de salud durante el experimento.
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Figura 9. Ganancia de peso de los animales con disbiosis generada por el consumo
de la dieta D-OBS. La ganancia de peso de los animales se determiné realizando un pesaje
semanalmente de cada uno de los animales y posteriormente este peso se graficé por
grupo. El pesaje se realiz6 a lo largo de 55 semanas; este periodo abarca desde que se
recibieron a los animales con 6 semanas de edad hasta la eutanasia de estos. Se realizo
un analisis de varianza de dos vias ANOVA y prueba por Tukey. Las diferencias
significativas se representan con * donde P<0.05, n=18 (nimero de individuos), graficando
la desviacién estandar.

10.3. Efecto del consumo de la dieta D-OBS en el consumo de alimento de los

animales

Durante las 55 semanas se realizé la cuantificacién del consumo de alimento de los
animales. En el periodo previo a la administracion de tratamientos, se realizé esta
medicion con el objetivo de evaluar si el consumo de alimento de los organismos se
veia afectado por las diferentes dietas que consumian (dieta regular y dieta
obesogénica). En la figura 10 se observa que, aunque las dietas eran diferentes en
composicién nutrimental y caldrica, no hubo cambios significativos en el consumo

de alimento entre nuestros grupos.
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Figura 10. Consumo de alimento. El consumo de alimento se determin6 semanalmente,
previo a la administracién de los tratamientos. Se realiz6 una prueba t de Student. Las
diferencias significativas se representan con *, donde P < 0.05, n = 3.

10.4. Efecto del consumo de la dieta D-OBS en los parametros fisicoquimicos

de heces excretadas

Durante el desarrollo del modelo de disbiosis se evaluaron los parametros fisicos
de las heces excretadas por los animales mediante la escala de Bristol. Esta
evaluacion se realizé con el objetivo de buscar indicios de modificaciones en la
permeabilidad del intestino, de la absorcion de agua o del nivel de salud intestinal
de los animales de estudio. A su vez, también se hizo uso de la escala de color en
heces, donde se clasificaron las heces en estado normal o anormal dependiendo de
la coloracion de estas. En la figura 11 se muestra la evaluacion de las heces
excretadas en dias previos a la administracion de los tratamientos. Se observaron
diferencias notables entre los animales alimentados con dieta regular y los
alimentados con dieta obesogénica. En el grupo con dieta regular, las heces fueron
sélidas, blandas y con forma definida, clasificandose como tipos 3 y 4 de la escala
de Bristol, lo que corresponde a parametros normales. Asimismo, presentaron una

coloracién café claro, considerada dentro del rango de la normalidad.
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Por el contrario, los animales alimentados con la dieta obesogénica excretaron
heces secas y fragmentadas, que se clasificaron como tipos 1y 2 de la escala de
Bristol, lo que corresponde a un cuadro de estrefiimiento. En cuanto a la coloracién,
estas heces fueron de un café ligeramente mas obscuro que las alimentadas con
dieta regular, clasificandose entre los colores 10 y 11, que se consideran dentro de

una categoria normal-anormal.

Figura 11. Evaluaciéon de las heces excretadas de ratas con disbiosis generada por el
consumo de la dieta D-OBS. Se realiz6 una colecta grupal de heces excretadas en 24 h;
posteriormente, se realiz6 la evaluacion visual de estas, en las cuales se observé su forma y color.
Después se clasificaron segun la escala de Bristol y de color en heces. A) Tabla de resultados de la
escala de Bristol y escala de color. B) Fotografias representativas de las heces de los animales
obesos y de los animales control (alimentados con dieta regular).

La cuantificacion de las heces excretadas constituye un parametro relevante, ya que
permite determinar la cantidad de materia fecal producida por cada animal, lo cual
ofrece indicios acerca de si el tipo de dieta influye en la frecuencia y volumen de la
excrecion. En la figura 12 se muestra que la cantidad de heces excretadas es menor
en los animales con D-OBS en comparacion con los alimentados con dieta regular.
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Estos datos indican que la dieta alta en calorias y baja en fibra provoco constipacién

caracterizada por una reduccion en la cantidad de materia fecal excretada.
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Figura 12. Evaluacion de la cantidad de heces excretadas por ratas con disbiosis
generada por el consumo de la dieta D-OBS. La evaluacién de las heces excretadas se
realizé haciendo una colecta total de las heces excretadas en 24 h por grupo. Se realizdé
una prueba t de Student. Las diferencias significativas se representan con *, donde P <
0.05,n=3.

La humedad de las heces es un parametro relevante, ya que refleja alteraciones en
los procesos de absorcidn intestinal de agua. Bajo condiciones en las que los
animales consumen una cantidad similar de agua, un incremento en la absorcién
intestinal se traduce en heces mas secas, mientras que una absorcion ineficiente
conduce a una mayor pérdida de agua a través de las heces, resultando en heces
blandas con mayor contenido de agua. Por lo tanto, un mayor porcentaje de
humedad. En la figura 13 se muestra que el porcentaje de humedad fecal de los
animales alimentados por tiempo prolongado con D-OBS fue menor, comparado con

los organismos alimentados con dieta regular.
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Figura 13. Porcentaje de humedad en heces excretadas de ratas con disbiosis generada por
el consumo de la dieta D-OBS. El porcentaje de humedad en heces se determiné mediante
gravimetria. En el analisis estadistico se realiz6 la prueba t de Student. Las diferencias significativas
se representan con *, donde P<0.05, n=3.

Alteraciones en el pH de las heces pueden ser indicativas de diversos problemas
digestivos como una mala absorcion de nutrientes, desequilibrios en las poblaciones
bacterianas, inflamacion (colitis) o infecciones. La evaluacion del pH en heces no
presentdé cambios estadisticamente significativos entre el grupo dieta regular y el
grupo dieta obesogénica, encontrandose en ambos casos dentro de los rangos
establecidos como saludables (figura 14).
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Figura 14. Evaluacion del pH en las heces excretadas de ratas con disbiosis generada por el
consumo de la dieta D-OBS. El pH de las heces no mostré6 diferencias entre el grupo alimentado
con dieta regular y el alimentado con la dieta obesogénica. El analisis estadistico se realiz6 mediante
la prueba t de Student. Las diferencias significativas se representan con * donde P<0.05, n=3.

10.5. Efecto del consumo de la dieta D-OBS en las macromoléculas presentes

en las heces excretadas

Se evalud la excrecion fecal de proteinas, carbohidratos y lipidos como indicadores
de moléculas no absorbidas. En la figura 15 se presentan los valores obtenidos, en
los cuales se muestran diferencias significativas entre los grupos alimentados con
dietas diferentes, resaltando que los animales alimentados con dieta D-OBS tienen
una mayor excrecion de estos macronutrientes en comparacion con el grupo
alimentado con dieta regular. Este hallazgo sugiere alteraciones en los procesos de
absorcion, metabolismo y permeabilidad intestinal, asi como posibles
modificaciones en la composicion y funcion de la microbiota intestinal, asociadas al

estado de disbiosis por consumo de la dieta obesogénica.

Figura 15. Moléculas no absorbidas presentes en heces excretadas de ratas con disbiosis
generada por el consumo de la dieta D-OBS. A) Proteina B) Carbohidratos C) Lipidos. Los
animales alimentados con dieta obesogénica mostraron una mayor excrecion de estas biomoléculas
en comparacion con el grupo control. El andlisis estadistico se realizé mediante la prueba t de
Student. Las diferencias significativas se indican con * (P < 0.05, n = 3).
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10.6. Efecto del consumo de la dieta D-OBS en las UFC presentes en las heces

excretadas

Con el objetivo de determinar si el consumo de la dieta obesogénica (D-OBS)
genera alteraciones en la poblacion bacteriana intestinal, se evalué el numero de
unidades formadoras de colonias (UFC) presentes en las heces. Para ello se
cultivaron muestras en medio LB a 37 °C y bajo condiciones de aerobiosis, con el
fin de estimar la abundancia de bacterias con capacidad de crecimiento en estas
condiciones, principalmente aquellas pertenecientes al grupo de las
Gammaproteobacterias (previo al sacrificio de los animales). Los resultados
obtenidos (figura 16) muestran que los animales alimentados con la dieta D-OBS
presentaron una reduccion estadisticamente significativa en la cantidad de bacterias

cultivables respecto al grupo alimentado con la dieta estandar.

Este hallazgo refuerza la evidencia de que la dieta obesdgenica induce un estado
de disbiosis, no solo manifestado en cambios en la consistencia, color y humedad
de las heces, asi como en la excrecion de macronutrientes no absorbidos, sino
también en la disminucidn de poblaciones bacterianas cultivables, lo que sugiere un

impacto directo sobre la estructura y funcionalidad de la microbiota intestinal.
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Figura 16. UFC (meséfilas, aerobias y crecidas en medio LB) en heces excretadas previo a la
administracion de los tratamientos. La cuantificacion de UFC se realizé creciendo una alicuota de
la solucion de heces excretadas en cajas de agar LB, en las cuales se contaron UFC
correspondientes a bacterias procedentes de heces excretadas de rata, mesofilas, aerobias y
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crecidas en medio LB. Existe una disminucion estadisticamente significativa de nuestro grupo OBS
respecto a nuestro CTRL. Se realiz6 prueba t de Student. Las diferencias significativas se
representan con *, donde P < 0.05, n = 3.

10.7. Efecto de la administracion de los CDP-PAO1 en el consumo de alimento

de las ratas con disbiosis generada por el consumo de la dieta D-OBS

Una vez confirmada la disbiosis intestinal en los animales alimentados con la dieta
D-OBS, se procedié a la administracion de los tratamientos. Para ello, los animales
fueron reorganizados en cinco grupos experimentales: (1) Dieta regular (CTRL), (2)
Dieta regular + CDP-PAO1 (CTRL+CDP), (3) Dieta regular + ciclodextrinas (VEH),
(4) Dieta D-OBS y (5) Dieta D-OBS + CDP-PAO1 (OBS+CDP). Durante el periodo
de tratamiento, se evalu6 de manera diaria el consumo de alimento, manteniendo a
cada grupo con su dieta correspondiente. Los resultados mostraron que, en general,
los grupos mantuvieron un consumo estable de alimento, sin diferencias
estadisticamente significativas entre ellos. No obstante, se observo que el grupo
alimentado exclusivamente con la dieta D-OBS presentd una ligera disminucién en

el consumo de alimento, en comparacién con el resto de los grupos (figura 17).
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Figura 17. Consumo de alimento durante la administraciéon de tratamientos. En esta figura
podemos observar que nuestros grupos CTRL, CTRL+CDP, VEH y OBS+CDP presentan el mismo
consumo de alimento entre ellos, a pesar de recibir tratamientos y dietas diferentes. En el caso de
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nuestro grupo OBS tiene un menor consumo de alimento respecto a los demas grupos. Se realiz6
analisis de varianza ANOVA de una via y prueba de Tukey. Las diferencias significativas se
representan con letras distintas, donde P<0.05, n=3.

10.8. Efecto de la administracion de los CDP-PAO1 en los parametros
fisicoquimicos de las heces excretadas de ratas con disbiosis generada por

el consumo de la dieta D-OBS

Con el objetivo de evaluar si la administracion de CDP-PAO1 generaba cambios en
los parametros fisicoquimicos en las heces, se realizé la evaluacién visual de la
forma, color, humedad y pH. Al finalizar la administracion de los tratamientos, las
heces fueron clasificadas segun la escala de Bristol, completada con una escala de
color estandarizada. Los resultados mostraron diferencias entre los grupos
experimentales. Lo que sugiere alteraciones en la funcion intestinal generadas tanto

por el consumo de la dieta como por los tratamientos administrados.

En la figura 18, se muestra que los grupos CTRL, CTRL+CDP y VEH presentaron
heces sdlidas, blandas, con forma definida y coloracion café, clasificadas como tipo
3 y 4, lo cual se considera normal y con valores de coloracion dentro del rango
fisiologico (9-10). Para el caso de los grupos de OBS y OBS+CDP, que son nuestros
grupos con disbiosis, presentaron heces fragmentadas, secas y con coloracién café
ligeramente mas oscuras que las alimentadas con dieta regular, clasificadas en tipo
1y 2 de la escala de Bristol, lo que indica un estado de estrefiimiento. Su coloracion

correspondio a valores 10-11, considerados dentro de un rango normal-anormal.

Respecto al olor liberado por las heces, también mostré variaciones: los grupos
CTRL y VEH presentaron un olor caracteristico a heces, los grupos administrados
con CDP liberaron un olor con matiz a farmaco y el grupo OBS present6 un olor mas

tenue respecto a las heces normales.

Estos resultados sugieren que el consumo de la dieta obesogénica durante el
periodo de tratamientos continué impactando negativamente en la consistencia y
coloracion de las heces, reflejando un estado de estrefiimiento asociado a disbiosis
intestinal. La presencia de un olor a “farmaco” en las heces de los grupos tratados

con CDP-PAO1 podria estar relacionada con la excrecién de metabolitos derivados
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de los CDP o también con la modulaciéon del metabolismo de la microbiota inducida

por su accion.

Figura 18. Evaluacion de las caracteristicas fisicas de las heces excretadas por ratas con
disbiosis asociada al consumo de la D-OBS posterior a la administracion de CDP-PAO1. La
evaluacion visual de la forma de las heces se realizé mediante la escala de Bristol, mientras que la
coloracion se hizo mediante la escala de color de las heces. A) Tabla de resultados de la escala de
Bristol y escala de color. B) Fotografias representativas de las heces, en las cuales podemos
observar sus cambios de forma y coloracion.
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A su vez, se evaludé la cantidad de heces excretadas en el periodo de los
tratamientos, con el objetivo de determinar si la administracion de los CDP-PAO1
afectaba la cantidad de heces excretadas. En la figura 19 se observd que nuestros
grupos CTRL, CTRL + CDP y VEH que recibieron una dieta regular, no mostraron
diferencias significativas en la cantidad de heces excretadas; sin embargo, los
grupos con disbiosis generada por el consumo de la dieta D-OBS presentaron una
menor excrecion de heces en comparacion con los animales alimentados con una
dieta regular. Estos datos indican que la administracion de los CDP no tiene efecto
sobre la cantidad de heces excretadas ni en condiciones fisiologicas normales ni en

un modelo de disbiosis inducida por dieta.
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Figura 19. Cantidad de heces excretadas por ratas con disbiosis asociada al consumo de la
D-OBS posterior a la administracion de CDP-PAO1. El grupo OBS y OBS+CDP que recibieron
una dieta obesogénica presentaron una menor excrecion de heces respecto a los grupos
alimentados con una dieta regular. Se realizé un analisis de varianza ANOVA de una via y una prueba
de Tukey. Las diferencias significativas se representan con letras distintas, donde P<0.05, n=3.

En cuanto al efecto de los tratamientos sobre la humedad de las heces, se observo
que los grupos alimentados con dieta regular (CTRL, CTRL + CDP y VEH) no

presentaron cambios significativos entre ellos. Sin embargo, al compararlos con
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nuestros grupos con disbiosis, si se detectd una disminucion significativa en este
parametro, lo cual concuerda con los resultados mostrados en la escala de Bristol.
Por otra parte, al comparar nuestro grupo con disbiosis y administrado con CDP
(OBS + CDP), se encontro un incremento significativo en el porcentaje de humedad
respecto al grupo disbidtico sin tratamiento (OBS), lo que sugiere que la
administracién de CDP en un estado de disbiosis contribuye a mejorar el estado de

estrefiimiento asociado a la dieta obesdgenica aumentando la humedad en las

heces (figura 20).
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Figura 20. Porcentaje de humedad en heces excretadas por ratas con disbiosis asociada al
consumo de la D-OBS posterior a la administracién de CDP-PAO1. Los grupos OBS y OBS+CDP
(con disbiosis) presentaron una menor cantidad de humedad respecto a nuestros grupos control. El
grupo OBS + CDP aumenté su porcentaje de humedad con la administracion de los CDP respecto
al grupo OBS. Se realiz6 analisis de varianza ANOVA de una via y prueba de Tukey. Las diferencias
significativas se representan con letras distintas, donde P<0.05, n=3.

Por otro lado, se observo que el pH de las heces excretadas posteriores a la
administracion de los tratamientos en los grupos CTRL, CTRL+CDP y VEH no
presento diferencias significativas entre ellos, manteniendo valores dentro de un
rango considerado normal. En contraste, los grupos con disbiosis (OBS vy

OBS+CDP) presentaron un pH similar entre si, aunque ligeramente mas acido que
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nuestros grupos sin disbiosis. Ademas, se detectd una ligera (pero no significativa)
diferencia entre estos dos grupos, ya que el grupo OBS + CDP present6 un pH mas
acido que el grupo OBS. Este hallazgo sugiere que, aunque ambos grupos reflejan
un pH alterado asociado a la disbiosis, la administracion de CDP podria estar

modulando la composicion y actividad metabdlica de la microbiota intestinal.

Figura 21. Evaluacién de pH en heces excretadas por ratas con disbiosis asociada al consumo
de la D-OBS posterior a la administracién de CDP-PAO1. Los grupos con disbiosis, OBS y
OBS+CDP, presentaron un pH menor que el de los grupos control. Se realiz6é un analisis de varianza
ANOVA de una via y prueba de Tukey. Las diferencias significativas se representan con letras
distintas, donde P<0.05, n=3.

10.9. Efecto de la administracion de los CDP-PAO1 en moléculas no

absorbidas presentes en las heces excretadas de ratas con disbiosis

Con el objetivo de evaluar el efecto de los CDP sobre las moléculas no absorbidas
presentes en las heces excretadas posteriores a la administracion de los CDP-
PAO1, se realizé la evaluacion del contenido de proteinas, lipidos y carbohidratos,
con la finalidad de obtener indicios sobre posibles modificaciones en los procesos

de absorcidén intestinal y metabolismo microbiano.

Los datos obtenidos para proteinas, carbohidratos y lipidos, mostraron que existe

una mayor excrecion de estos a través de las heces de los animales con disbiosis
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respecto a los grupos control (CTRL; CTRL + CDP y VEH). A su vez, se observo
que al administrar los CDP en nuestros grupos con disbiosis no existieron cambios
significativos respecto a la proteina y los lipidos; sin embargo, los carbohidratos
presentaron una disminucion, con valores semejantes a los grupos control. Este
resultado nos da indicios de que los CDP-PAQO1 generaron un cambio a nivel de la
microbiota asociado al metabolismo de carbohidratos, favoreciendo la reduccién de
la excrecién fecal de estos compuestos y contribuyendo asi a una mejora parcial del

estado de disbiosis (figura 22).

A) B) C)
Proteina Carbohidratos Lipidos
81 150 60
5
. a k2, ab 2
D 6 2 g a =) bc ac
> — 100 D404 T & &
= b b b 8 b E
® 44 T o © ®
£ b= c be 3
: £l g £ 2]
D Kol T -
o ©
(6]
04— —T 0—— | I — 0 T 1
» K X o K R
o«qy xo°q & & ”OQQ &S E P ‘bxoo o«q-v xc?Q & & 9&0
N & & @ g @
& & & S & ¢

Figura 22. Moléculas no absorbidas en heces excretadas por ratas con disbiosis asociada al
consumo de la D-OBS posterior a la administracién de CDP-PAO1. A) Proteina, B) Carbohidratos
y C) Lipidos. Para los 3 parametros, nuestros grupos OBS y OBS+CDP (con disbiosis) presentan un
aumento significativo de estos respecto a los controles alimentados con dieta regular; sin embargo,
nuestro grupo OBS+CDP para el caso de carbohidratos presenté una disminucién significativa,
teniendo valores semejantes a los controles alimentados con dieta regular. Se realiz6 analisis de
varianza ANOVA de una via y prueba de Tukey. Las diferencias significativas se representan con
letras distintas, donde P<0.05, n=3.

10.10. Efecto de los CDP-PAO1 sobre el crecimiento de bacterias en las heces

excretadas de ratas con disbiosis

Con el objetivo de determinar el efecto de los CDP sobre las bacterias aerobias
capaces de crecer a 37 °C y en medio nutritivo LB presentes en las heces
excretadas de los animales con disbiosis, se realizé el conteo de UFC. A pesar de

que no se observaron cambios estadisticamente significativos entre nuestros
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grupos, existidé una tendencia muy clara entre los grupos analizados (figura 23), en
la cual se aprecia que los grupos con disbiosis presentaron una menor cantidad de
UFC correspondientes a bacterias mesofilas, aerobias y crecidas en medio LB
respecto a nuestros grupos control. A su vez, nuestros grupos administrados con
CDP no presentaron cambios respecto a sus respectivos controles, por lo que
podemos decir que a pesar de tener un efecto antimicrobiano en el modelo in vitro,
mostrado en las figuras 1, 2 y 3, la dosis administrada a los animales con disbiosis
de CDP-PAO1 no tuvo efecto en la poblacion de bacterias aerobias mesoéfilas

presentes en las heces del modelo in vivo.
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Figura 23. Conteo de UFC (mesébfilas, aerobias y crecidas en medio LB) en heces excretadas
por ratas con disbiosis asociada al consumo de la D-OBS posterior a la administraciéon de
CDP-PAO1. Aplicando la técnica de goteo en placa se crecieron bacterias mesdfilas, aerobias y en
medio de agar LB provenientes de heces de ratas y posteriormente se realiz6 el conteo de las UFC.
No existié6 un cambio estadisticamente significativo entre nuestros grupos; sin embargo, se observo
una disminucion de UFC en nuestros grupos con disbiosis (OBS y OBS+CDP) respecto a los
alimentados con dieta regular. Se realiz6 analisis de varianza ANOVA de una via y prueba de Tukey.
Las diferencias significativas se representan con letras distintas, donde P<0.05, n=3.

10.11. Efecto de la administracion de los CDP-PAO1 sobre el crecimiento de

Gammaproteobacterias en las heces de colon de ratas con disbiosis

Una vez aplicada la eutanasia a los animales, se realizé una colecta de heces

directamente del intestino grueso, correspondiente al colon ascendente. Estas
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heces fueron procesadas y se realizo el conteo de UFC en medio LB y en medio

selectivo para enterobacterias CHROMagar™ Orientation.

La poblacion de microorganismos de la microbiota, incluyendo las bacterias, cambia
dependiendo del segmento del intestino. Mientras las heces estén mas cerca del
exterior, cambian las condiciones de oxigeno, aumentando las bacterias aerobias y
disminuyendo las anaerobias. Por lo tanto, al ser de nuestro interés las
gammaproteobacterias de la microbiota intestinal, se realiz6 la cuantificacion en
estas heces. Las heces de colon tienen caracteristicas diferentes a las heces ya
excretadas; al no ser expuestas aun al exterior, disminuye la probabilidad de una
contaminacion por bacterias externas, por lo que, la cantidad de bacterias presentes

en estas heces es atribuidas a la microbiota.

En la figura 24 podemos observar que no existen cambios estadisticamente
significativos entre nuestros grupos; sin embargo, se observa un ligero incremento

en el grupo OBS+CDP respecto a los demas grupos.
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Figura 24. Conteo de UFC en medio LB de heces de colon de ratas con disbiosis asociada al
consumo de la D-OBS posterior a la administracion de CDP-PAO1. No existieron cambios
estadisticamente significativos entre los grupos. Se realizé analisis de varianza ANOVA de una via'y
prueba de Tukey. Las diferencias significativas se representan con letras distintas, donde P<0.05,
n=4.
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En la figura 25 se presentan las UFC totales crecidas en el medio selectivo para
gammaproteobacterias. En esta grafica se puede observar que no existieron
cambios estadisticamente significativos entre los grupos; sin embargo, nuestro
grupo con disbiosis y administrado con CDP presentd una menor cantidad de
gammaproteobacterias en comparacion con el resultado mostrado en el grafico
(figura 19), por lo que podemos sugerir que no todas las bacterias que cuantificamos
en LB corresponden a gammaproteobacterias y que a su vez los CDP no

promovieron el crecimiento de estas.
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Figura 25. Conteo de UFC de gammaproteobacteria de heces de colon de ratas con disbiosis
asociada al consumo de la D-OBS posterior a la administracion de CDP-PAO1. No existieron
cambios estadisticamente significativos entre los grupos. Se realiz6 andlisis de varianza ANOVA de
una via y prueba de Tukey. Las diferencias significativas se representan con letras distintas, donde
P<0.05, n=4.

Con los datos obtenidos de la cuantificacién de UFC en el medio CHROMagar™
Orientation, calculamos el indice de Shannon para la evaluacion de la diversidad de
gammaproteobacterias en heces de colon (figura 26). Los grupos control (CTRL,
CTRL+CDP y VEH) presentan un indice de Shannon similar, lo que refleja una
diversidad comparable de gammaproteobacterias. En contraste, los grupos OBS y
OBS+CDP muestran un indice menor en relacion con los controles, lo que indica

una reduccion en la diversidad. No obstante, en el grupo con disbiosis tratado
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(OBS+CDP) se observa un incremento de este indice, lo que sugiere una

recuperacion parcial de la diversidad bacteriana.
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Figura 26. indice de Shannon de gammaproteobacterias en heces de colon de ratas con
disbiosis asociada al consumo de la D-OBS posterior a la administracion de CDP-PAO1. Los
grupos control (CTRL, CTRL+CDP y VEH) tienen un indice de Shannon similar, lo que nos indica
una diversidad de gammaproteobacterias similar; sin embargo, los grupos OBS y OBS+CDP
presentan un indice menor respecto a los controles, indicativo de una menor diversidad. En el caso
de los grupos con disbiosis y tratamiento (OBS+CDP), se observa un incremento de este indice,
indicandonos un aumento en la diversidad de estas bacterias. Se realiz6é un analisis de varianza
ANOVA de una via y prueba de Tukey. Las diferencias significativas se representan con letras
distintas, donde P<0.05, n=4.

10.12. Efecto de la administracion de los CDP-PAO1 sobre los parametros
macroscopicos del intestino grueso de ratas con disbiosis asociada al

consumo de D-OBS.

Existen diferentes factores que pueden modificar el peso y la longitud del intestino,
dentro de los cuales destacan el estado de inflamacion, el cual puede aumentar el
tamano del tejido. Por otro lado, parte del peso de este tejido esta dada por la
cantidad de microorganismos, por lo que también se debe considerar. En algunos
casos, también se puede generar una atrofia del tejido, disminuyendo el tamafio de
este por lo cual resulta importante la mediciéon de estos parametros. Una vez
realizada la eutanasia a los animales, se realizé la extraccién y colecta del intestino

grueso. El analisis macroscopico del intestino grueso resultdé de nuestro interes,
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debido a que en este se encuentra una cantidad mayor de microorganismos

correspondientes a la microbiota intestinal.

Los resultados del analisis indicaron que el peso y la longitud del intestino grueso
no presentaron cambios en ninguno de los grupos (figura 27), por lo que podemos
decir que el estado de disbiosis y la administracion de nuestros tratamientos no
generaron cambios en el peso y la longitud del intestino grueso. Asimismo, no se

observo ningun hallazgo macroscopico importante en los intestinos de los animales.

Figura 27. Peso y longitud del intestino grueso. El peso del intestino grueso se determiné
mediante gravimetria, mientras que la longitud se tomé con el apoyo de una regla. A) Peso del
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intestino grueso, B) Longitud del intestino grueso, C) Fotografias representativas de la longitud del
intestino grueso. No existieron cambios en el peso y la longitud del intestino grueso estadisticamente
significativos entre nuestros grupos. A su vez, de manera visual no se observaron diferencias entre
los tejidos. Se realizdé un analisis de varianza ANOVA de una via y una prueba de Tukey. Las
diferencias significativas se representan con letras distintas, donde P<0.05, n=6 (numero de ratas).

10.13. Efecto de la administracion de los CDP-PAO1 sobre la histologia del

intestino grueso de ratas con disbiosis

Con el objetivo de evaluar si nuestros tratamientos generaban cambios a nivel
estructural de las células del colon ascendente, ya sea en la mucosa, la capa
muscular, entre otras, se realizé un analisis histolégico del colon ascendente con
tincion de hematoxilina y eosina. En la figura 28 podemos observar las fotos
representativas de los hallazgos histoldgicos encontrados en cada grupo. Para el
grupo CTRL se identificaron criptas definidas y presencia moderada de linfocitos, lo
que es indicativo de histologia normal. El grupo CTRL+CDP presenté una mucosa
sin dafos, bien estructurada y con una baja cantidad de infiltrados. Lo que nos indica
ausencia de alteraciones histolégicas. ElI grupo VEH tuvo una ligera alteracidon
estructural en las criptas y una presencia moderada de infiltrados, presentando una
histologia normal. El grupo OBS se distinguio por la presencia de perforaciones en
la pared con fibrosis pericolica, criptas estrechas y presencia de infiltrados,
indicando un estado de inflamacién crénico. El grupo OBS+CDP presento fibrosis
en la capa de la submucosa y eosindfilos, neutréfilos y células inflamatorias en
depdsitos de colageno, lo que en conjunto se aprecian como cambios reparativos
en el epitelio. El grupo LPS mostro atrofia en las criptas, ulceracion en la mucosa y
presencia de infiltrados, lo que en conjunto indico un estado de inflamacion crénico
de este epitelio. Con los resultados histolégicos encontrados podemos decir que la
administracién de una dieta obesogénica genera un estado de inflamacion, al igual
que la administraciéon de LPS, mientras que, la administracién de CDP en un estado

de disbiosis presenta efectos reparativos del tejido.
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Figura 28. Fotografias representativas de los hallazgos histolégicos del colon ascendente. Se
realizaron cortes consecutivos del intestino grueso, correspondientes al colon ascendente y estos
fueron tefidos con hematoxilina y eosina y capturados en el microscopio con objetivos de 4x, 10x y
20x. A) y B) Fotografias representativas del grupo CTRL, en el cual se marca con un recuadro una
cripta definida. C) y D) Pertenecen al grupo CTRL+CDP; en el recuadro se sefiala una cripta definida,
sin dafios y bien estructura. E) y F) pertenecen al grupo VEH; en el recuadro se muestra una cripta
con una ligera modificacién en su estructurada. G) y H) pertenecen al grupo OBS; en el recuadro del
panel G) observamos la perforacion en la pared y en H) se muestra una cripta estrecha. I) y J)
pertenecen al grupo OBS+CDP, en el cual se encuentra con recuadro marcado la fibrosis en la
submucosa. K) y L) pertenecen al grupo LPS; para el caso de K), nos muestra atrofia en las criptas
y, en L), la ulceracion de la mucosa.

10.14. Efecto de la administracion de los CDP-PAO1 en la permeabilidad

intestinal de ratas con disbiosis

Con el objetivo de evaluar si la dieta y los tratamientos generaban cambios a nivel
de la permeabilidad intestinal se realizdé un analisis de Western Blot, en el cual se
cuantificaron las proteinas claudina-2 y E-caderina, las cuales pertenecen a las
uniones estrechas y adherentes del intestino grueso y permiten evaluar la

permeabilidad de este.

Los resultados obtenidos indicaron que en el caso de claudina-2, el grupo con
disbiosis y el grupo administrado con LPS presentaron una menor abundancia de
esta proteina, mientras que, el grupo con disbiosis y administrado con CDP no
presentaron cambios estadisticamente significativos en sus niveles respecto a los
grupos control, siendo su expresion igual que los grupos alimentados con dieta
regular, en el caso de la expresiéon de E-caderina los grupos CTRL+CDP y
OBS+CDP presentan la misma abundancia de E-caderina respecto al grupo CTRL
y el grupo OBS+CDP no presenta cambios significativos respecto al OBS y el LPS,
por lo que podemos ver la administracion de los CDP aumento la expresiéon de
claudina-2 en estado de disbiosis, mientras que en E-caderina no modificé su

expresion (figura 29).
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Figura 29. Expresion de proteinas asociadas a permeabilidad intestinal en el intestino
grueso. Mediante Western Blot se determiné la cantidad expresada de la proteina claudina-
2 y E-caderina en el colon ascendente, en este caso se expresan los resultados en U.D.O.
o unidades densitométricas Opticas, que nos indican la intensidad de la banda. A) Imagen
representativa de las bandas obtenidas por Western Blot. La fila 1 representa las bandas
para claudina-2, en la fila 2, E-caderina y en la fila 3, p-tubulina (control de carga), mientras
que en las columnas podemos encontrar los diferentes grupos. B) Cuantificacion de la
expresion de claudina-2: nuestros grupos OBS y LPS presentan una menor expresion de
esta proteina respecto a los demas grupos. El grupo con disbiosis y tratamiento (OBS+CDP)
presenta una expresion similar a los controles saludables. C) Cuantificaciéon de la expresion
de E-caderina. Los grupos CTRL, CTRL+CDP y OBS+CDP presentan la misma cantidad
de E-caderina, mientras que, el grupo OBS y OBS+CDP no presentan cambios
significativos entre ellos. D) Cuantificacion de la expresion de B-tubulina, la cual es una
proteina que nos sirve como control de carga, la cual nos indica que en todos nuestros
grupos se cargo la misma cantidad de proteina. Se realizé un analisis de varianza ANOVA
de una via y prueba de Tukey. Diferencias significativas se representan con letras distintas,
donde P<0.05, n=3 (numero de repeticiones).
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10. DISCUSION

La disbiosis es un estado de la microbiota intestinal que se caracteriza por la
presencia de un desequilibrio entre bacterias comensales y patégenas, esta perdida
del equilibrio se puede generar por diversos factores como el medio ambiente, el
estrés, el consumo de farmacos y principalmente la dieta (Alvarez et al., 2021). En
la base de datos Disbiome se encuentran asociadas mas de 300 enfermedades y
padecimientos con la disbiosis, dentro de las cuales se encuentra la obesidad
(Janssens et al., 2018). El consumo de una dieta alta en grasas y carbohidratos
conduce a un estado de disbiosis por obesidad, esta es una enfermedad
multifactorial, en la que alimentacién alta en grasas, carbohidratos y bajas en fibra
constituye uno de los principales factores que favorecen su desarrollo (Cani et al.,
2008).

Dependiendo del desencadenante de la disbiosis, esta se caracteriza por generar
cambios o modificaciones especificas en poblaciones bacterianas. La disbiosis
asociada a la obesidad se caracteriza por tener una mayor cantidad de
proteobacterias, en especial Escherichia coli, lo que conlleva a un aumento de LPS.
Estos, a su vez aumentan la permeabilidad intestinal y propician un estado de
inflamacion. Asimismo, se observa una proporcidon mayor de Firmicutes sobre
Bacteroidetes, destacando bacterias del género Clostridium (Gomes et al., 2018),
provocando cambios en el metabolismo y una mayor extraccion de energia de los

alimentos por parte de la microbiota (Cuevas-Sierra et al., 2019).

Los ciclodipéptidos (CDP) son moléculas bioactivas producidas mayormente por
bacterias, entre ellas la proteobacteria Pseudomonas aeruginosa. Dentro de sus
efectos bioactivos se ha observado que pueden modular poblaciones bacterianas al
inhibir o favorecer su crecimiento (Martinez-Carranza et al., 2018). Considerando
que en la obesidad se observa un incremento de proteobacterias, el presente trabajo
evalud el efecto de la mezcla de CDP producidos por Pseudomonas aeruginosa
PAO1 (CDP-PAO1) sobre gammaproteobacterias intestinales en un modelo de

disbiosis por obesidad en ratas Wistar, con el propdsito de identificar
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concentraciones que contribuyan al restablecimiento del equilibrio bacteriano sin

afectar negativamente la salud de los animales.

Estudios previos han reportado efectos beneficiosos de la mezcla de CDP en
diferentes modelos de enfermedades asociadas a disbiosis. En melanoma murino,
Duran-Maldonado et al., (2020) demostraron que reducen la formacién tumoral y la
supervivencia de células B-16-FO0, ejerciendo un efecto antitumoral. En un modelo
de obesidad en ratas Wistar, se encontré que los CDP disminuyen el peso corporal,
asi como el tejido adiposo, mejorando parametros metabdlicos y reduciendo
marcadores de inflamacion en el higado. Demostrando que los CDP tienen un efecto
antiobesidad y hepatoprotector. Estos hallazgos respaldan el potencial terapéutico
de los CDP en enfermedades asociadas a la disbiosis (Figueroa-Guzman, 2021;

Figueroa-Guzman, 2024).

En condiciones de eubiosis, las proteobacterias juegan un papel importante en la
regulacion y el equilibrio de las poblaciones microbianas,mediante la produccién de
bacteriocinas y la prevencién de la colonizacién por patégenos (Gomes et al., 2018;
Fuke et al., 2019). Sin embargo, en situaciones de disbiosis se observa un
incremento de LPS, asociado con una mayor permeabilidad intestinal y con el
desarrollo de enfermedades metabdlicas y neurodegenerativas. En la obesidad,
ademas, se produce una pérdida de poblaciones microbianas lo que reduce
funciones metabdlicas esenciales, como la reduccion de Bacteroidetes, filo

especializado en la fermentacion de carbohidratos (Adak et al., 2019).

Estas alteraciones en la composicion y funcidon microbiana también modifican la
interaccion del huésped con los microorganismos intestinales, lo que resulta
determinante para el mantenimiento de la homeostasis o la aparicién de patologias.
Los patégenos requieren ser eliminados de manera directa mediante terapias como
los antibidticos para controlar la infeccion, mientras que los microorganismos
comensales dependen en mayor medida de la interaccion directa con el huésped y
de la estimulacion de sus defensas, mas que de una inhibiciéon directa. No obstante,
los tratamientos antimicrobianos convencionales pueden alterar el equilibrio de la

microbiota comensal, favoreciendo que algunos de estos microorganismos
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adquieran un comportamiento patogénico y compliquen el curso de la terapia. De
forma alternativa, la manipulacion dirigida de la microbiota representa una estrategia
prometedora, ya que permite conservar o potenciar las funciones benéficas de los
comensales. En este sentido, la diferencia fundamental radica en que los patdgenos
son blanco directo de destruccidon, mientras que los comensales, ademas de ser
preservados, pueden incluso aprovecharse con fines terapéuticos, aunque existe el
riesgo de que sean afectados de manera no intencional por tratamientos disefiados

contra los patogenos (Casadevall y Pirofski, 2000).

Dada la importancia del equilibrio bacteriano, este estudio evalué la supervivencia
de gammaproteobacterias frente a los CDP-PAO1 en el ensayo de MTT. Se
utilizaron aislados clinicos (patdégenos) y comensales provenientes de heces de
ratas sanas. En los aislados clinicos, se obtuvo que E. coli y Klebsiella sp.
disminuyen su supervivencia en un 24 y 14 % a partir de 10 mg/mL; Salmonella sp.,
Shigella sp. y Pseudomonas aeruginosa disminuyen su supervivencia a partir de
una concentracién de 5 mg/mL en un 25.2, 29.87, 37.6 y 32.54 %; Proteus sp.
resultd mas sensible, con una inhibicion de 32.9 % a partir de 0.5 mg/mL. En
general, las concentraciones de 1, 5 y 10 mg/mL alcanzaron inhibiciones cercanas
al 50 %.

En los aislados comensales, tres (enterobacterias 2, 8 y 9) no mostraron afectacion.
Otros redujeron su supervivencia a partir de la concentracion de 1 mg/mL; las
enterobacterias 6 y 7, con 34-36 % de disminucion desde 5 mg/mL, y las
enterobacterias 3, 4, 5 y E. coli, con reducciones de 33-43 %). En conjunto, tanto
patdbgenos como comensales mostraron sensibilidades diferenciales, aunque las
cepas clinicas fueron mas sensibles. Estos resultados coinciden con lo reportado
por Figueroa-Guzman (2021, 2024), quien senala que la administracion de 5 mg/mL
en ratas obesas produce efectos benéficos, sin afectar a los animales sanos.
Convirtiendo esta concentracion en la mas adecuada para la administraciéon de los

animales (Figueroa-Guzman, 2021 y 2024).

Se ha descrito que la dieta es un factor que impacta fuertemente en la composicion

de la microbiota, cambiando poblaciones clave que llevan de una microbiota sana a
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un estado de disbiosis o enfermedad; a su vez, genera cambios biologicos en el
huésped (Brown et al., 2012). Las dietas altas en grasas y carbohidratos,
particularmente aquellas ricas en azucares y carbohidratos refinados, promueven la
disbiosis intestinal al reducir la diversidad microbiana y favorecer la proliferacion de
bacterias patogénicas. Este desequilibrio se asocia a una mayor capacidad de la
microbiota para obtener energia, o que incrementa la produccion de acidos grasos
de cadena corta y contribuye al exceso de adiposidad (Ulutas et al., 2024; Murphy
et al., 2015). La disbiosis en este proyecto se indujo en este modelo mediante 55
semanas de dieta obesogénica, caracterizada por un alto contenido en grasas y
carbohidratos y bajo aporte de fibra. Esta demostrado que el consumo de una dieta
alta en grasa y carbohidratos y baja en fibra provoca disbiosis que se ven reflejados
en cambios en el metabolismo y la homeostasis inmunoldgica y a su vez, genera un
incremento en el peso (Brown et al., 2012), por lo que se monitoreo el peso de los
animales a lo largo de estas 55 semanas. Durante el tratamiento, no se observaron
diferencias significativas de peso entre el grupo con disbiosis y el grupo
administrado con CDP. Este hallazgo sugiere que a pesar de las amplias
asociaciones reportadas entre la composicion de la microbiota intestinal y el peso
corporal, la manipulacion de la microbiota por si sola podria no ser suficiente para
inducir cambios sustanciales en el peso. De hecho, en estudios en humanos, las
intervenciones dirigidas exclusivamente a modular la microbiota han mostrado un

éxito limitado en el control de peso corporal (Boscaini et al., 2022).

El consumo de alimento fue otro parametro relevante. Antes del tratamiento, los
animales consumian cantidades similares, independientemente de la dieta. Durante
la administracién, los grupos con dieta regular mantuvieron un consumo constante,
mientras que los alimentados con dieta obesogénica redujeron su ingesta, aunque
con mayor saciedad caldrica, lo que explica el incremento de peso. Este fendmeno
concuerda con lo reportado por Hariri y Thibault, (2010), quienes describen que una
dieta alta en grasas y carbohidratos genera una mayor saciedad con menor cantidad
del alimento ingerido. Curiosamente, en el grupo obesogénico tratado con CDP se
observé un aumento del consumo de alimento, lo que sugiere que los CDP

estimulan el apetito en condiciones de disbiosis, sin modificar el peso corporal final.

75



Este hallazgo cobra relevancia si se considera la evidencia reciente que vincula la
microbiota intestinal con la regulacion del apetito. Diversos metabolitos microbianos,
como los acidos grasos de cadena corta, acidos biliares y derivados de
aminoacidos, participan en la percepcién nutricional, la transmision de sefales
neuronales y la secrecion hormonal en el sistema digestivo, influyen directamente
en la sensacion de hambre y saciedad (Yu et al., 2024). De este modo es posible
que los CDP, a través de la interaccion con la microbiota intestinal estén modulando

rutas metabdlicas y de sefalizacion involucradas en la regulacion del apetito.

Las heces, constituidas principalmente por agua (65-75%) y materia sélida (25-
35%), reflejan tanto la dieta como la actividad metabdlica de la microbiota intestinal,
por lo que representan un parametro indirecto de la salud intestinal (Rose et al.,
2015; Prochazkova et al., 2023). En este sentido, el analisis fecal a nivel
macroscopico, junto con la evaluacion de moléculas no absorbidas y la
cuantificacion de UFC representd una estrategia integral para valorar el impacto de
los CDP en ratas con disbiosis, permitiendo relacionar los cambios observados en
la microbiota con parametros funcionales de la salud intestinal. La consistencia de
las heces esta estrechamente relacionada con marcadores clave de la microbiota
intestinal. Se ha reportado que esta negativamente correlacionada con la riqueza
de especies y por el contrario positivamente asociada con la proporcidon
Bacteroides:Firmicutes y con la abundancia de géneros como

Akkermansia y Methanobrevibacter (Vandeputte et al., 2016).

Las alteraciones en la microbiota intestinal influyen directamente en la apariencia y
consistencia de las heces, principalmente a través de la digestidén de acidos biliares,
el tiempo de transito intestinal y la produccion de metabolitos como SCFAs. Una
microbiota sana produce SCFAs que ayudan a mantener una consistencia fecal
adecuada, mientras que su reduccion puede llevar a heces mas blandas o sueltas.
Asimismo, un exceso de bilis en el tracto digestivo puede provocar heces verdes,
mientras que, alteraciones en el metabolismo de las heces, producto de la disbiosis,
pueden originar coloraciones anormales. Ademas, la microbiota también regula la

motilidad intestinal mediante metabolitos, el metabolismo de acidos biliares y el eje
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intestino-cerebro. Esta relacion es bidireccional, ya que la alteracion en la motilidad
puede generar disbiosis y, a su vez, la disbiosis puede exacerbar trastornos como
el sindrome del intestino irritable o estrefimiento crénico (Vandeputte et al., 2016;
Bai et al., 2025; Q. Liu et al., 2022; Zheng et al., 2025; Cui et al., 2023).

Tanto la disbiosis como la dieta son factores determinantes en la apariencia de las
heces, siendo la fibra dietética uno de los componentes de mayor impacto en los
cambios de las heces, aumentando la frecuencia de excrecion, el peso seco y la
longitud, mientras que, el porcentaje de humedad disminuye en funcion de la
cantidad de celulosa de la alimentacién, generando cambios en la microbiota fecal
(Vandeputte et al., 2016; Oshiro et al., 2022), por lo que resulté importante la
evaluacion de este parametro en las heces. Tras la administracidon de tratamientos,
los grupos Ctrl, Ctrl+CDP y VEH permanecieron con las mismas caracteristicas del
grupo Ctrl, manteniéndose en parametros normales. Por otra parte, el grupo OBS y
OBS+CDP presentaron alteraciones en la coloracién y consistencia de las heces
tanto antes como después del tratamiento (disminuyendo en cantidad y con
apariencia mas seca). Dichas alteraciones, como ya se menciono estan asociadas
a la disbiosis desarrollada, asi como al bajo contenido de fibra de la dieta
obesogénica (Beyer et al., 1978). En este sentido, la dieta obesogénica, al reducir
drasticamente la fibra, condicion6 un entorno intestinal que favorece el
estrefiimiento, evidenciado en la clasificacion de las heces tipo 1-2 en la escala de
Bristol, en la coloracidon mas oscura y en la cantidad de heces excretadas en los
grupos OBS y OBS+CDP. Estos cambios son indicativos de una motilidad alterada
y de un ecosistema intestinal disfuncional (Zheng et al., 2025). Reportes en la
literatura indican que las dietas hipercaldricas disminuyen el transito gastrointestinal
y alteran la composicion fecal (Dameto et al., 1991; Mushref et al., 2012;
Prochazkova et al., 2023; Singh et al., 2021). De manera relevante la administracion
de CDP no produjo cambios ni en la forma ni en la coloracién de las heces en
comparacion con el grupo que no recibié administracion, lo que indica que estos
compuestos no ejercen un efecto directo sobre los parametros macroscopicos

fecales evaluados.
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La humedad en las heces es un parametro que se asocia con la salud intestinal, ya
que refleja la interaccidn entre dieta, microbiota y transito intestinal (Tan et al., 2017).
Este parametro puede verse influenciado por diversos factores, incluyendo la
cantidad de agua consumida, la cantidad de fibra de la dieta, la permeabilidad del
colon, la microbiota intestinal, el consumo de medicamentos o farmacos y algunas
enfermedades (Tan et al., 2017; Fu et al., 2022). Si bien, no existen reportes directos
que describan el efecto de una dieta alta en grasas y carbohidratos sobre el
contenido de la humedad en un modelo de disbiosis, si se ha documentado
ampliamente que la baja ingesta de fibra dietética reduce la capacidad de retencion
de agua intestinal, lo que repercute en la consistencia y volumen fecal. En este
estudio previo al tratamiento se observdé que existia una menor cantidad de
humedad en las heces de los animales alimentados con una dieta obesogénica, en
comparacion con aquellos que consumieron una dieta regular. Dado que no se
presentaron anomalias en el consumo de agua y no recibieron medicamentos que
pudieran afectar este parametro, la disminuciéon en la humedad fecal podemos
atribuirla a la baja ingesta de fibra de la dieta, lo que reduce la capacidad de
absorcién y retencion del agua en el bolo fecal y coincide con la menor cantidad de
heces excretadas y el estado de estrefiimiento que se muestra en la escala de
Bristol, lo cual sugiere que la dieta pudiese generar un efecto comparable mediante
mecanismos relacionados con la alteracion de la microbiota y la retencién de agua
intestinal (Fu et al., 2022). De manera similar, Stephen et al. (1979) describen que
el consumo adecuado de fibra favorece la retencion de agua en el intestino,
generando heces mas blandas o con mayor porcentaje de humedad, facilitando el
transito de heces a través del intestino hacia su evacuacion. Asimismo, Brinkworth
et al., (2009) demostraron que la dieta alta en grasa reduce el peso seco y la
humedad de las heces. La microbiota intestinal también desempefia un papel central
en este proceso. Vandeputte et al. (2016) reportaron que las heces mas blandas se
asocian a una mayor abundancia de bacterias de crecimiento rapido como
Bacteroides, mientras que las heces mas duras se asocian a bacterias de
crecimiento lento como Firmicutes. Este hallazgo guarda relacion con el estado de

obesidad en el que hay una mayor cantidad de Firmicutes que de Bacteroides. A su
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vez, un transito intestinal lento favorece una mayor absorcion de agua por el
intestino, produciendo heces con un menor porcentaje de humedad y por lo tanto
sequedad fecal (Tan et al., 2017). En conjunto, estos antecedentes apoyan que la
dieta alta en grasa y carbohidratos, al ser pobre en fibra, induce cambios en la

microbiota que culminan en una disminucion de la humedad fecal.

Durante el periodo de administracion de los tratamientos se observd que los
animales alimentados con una dieta regular mantuvieron un porcentaje constante
de humedad en las heces, mientras que aquellos con dieta obesogénica
presentaron valores mas bajos. Sin embargo, el grupo con dieta obesogénica y
tratado con CDP incrementé significativamente el contenido de humedad fecal
respecto al grupo con dieta obesogénica sin tratamiento. Efecto que no se observo
en animales con dieta regular. Estos resultados sugieren que los CDP ejercen un
efecto benéfico en condiciones de disbiosis asociada a la obesidad, posiblemente
al estar modulando poblaciones microbianas relacionadas con la fermentacion de
fibra, posiblemente favoreciendo la actividad o abundancia de Bacteroides
(Vandeputte et al., 2016). De este modo, el incremento en el contenido de humedad
en las heces podria considerarse un indicador indirecto de una mejora en la salud
intestinal, atribuible a la accion de los CDP en condiciones de disbiosis inducida por

dieta obesogénica.

La medicion del pH en las heces se utiliza como indicativo de salud intestinal o para
el diagnéstico de algunas enfermedades intestinales (Prochazkova et al., 2023). La
dieta es un factor importante para el cambio de pH en heces y, en especial, una
dieta alta en grasas se asocia con un aumento en el pH intestinal y fecal (Yamamura
et al., 2023). En este estudio, los valores obtenidos en todos los grupos se
mantuvieron dentro del rango considerado saludable (6.5-7.5). Aunque un estado
de obesidad y la dieta son factores importantes para modificar el pH de las heces,
el colon tiene la capacidad de regular el pH mediante la absorcion de AGCC y
secrecion de bicarbonato, lo cual puede mantener el pH dentro de los valores
normales (Duncan et al., 2009), esto actua como un mecanismo de amortiguacion

del organismo para ayudar a la salud del animal. Al encontrar el pH de las heces de
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todos los animales en parametros considerados saludables, a pesar del consumo
prolongado de la dieta obesogénica, podemos sugerir que algun mecanismo de esta

indole se esta activando.

Respecto a la evaluacion del pH en las heces en el periodo de administracion de los
tratamientos, los grupos alimentados con una dieta obesogénica presentaron un pH
en heces ligeramente mas acido que el de los grupos alimentados con una dieta
regular; sin embargo, estos valores siguen estando dentro de los parametros
asociados a la salud intestinal. Un pH cercano a 6.5 se asocia a una mayor
fermentaciéon de carbohidratos por la microbiota intestinal, lo que a su vez genera
una mayor cantidad de acidos grasos de cadena corta que tiende a acidificar las
heces (Yamamura et al., 2023), lo cual se ve mayor representado en nuestro grupo
con obesidad y la administracion de CDP, debido a esto, podemos decir que los
CDP en un estado de disbiosis por obesidad si tiene efecto en el pH de las heces,
generando cambios posiblemente en la microbiota asociada a la fermentacién de

carbohidratos y a el aumento de los acidos grasos.

Otra de las caracteristicas importantes de la disbiosis en la obesidad es que se
presenta un metabolismo alterado en diversos érganos, incluyendo el intestino y la
microbiota contenida en él (B. Liu et al., 2021). La evaluacion que se realizé de las
moléculas no absorbidas (proteinas, lipidos y carbohidratos) en los animales que
consumieron una dieta obesogénica por un tiempo prolongado, mostré cambios en
estos parametros, reflejando alteraciones en el metabolismo intestinal. La absorcion
de nutrientes de la dieta como lo son proteinas, lipidos, carbohidratos, vitaminas y
minerales, se realiza a través de mecanismos pasivos y activos en la capa de células
epiteliales que forman parte de la mucosa del intestino delgado y grueso; sin
embargo, este proceso de absorcion se ve favorecido con la microbiota residente
en el intestino, la cual también participa en la descomposicion de estos
macronutrientes para facilitar su absorcion, principalmente en la fermentacion de
carbohidratos. La mala absorcidén de nutrientes esta relacionada con enfermedades
gastrointestinales y con estados de disbiosis, los cuales se ven reflejados en

procesos gastrointestinales luminales, mucosos y posabsortivos (Kiela et al., 2021),
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surgiendo de aqui la importancia de realizar la evaluacidn de estas moléculas en las

heces.

Dentro de las moléculas no absorbidas presentes en las heces se encuentran las
proteinas. La proteina es un macronutriente absorbido principalmente en el intestino
delgado (yeyuno e ileon) por el transportador PepT1, que permite la entrada de
dipéptidos y tripéptidos al citoplasma del enterocito (Van der Wielen et al., 2017),
sin embargo, otro porcentaje es digerido en el intestino grueso (Adak et al., 2019).
En nuestros resultados podemos observar que, en el periodo previo a la
administraciéon de los tratamientos, hay un incremento de proteina en las heces de
los animales alimentados con una dieta obesogénica respecto a nuestro grupo
alimentado con una dieta regular. Este aumento sugiere alteraciones en la barrera
intestinal, las cuales estan relacionadas con una mala absorcion proteica y, a su
vez, también es indicativo de la presencia de un estado de inflamacién intestinal
(Debyser et al., 2016). Por lo tanto, los resultados indican que la disbiosis inducida
por la dieta obesogénica genera cambios funcionales en la digestion y absorcion de
proteinas. Durante el periodo de administracion de los tratamientos observamos que
todos los grupos alimentados con dieta obesogénica presentaron la misma cantidad
de proteinas excretadas y una mayor cantidad respecto a los grupos alimentados
con dieta regular; sin embargo, los grupos administrados (dieta regular y obesos)
con CDP no presentaron cambios respecto a su control correspondiente. Estos
hallazgos sugieren que, aunque los CDP pueden modular otros aspectos de la salud
intestinal, no ejercen un efecto directo sobre la absorcion de proteinas presente en

las heces.

Dentro de las moléculas no absorbidas presentes en las heces, los carbohidratos
representan un componente relevante que también fue evaluado en este estudio.
Su absorcion comienza con la hidrolisis enzimatica del enlace glucosidico y la
reduccion de esta molécula compleja en monosacaridos como glucosa, fructosa y
galactosa, los cuales son transportados al torrente sanguineo a través de diferentes
proteinas de membrana dependientes e independientes de sodio; sin embargo, no

todos los carbohidratos son digeridos y absorbidos en el intestino, algunos como la
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celulosa requieren de la fermentacion por la microbiota intestinal para poder ser
aprovechados (Wright et al., 2003). En el periodo previo a la administracion de los
tratamientos, los animales obesos presentaron una mayor cantidad de
carbohidratos en las heces respecto a nuestro grupo alimentado con dieta regular.
Este aumento de carbohidratos presentes en las heces puede atribuirse a una
deficiente digestion de carbohidratos y/o una disminucion de bacterias
fermentadoras de estos (Zuvarox et al., 2025). Por lo que, al observar el incremento
de carbohidratos en heces de los grupos con dieta obesogénica podemos inferir que
el consumo prolongado de esta dieta modifico la microbiota asociada a la
fermentacién de carbohidratos. Uno de los principales grupos asociados a la
fermentacion de carbohidratos es los Bacteroidetes (los cuales en un estado de
obesidad se ven disminuidos) (Zuvarox et al., 2025). La administracién de CDP en
los animales obesos provocd una disminucion en los carbohidratos presentes en
heces, sugiriendo que estos compuestos pudieron favorecer la proliferacion o
actividad de poblaciones microbianas asociadas a la fermentacion de carbohidratos,
contribuyendo a una mejora en el equilibrio de la microbiota y en consecuencia, en

la salud intestinal.

En cuanto a los lipidos, estas macromoléculas, principalmente triglicéridos, son
emulsionados por las sales biliares en la luz intestinal para posteriormente ser
hidrolizadas por las lipasas pancreaticas, resultando en acidos grasos libres y
monoglicéridos, los cuales a través de la proteina de transporte de acidos grasos 4
(FATP4) o la proteina de membrana CD36 tienen la capacidad de atravesar la
membrana apical del enterocito, para luego distribuirse a tejidos periféricos (Wit et
al., 2022). Cuando se presenta un aumento de lipidos en las heces se asocia
principalmente a una mala digestion de grasas, asociada a un deficiente
funcionamiento del pancreas o una deficiencia de sales biliares, los cuales pueden
ser provocados por la obesidad (Karpinska et al., 2022). Otro factor que puede estar
relacionado con la presencia de grasas en las heces es una mala absorcion
intestinal, asociada a dafos en la mucosa intestinal 0 a cambios en la permeabilidad
del intestino (Zuvarox et al., 2025). Por todo lo anterior, surge la importancia de su

cuantificacion. El consumo de la dieta obesogénica previo a la administracion de los
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tratamientos, provocé que las heces de los animales que la consumieron
presentaran una mayor cantidad de lipidos en ellas, respecto al grupo alimentado
con dieta regular. La administracion del tratamiento con CDP no modificé la cantidad
de lipidos presentes en las heces en ninguno de los grupos administrados (dieta
normal y dieta obesogénica), o que indica que estos compuestos no ejercen un
efecto directo sobre la digestion o absorcion de grasas bajo las condiciones

evaluadas.

Una dieta alta en grasas y azucares refinados genera una menor diversidad de
bacterias de la microbiota (B. Liu et al., 2021). El consumo de una dieta alta en
lipidos y carbohidratos generé en los animales una menor cantidad de UFC. Durante
el periodo de administracion de los tratamientos, aunque no existieron cambios
estadisticamente significativos entre los grupos que recibieron una dieta regular y
una dieta obesogénica, se mantuvo la tendencia a una menor cantidad de UFC de
los grupos alimentados con una dieta obesogénica. Se sabe que los CDP tienen la
capacidad de regular, promover e inhibir el crecimiento de poblaciones bacterianas
dependiendo de la concentracion de estos (Martinez-Carranza et al., 2018). Sin
embargo, en este estudio, la administracion de los CDP no gener6é cambios en las
UFC crecidas a 37 °C, en condiciones aerobias en heces excretadas, tanto de los
animales que recibieron una dieta regular como de los que recibieron una
obesogénica. Esto coincide con los resultados vistos en la supervivencia de
gammaproteobacterias comensales y provenientes de aislados patdégenos in vitro,
en las cuales se observé que con esta concentracion de CDP administradas algunas
bacterias no se vieron afectadas, mientras que, otras resultaron ser mas sensibles.
Ademas, en el intestino, las bacterias interactuan con multiples metabolitos y con
otras poblaciones bacterianas, lo que podria compensar el efecto directo de los CDP
y explicar la ausencia significativa en las UFC. Por otra parte, estas bacterias, al
provenir de un medio en el que se encuentran mas metabolitos, la interaccion con
otros microorganismos y moléculas que afecten el crecimiento de estas, no solo el
efecto aislado de los CDP, esto puede explicar que exista una compensacion en la

cual no se observe una disminucion estadisticamente significativa de las UFC.
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Las heces colectadas directamente del colon ascendente tienen una composicion
bacteriana diferente a las heces excretadas, principalmente debido a diferencias en
las condiciones de oxigenacion. En el colon ascendente la cantidad de bacterias
aerobias, incluidas las gammaproteobacterias, es menor que en las heces
excretadas (Icaza-Chavez, 2013). En concordancia, el conteo de UFC en heces del
colon no mostré diferencias significativas entre los grupos de dieta regular y
obesogénica, ni tras la administracion de CDP. Esta observacion se mantuvo al
utilizar el medio selectvo CHROMagar™ Orientation, especifico para
gammaproteobacterias, lo que indicé que los CDP no modifican la abundancia de
gammaproteobacterias en el colon. Sin embargo, existen reportes que indican que
los CDP tienen la capacidad de modular el quérum sensing, suprimiendo vias de
virulencia en gammaproteobacterias, reduciendo su patogenicidad (Jha et al.,
2024). Por lo tanto, aunque no se observd un efecto en la cantidad de UFC, es
probable que los CDP contribuyan a un efecto funcional sobre la microbiota
reduciendo la virulencia de estas bacterias y favoreciendo el equilibrio de las
poblaciones microbianas, lo que podria explicar las mejoras observadas en la salud
de los animales (Duran-Maldonado et al., 2020; Figueroa-Guzman, 2021; Figueroa-
Guzman, 2024). Aunque el medio LB no es exclusivo para gammaproteobacterias,
el medio CHROMagar™ Orientation si lo es. Al comparar la cantidad de UFC
crecidas en ambos medios, se observa un mayor recuento en LB, lo que indica que
no todas las colonias desarrolladas en este medio pertenecen a

gammaproteobacterias.

Todas las especies de la microbiota tienen un papel importante y desarrollan
funciones especificas contribuyendo a la salud del hospedero. Una mayor
diversidad microbiana se asocia con beneficios en el metabolismo, la modulacion
del sistema inmune y el mantenimiento de la homeostasis intestinal. Esta diversidad
se puede calcular mediante el indice de Shannon, donde valores mas bajos indican
una menor diversidad. Reportes previos muestran que individuos con obesidad
presentan un indice de Shannon menor que individuos no obesos; sin embargo, un
metaanalisis revel6 que la diferencia de medias no era significativa en el 81 % de

los estudios evaluados (Pinart et al., 2021), lo que evidencia la necesidad de
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analizar la diversidad microbiana en diferentes contextos. En nuestro estudio,
mediante el medio selectivo CHROMagar™ Orientation, se calculd el indice de
Shannon para evaluar especificamente la diversidad de gammaproteobacterias. Se
observo que el consumo de una dieta obesogénica provocé una menor diversidad
de gammaproteobacteria en el colon de los animales obesos. En contraste, la
administracién de CDP en estos animales aumento la diversidad respecto al grupo
que recibié la misma dieta sin tratamiento. Por otro lado, los CDP no produjeron
cambios significativos en la diversidad de gammaproteobacterias en animales
alimentados con la dieta regular. Una caracteristica importante de la microbiota es
que debe ser diversa y abundante, mientras que en un estado de obesidad
disminuye la diversidad y abundancia de la microbiota en general (Pinart et al.,
2021). Estos resultados indican que, en un estado de disbiosis inducido por
obesidad, los CDP tienen un efecto modulador sobre la microbiota, favoreciendo la
recuperacion de la diversidad de gammaproteobacterias comensales. Este hallazgo
es relevante, ya que la diversidad y abundancia de la microbiota son factores clave
para la salud intestinal y un estado de obesidad tiende a reducir ambos parametros.
El aumento de la diversidad de gammaproteobacterias observado sugiere un
restablecimiento de poblaciones comensales importantes, lo que podria contribuir a
la mejora del equilibrio microbiano y como consecuencia a la salud del hospedero
(Shin et al., 2015).

Los desequilibrios de la microbiota intestinal presentes en un estado de disbiosis,
caracteristicos de la perdida de bacterias beneficiosas y el crecimiento de bacterias
patdogenas comprometen la integridad estructural del intestino, generando cambios
a nivel histoldgico, incluyendo dafo a la barrera intestinal, adelgazamiento de capas
epiteliales, destruccion o modificacion de criptas, aumento de células inmunitarios
en la lamina propia como consecuencia de un estado de inflamacion, ruptura de
uniones estrechas y, en general, una mayor permeabilidad intestinal, generando un
estado inflamatorio créonico y una desorganizacion del tejido, principalmente en el
colon (Surd et al., 2024). Por ello, la evaluacién comparativa de los cambios
histolégicos entre los grupos resulta crucial para relacionar la disbiosis con los

efectos sobre la salud intestinal.
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Mediante microscopia Optica se analizaron los cambios en el colon ascendente,
seccion del intestino grueso en la que se concentra la mayor cantidad de cambios y
la mayor cantidad de microorganismos pertenecientes a la microbiota intestinal. En
los grupos Ctrl, Ctrl+CDP y VEH se observaron criptas definidas y conservadas,
células epiteliales integras, sin dafio aparente, una capa muscular definida, lumen
sin contenido inflamatorio y presencia moderada de linfocitos (Surd et al., 2024).
Cabe destacar que en el grupo Ctrl+ CDP se identificé una menor infiltracion y una
arquitectura mucosa mejor conservada en comparacién con los otros dos grupos, lo
que sugiere que los CDP tienen un efecto protector del tejido. En contraste, el grupo
OBS presenta perforacion en la pared del colon, lo cual permite que el contenido
intestinal, como heces, bacterias, entre otros compuestos, entren a la cavidad
peritoneal y tengan contacto con tejidos circundantes, o que puede ocasionar un
estado de inflamacién. También se encontré fibrosis alrededor del colon, lo cual
resulta como producto de una inflamacién crénica. Respecto a las criptas, estas se
detectaron estrechas, lo cual, a nivel fisiolégico, se puede expresar como una menor
absorcidn de nutrientes, alteraciones en la barrera intestinal y la presencia elevada
de infiltrados inflamatorios. Estos hallazgos se correlacionan con los cambios
observados en moléculas no absorbidas y en la humedad de las heces, asi como
con reportes previos que asocian la disbiosis por obesidad con alteraciones
metabdlicas, aumento de la permeabilidad intestinal y un estado inflamatorio
sostenido (B. Liu et al., 2021). El grupo OBS+CDP present¢ fibrosis submucosa; se
detectaron eosindfilos, neutrofilos y células inflamatorias en depdsitos de colageno,
lo que sugiere un efecto reparativo de los CDP sobre el tejido intestinal en
condiciones de disbiosis por obesidad. Por su parte, el grupo LPS presento6 atrofia
en las criptas, ulceraciéon en la mucosa y una gran cantidad de los infiltrados
inflamatorios, hallazgos consistentes con un dafio crénico inducido por endotoxinas
(Guo et al., 2013).

En conjunto, estos resultados destacan la importancia de la barrera intestinal como
estructura de permeabilidad selectiva que permite la absorcion de agua, electrolitos
y nutrientes dietéticos esenciales de la luz intestinal a la circulacion, que, a su vez,

esta en contacto con los metabolitos producidos por la microbiota, los cuales tienen
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efecto sobre la mucosa intestinal. La barrera intestinal regula la diafonia entre los
microbios intestinales comensales y la inmunidad del huésped, constituyendo la
primera linea de defensa contra los antigenos patdgenos intraluminales y los
microorganismos potencialmente dafinos (Stolfi et al., 2022). Los resultados de
histologia obtenidos de los grupos indican que los CDP pueden ejercer efectos
moduladores y reparativos sobre la mucosa intestinal en estados de disbiosis, sin

alterar la histologia normal en condiciones fisiolégicas.

La disfuncidén y actividad de los complejos de union epitelial pueden verse afectadas
por la invasion de patdégenos, presencia de una patologia y/o la secrecién de
toxinas, lo que genera un aumento en la permeabilidad intestinal y conduce a un
estado de disbiosis intestinal, vinculado con el desarrollo y la progresion de otras
condiciones patoldgicas. La integridad intestinal depende en gran medida de las
proteinas que conforman los complejos de union epitelial, como claudina 2 y E-
caderina, las cuales regulan la permeabilidad selectiva y el mantenimiento de la
barrera intestinal. Diversos factores pueden alterar su expresion, favoreciendo el
aumento de la permeabilidad intestinal y la instauracion de disbiosis (Stolfi et al.,
2022).

Para el caso de claudina-2 observamos que nuestros grupos Ctrl, Ctrl+CDP y
OBS+CDP expresan la misma cantidad de esta proteina. Por otra parte, nuestro
grupo OBS y LPS expresaron una menor cantidad de esta proteina respecto a
nuestro grupo Ctrl alimentado con dieta regular; reportes previos indican que una
dieta alta en grasas y un estado de inflamaciéon generan una menor expresion de
genes que codifican proteinas de las uniones estrechas (Cani et al., 2008). Sin
embargo, la administracion de CDP en condiciones de disbiosis restablecid los
niveles de claudina-2, lo que sugiere un efecto protector. Este incremento podria
estar relacionado con una mayor resistencia al dafo epitelial, que favorece la
regeneracion y proteccién del epitelio en procesos de inflamacion leve y en procesos
de regeneracién de la mucosa (Venugopal et al., 2019) y ademas de vincularse con
el paso de agua y iones. Acciarino et al., (2024) mencionan que en un estado de

obesidad se ve disminuida la cantidad de expresion de los genes de la proteina E-
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caderina. En el caso de E-caderina, la administracién de CDP no provocé cambios
entre los grupos, por lo que podemos decir que la administracién de los CDP en un
estado de salud y de disbiosis no generé cambios en la cantidad de E-caderina del

intestino grueso.

En conjunto, los resultados de este estudio confirman que la disbiosis inducida por
una dieta obesogénica altera profundamente la fisiologia intestinal y la composicion
microbiana, evidenciandose en parametros como la humedad, el contenido de
macronutrientes y la consistencia fecal. La administracion de CDP-PAO1 no genero
efectos adversos en los animales sanos ni obesos, pero si mostré indicios de un
efecto benéfico en condiciones de disbiosis, particularmente al incrementar el
contenido de humedad fecal, reducir los carbohidratos no absorbidos y favorecer un
aumento en la diversidad microbiana. Estos hallazgos sugieren una posible
modulacién positiva de poblaciones fermentadoras como Bacteroidetes. Aunque no
se observan cambios significativos en el numero de UFC, los resultados indican que
los CDP podrian ejercer efectos funcionales sobre la microbiota intestinal, regulando
la actividad metabdlica o la virulencia bacteriana mas que su abundancia. En este
contexto, los CDP-PAO1 emergen como compuestos prometedores para el
restablecimiento del equilibrio y la diversidad microbiana, asi como para la mejora
de parametros intestinales asociados a la disbiosis por obesidad, aportando bases
para futuras investigaciones que profundicen en los mecanismos moleculares de su

accion y en su potencial terapéutico.
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12.CONCLUSION

Los ciclodipéptidos de Pseudomonas aeruginosa PAO1 no disminuye el contenido
de gammaproteobacterias en la microbiota intestinal en un modelo de disbiosis; sin
embargo, los cambios encontrados en el porcentaje de humedad y consistencia de
las heces, la cantidad de carbohidratos excretados, el aumento en la diversidad de
gammaproteobacterias comensales, la mejora a nivel celular del intestino y los
cambios en la expresidn de claudina-2, nos sugieren que la administracion de CDP-
PAO1 en un estado de disbiosis regula otras poblaciones bacterianas favoreciendo

la resiliencia de la microbiota intestinal y mejorando la salud del animal.
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Resumen. Tenemos que comer; nos gusta comer; comer nos hace sentir
bien, el impulso del hambre debe satisfacerse todos los dias. Los
alimentos desempefian un papel fundamental en nuestra vida
cotidiana, no sélo por su sabor y su papel social, sino también por su
importancia como fuente de nutrientes esenciales, cada uno con su
funcién especifica en el cuerpo. La alimentacion abarca cualquier
sustancia, ya sea sdlida o liquida, ingerida por los seres vivos con el
propésito de obtener nutrientes mediante el proceso de digestion y el
uso de la maquinaria de los microorganismos de la microbiota. Pero
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sabemos realmente é¢de qué estan hechos los alimentos?, équé pasa
con ellos una vez que los consumimos?, (como es que se transforman
dentro de nosotros?, écudl es la funcion de las bacterias?, écomo
participan las bacterias en este proceso?, écudl es la relacidn de las
bacterias con la alimentacion?; en este articulo realizaremos un viaje y
conoceremos la ruta que siguen los alimentos y su relacién con las
bacterias de la microbiota intestinal.

Palabras clave: nutrientes, sistema digestivo, microbiota intestinal.
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Abstract. We have to eat; we derive pleasure from the act of consumption; eating makes us feel
good, the hunger impulse must be satisfied every day. Food assumes a pivotal role in our daily
existence, not merely for its sensory appeal and sociocultural significance, but also for its intrinsic
importance as a reservoir of essential nutrients, each endowed with specific functionalities within
the human physiological framework. Nutrition encompasses any substance, whether solid or liquid,
ingested by living beings for the purpose of obtaining nutrients through the process of digestion
and the use of the machinery of microbiota microorganisms. But do we genuinely comprehend the
composition of the edibles we ingest? What fate befalls them subsequent to consumption? How
do they metamorphose within our physiological milieu? How do they transform inside us? What is
the function of bacteria? How do bacteria participate in this process? What is the relationship of
bacteria with nutrition? In this article, we embark on an exploratory journey to elucidate the
trajectory of ingested food and its interplay with the bacterial inhabitants of the gut microbiota.

Key words. nutrients, digestive system, gut microbiota.

Explorando la composicion
de un alimento: nutrientes

a alimentacién desempefia un

papel vital en la salud, nuestras

células, tejidos, 6rganos y sistemas
funcionan correctamente con los
alimentos nutritivos que ingerimos. Todas
las funciones corporales, metabdlicas,
hormonales, mentales, fisicas o quimicas
no pueden ser realizadas de forma
adecuada por el cuerpo sin el consumo de
alimentos ricos en nutrientes. Los
nutrientes son compuestos quimicos
vitales para el cuerpo humano, necesarios
para mantener las funciones basicas (Fox,
2019). Encontramos cinco categorias
principales de nutrientes: carbohidratos,
lipidos, proteinas, vitaminas y minerales.
Los carbohidratos, lipidos y proteinas,
considerados macronutrientes, son los
mas abundantes, aportan la mayor parte

de la energia al cuerpo, consumiéndose
en grandes cantidades, mientras que el
agua, aunque es necesaria en grandes
cantidades, no proporciona energia. Las
vitaminas y los minerales, conocidos
como micronutrientes, son esenciales en
pequefias  cantidades  diarias vy
desempefian roles cruciales en el
metabolismo (Morris & Mohiuddin 2023).

Obtencidn de nutrientes a través
de la digestion

El cuerpo humano requiere alimentos
que proporcionen energia, promuevan el
crecimiento y reparen sus tejidos. Para
lograr esto, los alimentos que
consumimos emprenden un viaje a través
del aparato digestivo, donde se
transforman en sus componentes mas
basicos, como glucosa (azlcares),
aminoacidos (proteinas) y acidos grasos

Figura 1. Representacion de estructuras de las diferentes macromoléculas y sus subunidades. A.
Proteinas, subunidades son los aminoacidos B. Carbohidratos, subunidad son los azucares simples. C.
Lipidos, subunidades son el glicerol y acidos grasos. Los macronutrientes como son proteinas,
carbohidratos y lipidos, para poder ser absorbidos y utilizados por el organismo se deben descomponer
a estructuras mas pequefias, conocidas como subunidades que son los aminoacidos, azucares simples,
glicerol y acidos grasos respectivamente.

(6 Pibencrin, Cicncia 2 Ute

(grasas). Estos compuestos son
absorbidos en el torrente sanguineo
desde el intestino delgado y luego son
transportados a todas las células del
cuerpo para cumplir sus funciones vitales.
La digestion implica descomponer
fisicamente por movimientos fuertes y
constantes a los alimentos en particulas
mas pequefias, para posteriormente
degradar ain mas la estructura molecular
de los compuestos ingeridos por medio
de las enzimas digestivas (tanto humanas
como provenientes de microorganismos)
en una forma que sean absorbibles en el
torrente sanguineo (figura 1). El proceso
de digestiéon se produce en la cavidad
oral, el estdbmago y el intestino delgado y
grueso. Ademas, la digestidn requiere las
secreciones de los drganos digestivos
accesorios como el pancreas, el higado y
la vesicula biliar (figura 2) (Justin &
Dhamoon 2022).

El viaje de los alimentos

El viaje de los alimentos para
convertirse en nutrientes comienza en la
boca, donde los alimentos se
descomponen mecdnicamente por la
masticacion y se humedecen con la saliva.
Aqui, el alimento sufre su primera
transformacion, ya que se forma el bolo
alimenticio, el cual se traga con ayuda de
la lengua. El alimento continua su viaje
para adentrarse en un tunel llamado
faringe y seguira por el eséfago hasta
llegar a la siguiente parada llamada
estomago. En este sitio se encuentra el
jugo gastrico, compuesto principalmente
por acido clorhidrico y agua. Ademds,
contiene otros compuestos como cloruro
de sodio y potasio, y enzimas como la
pepsina, lipasas y disacaridasas
(Tresguerres, 2005), que ayudan a digerir
a las proteinas, lipidos y carbohidratos,
respectivamente. Estos elementos se
mezclan para formar un rio de jugo
gastrico, cuya funcién es facilitar Ia
ruptura de los alimentos, especialmente
de las proteinas. Posteriormente, el
alimento ya degradado sale del estémago
y continda su viaje, dirigiéndose hacia el
siguiente sitio, denominado intestino
delgado. Este lugar es un largo tubo
muscular semejante a una “cueva”, donde
se absorben los nutrientes. Esta regidn
esta forrada con millones de proyecciones
(semejantes a estalactitas y estalagmitas)
en forma de dedo llamadas
microvellosidades. Cada microvellosidad
estd vinculada a una red de capilares, los
cuales tienen la funcién de transportar los
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nutrientes hacia el torrente sanguineo y
los demds productos de la digestion,
incluida el agua, los cuales cruzan la
mucosa y entran en la linfa o la sangre.

Fin del viaje: Intestinos y
absorciéon de nutrientes

El viaje del alimento que inicio en la
boca tiene como destino final los
intestinos delgado y grueso. El intestino
delgado recibe su nombre porque tiene
un didmetro menor en comparacién con
el intestino grueso y es caracterizado por
una mayor longitud, una pared mas
delgada vy lisa, con abundantes
microvellosidades; consta de tres partes,

la primera se llama duodeno, el yeyuno
esta en el medio y el ileon al final. El
intestino delgado se caracteriza por
poseer una alta cantidad de enzimas
provenientes del pdancreas, las cuales
facilitaran la  digestion de las
macromoléculas y la neutralizacién de los
liguidos acidos provenientes del
estémago, este suceso se apoyara con la
presencia de una corriente de bilis,
proveniente de la vesicula biliar vy
producida en el higado, formada por sales
biliares, que funcionan como
emulsificantes 'y reguladores del
metabolismo de lipidos. El intestino
grueso (también denominado colon) es la
ultima estructura en procesar los

Figura 2. Esquema de las diferentes partes del cuerpo y 6rganos que conforman el aparato digestivo en
los humanos. Se encuentra conformado por la cavidad oral (participa en la formacién del bolo alimentico,
lugar donde comienza el proceso de digestion), la lengua (musculo que ayuda a deglutir el bolo
alimentico), es6fago (conducto que transporta el bolo alimentico hacia el estémago), estomago (se lleva
a cabo la degradacion de alimentos mediante enzimas y jugo gastrico), vesicula biliar (almacena y libera
bilis, la cual ayuda en proceso de digestion), higado (produccién de bilis y metabolismo de
macromoléculas), intestino delgado (digestion y absorcion de macromoléculas), intestino grueso o colon
(gran presencia de microbiota intestinal y absorcion de agua), recto (segmento final del intestino grueso,
donde se encuentran ya formadas las heces antes de su expulsion) y ano (segmento final del tubo digestivo

por donde salen las heces).
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alimentos. A diferencia del intestino
delgado, el colon tiene una longitud
menor y una pared mas gruesa (Fox,
2019). Esta seccion del tracto
gastrointestinal desempefia un papel
crucial en la formacién de las heces
mediante la absorcion de agua del
contenido intestinal durante el proceso
digestivo. Ademas de su funcién en la
elaboracion, almacenamiento y
evacuacion de las heces, el colon alberga
una poblacion mayor de microbiota
intestinal, invisible a simple vista, pero
que tiene un peso de alrededor de 1 a 2
kilogramos. Sin embargo, el intestino
grueso tiene una capacidad digestiva
limitada. Es importante destacar que para
llevar a cabo fielmente su funcidén, en los
intestinos habita una gran variedad de
bacterias que desempefian un papel
crucial en la digestion y absorcién de
nutrientes. Este ecosistema es conocido
como Microbiota intestinal.

Microbiota: émicro qué?

Sabemos que existen bacterias que
tienen la capacidad de generar
enfermedades las cuales conocemos
como patdégenos; sin embargo, existen
bacterias “buenas” que residen de forma
normal en el cuerpo humano
(denominadas en conjunto como
microbiota), especialmente en el tracto
gastrointestinal. Aunque la microbiota
intestinal estd compuesta por
microrganismos como hongos, protozoos
y arqueas, posee aproximadamente miles
de millones de bacterias (1x104), siendo
la dieta uno de los principales
determinantes del numero y diversidad
de microorganismos que la conforman
(Icaza, 2013). La microbiota intestinal
desempefia un papel fundamental en la
salud y el bienestar del hospedador, ya
que contribuyen a la regulacion del
sistema inmunoldgico, modulan diversas
funciones del sistema nervioso central
como la movilidad, el aprendizaje y la
memoria y cumplen funciones esenciales
como la produccidon de vitaminas y la
promocién del movimiento intestinal o
peristalsis (Garza-Velasco et al., 2021).

La microbiota intestinal ha
coevolucionado con el huésped humano
para desempefiar funciones relacionadas
con el desarrollo y las funciones
intestinales, la sintesis de micronutrientes
(como las vitaminas) y el metabolismo de
farmacos. Ademas, cada vez hay mas
pruebas de que también desempefia un
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papel importante en la obtencién, el
almacenamiento y el gasto de la energia
obtenida de la dieta. Los carbohidratos y
las proteinas no digeribles que llegan al
colon representan entre el 10% y el 30%
de la energia total ingerida y sin la
actividad de la microbiota intestinal,
generalmente estos se eliminarian a
través de las heces sin ser absorbidos.
Estos macronutrientes se fermentan en el
colon por accién de la microbiota en
acidos grasos de cadena corta (AGCC).
Estos se utilizan como fuente de energia
por las células del colon o se transportan
a varios tejidos periféricos para su
posterior metabolismo (Morris &
Mohiuddin 2023).

Los microorganismos del intestino
grueso permiten al huésped recuperar
energia a partir de carbohidratos vy
proteinas que, de otro modo, serian
indigeribles, ya que proporcionan una
serie de enzimas necesarias para su
metabolismo. Por ejemplo, Bacteroides
thetaiotaomicron un importante microbio
comensal del intestino, produce mas de
241 enzimas necesarias para
descomponer carbohidratos no
asimilables, mientras que el genoma
humano sélo contiene 98. Por lo tanto, la
microbiota intestinal proporciona al
huésped humano la capacidad de
degradar  polisacaridos  vegetales,
mejorando el equilibrio energético del
huésped (Morris & Mohiuddin 2023).

La microbiota del colon, desempefian
también un papel crucial en la absorcion
de agua en el intestino grueso. Aunque
las bacterias en si mismas no son
responsables directas de la absorcién de
agua, su presencia y actividad tienen un
impacto significativo en el proceso.
Durante la fermentacién de la fibra
dietética y la produccion de AGCC, estos
metabolitos aumentan la presidn
osmotica en el colon, lo que favorece la
absorcion de agua desde el intestino
hacia la circulacién sanguinea. Asi mismo
el proceso de absorcion de AGCC por las
células epiteliales del colon estd acoplado
al transporte de agua, lo que aumenta la
absorcion de este liquido. Algunas
especies bacterianas en la microbiota
también pueden estimular la motilidad
intestinal, lo que contribuye al
movimiento regular de las heces a través
del colon, lo que facilita la exposicion del
contenido intestinal al revestimiento del
colon y promueve una absorcidn eficiente
de agua (Garza-Velasco et al., 2021).
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Microbiota saludable = Individuo
Saludable

La composiciéon de la microbiota
intestinal es esencial para el
mantenimiento de la salud en general,
mientras que un desequilibrio puede
conducir a una amplia gama de
problemas de salud.

Existe una microbiota permanente,
que adquirimos al nacer y durante los
primeros afios de vida, y que rara vez
cambia. En contraste, también podemos
tener microbiota transitoria que se
presenta solo por periodos determinados
y que estda en funcién de factores
externos como la alimentacion, las
condiciones ambientales y el consumo de
antibidticos, entre otros.

Los componentes estructurales y/o
metabolitos bacterianos son suficientes
para inducir el desarrollo y la maduracion
de drganos, asi como participes en
procesos fisioldgicos en el huésped, nos
hace darnos cuenta de la importancia del
ecosistema microbiano en el
mantenimiento de un estado saludable.
El equilibrio del ecosistema microbiano
intestinal, denominado eubiosis, es un
concepto fundamental. En el afio 400 a.C.
Hipdcrates decia que «la muerte estd en
los intestinos» y que «una mala digestién
es el origen de todos los males». Ali
Metchnikoff, sugirié que la mayoria de las
enfermedades comienzan en el tracto
digestivo cuando las bacterias «buenas»
ya no son capaces de controlar a las
«malas».

A este trastorno lo denomind
disbiosis, es decir, un ecosistema en el
que las bacterias ya no conviven en
armonia. Una microbiota intestinal en
estado eubidtico se caracteriza por una
preponderancia de especies poten-

cialmente beneficiosas,
pertenecientes principalmente a los dos
filos bacterianos Firmicutes y Bacteroides,
mientras que las especies potencialmente
patégenas, son pertenecientes al filo
Proteobacteria (Enterobacteriaceae) vy
estan presentes en un porcentaje muy
bajo. En caso de disbiosis, las «bacterias
buenas» dejan de controlar a las
«bacterias malas», que toman el control
(Zhang et al., 2015).

Sin saber si la disbiosis intestinal es la
causa o la consecuencia, puede contribuir
al desarrollo o empeoramiento de muchas

enfermedades. A largo plazo, la disbiosis
tiene consecuencias graves como la
incapacidad de absorber adecuadamente
los nutrientes de los alimentos, esto
conduce a un envejecimiento prematuro,
fatiga crénica e inflamacion. Entre las
enfermedades asociadas a la disbiosis se
incluyen las enfermedades inflamatorias
intestinales, enfermedades
neurodegenerativas, cancer colorrectal,
enfermedades hepaticas, alergias vy
afecciones relacionadas con la nutricion,
como la obesidad, la diabetes tipo 2y la
celiaquia, asi como la fibromialgia, las
migrafias y la artritis reumatoide (por
mencionar algunas).

Influencia de la microbiota en el
estado de dnimo y la salud mental

En las Ultimas décadas, las
investigaciones sugieren que la microbiota
intestinal no solo ayuda a mantener nuestro
cerebro en perfecto estado de
funcionamiento sino que también puede
ayudar a dar forma a nuestros propios
pensamientos y comportamiento. La
microbiota intestinal pueden modular el
sistema inmunolégico y producir
moléculas que afectan directamente a las
neuronas, regulando su actividad.
También influyen en el desarrollo
temprano de las neuronas, afectando los
circuitos y comportamientos cerebrales a
largo plazo; a corto plazo, estos
microorganimos pueden regular la
produccion de serotonina, un
neurotransmisor que se encarga de
generar sensaciones de bienestar,
relajacion y satisfaccion. Asimismo, se ha
evidenciado una conexiéon entre los
estados de disbiosis y la aparicién de
enfermedades neurodegenerativas, como
el Alzheimer y Parkinson (Bustos et al.,
2022). En el afio 2013, cientificos
irlandeses introdujeron el concepto de
“psicobidtico” para describir probidticos
potencialmente  beneficiosos para
personas con trastornos psiquiatricos. Sin
embargo, la aplicaciéon de probidticos
para tratar trastornos mentales en
humanos es aln un campo de estudio
reciente.

Para cuidar nuestra salud intestinal, es
importante  mantener una dieta
balanceada rica en fibras a través del
consumo de frutas y verduras, asi como
consumir probidticos y prebidticos.
Disminuir el consumo prolongado de
antibiéticos o la automedicacién con
productos antimicrobianos, ya que esto
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también puede contribuir a mantener la
cantidad y diversidad de microorganismos
benéficos en la microbiota.

Conclusion

El proceso de digestion vy
descomposicion de los alimentos es
fundamental para la obtencion de
energia. Este proceso que resulta
complejo, no sélo implica la participacion
del aparato digestivo, sino que también se
complementa con la actividad de los
microorganismos presentes en el tracto
gastrointestinal, pertenecientes a Ia
microbiota, en especial las bacterias.
Estos microorganismos contribuyen
significativamente a la eficiencia del
proceso de obtencién de nutrientes,
haciéndolo indispensable para el
mantenimiento de la salud del individuo.
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Abstract: Protein kinases (PKs) are an important and very popular family of enzymes that play a vital
role in regulating cellular processes via the phosphorylation of targets. Nevertheless, modifications
in the expression due to mutations or their dysregulation can lead to diseases, including autoimmune
disorders, cardiovascular problems, diabetes, neurological diseases, and cancers. Cyclic ultra-short
peptides are amazing structures with unique properties. The cyclicity of cyclic peptides (CPs) can
mimic the interactions between PKs and natural substrates, influencing the enzyme activity essential
in health and disease physiology. Our review summarized that interference in the signal transduction
mechanism of the PKs by CPs implies the inhibition of substrate phosphorylation at the level of the
active site, similar to anti-neoplastic drugs. The remarkable capacity of CPs to interact with targets
positions them as promising candidates for developing protein kinase inhibitors in treating diseases.
This review offers new insights for CPs in molecular mechanisms, cytotoxicity, target selectivity, and
the possibility of designing more effective and safe therapeutic agents.

Keywords: protein kinases; protein kinase inhibitors; cyclic peptides; cyclodipeptides; anti-neoplastic
drugs; therapeutic targets; neuroprotective; aged and diabetes

1. Protein Kinases as Therapeutic Targets

The reversible addition of a phosphate group to a protein is perhaps one of the
significant critical post-translational modifications in the cell since most of the signaling
pathways in eukaryotics are regulated at the post-translational level. Processes such as
metabolism, transport, mobility, division, differentiation, and cell death are controlled by
signal transduction mediated by phosphorylation/dephosphorylation involving molecules
of carbohydrates, nucleic acids, proteins, lipids, etc. In this context, regulation can activate
various pathologies, including metabolic disorders, diabetes, cancer, cardiovascular, and
neurodegenerative and immune diseases, among others, making them key pharmacological
targets for therapeutic treatment [1-5].

Since Burnnet and Kennedy (1954) first described a protein kinase and obtained the
initial crystallized structure of the protein kinase PKA [6], extensive research on this protein
family has been underway (Figure 1A). Today, advancements such as “the complement of
protein kinases of the human genome (kinome)” [7] and new technological tools enable
more precise insights into the structure, functions, and interactions of protein kinases [8].
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By bioinformatics, Manning et al. (2002) found 518 genes encoding protein kinases,
representing 2.5% of the human genome. Of these, 478 contain the eukaryotic catalytic
domain (ePK), and 40 were considered atypical in having kinase activity but lacking
the kinase catalytic domain; moreover, they expanded the classification into ten large
groups and more than 100 subgroups [7,9]. Moreover, over 5000 interactions within kinase
networks have been identified, along with numerous kinase—disease associations that span
from genetic disorders to complex conditions like cancer [8,10].

Generally, protein kinases can be categorized based on the type of residue they phos-
phorylate or the nature of the protein-OH groups, resulting in 90 protein-tyrosine kinases,
43 protein-tyrosine kinase-like enzymes, and 385 protein—serine/threonine kinases [11-13].
Some of the most studied and clinically relevant groups of protein kinases include receptor
tyrosine kinases (RTKs). Genetic changes or abnormalities in RTKs can disrupt the activity,
cellular distribution, or regulation of these proteins. For instance, various cancer types
are frequently overexpressed or continuously activated [14]. In addition, the mRNAs
of different R-TKs may undergo alternative splicing [15], such as EGFR and VEGFR, the
variants of which are involved in tumor progression [14,16], or the compensatory activation
of mechanisms after the inhibition of these RTKSs is carried out.

On the other hand, non-receptor protein kinases also participate as second messengers
in signaling pathways. Src kinase is one of the most studied, but the other family members
are BTK, JAK, BCR-Ab], and TYK2. Well-studied Ser/Thr kinases typically recognize
specific amino acid residues around the phosphorylation site at several positions. However,
until 2022, sequence motifs for phosphorylation sites have been identified for only a portion
of the human protein Ser/Thr kinome. Nevertheless, Johnson et al. (2023) published their
work about the substrate specificities for the human serine/threonine kinome, providing
the link between phosphorylation events and biological pathways [17]. Some Ser/Thr
kinase family members with extensive research as therapeutic targets are CDK4/6, BRAF,
FKBP, and ROCK [13]. However, many Ser/Thr kinases are involved in diverse pathologies
proposed as promising targets with non-specific approved inhibitors. For example, the
PI3K/AKT/mTOR pathway is frequently overexpressed in various cancers. Although
numerous Akt antagonists have been in development, it was not until 2023 that the FDA
approved Capivaseriv, a specific inhibitor for this protein kinase, used in combination with
Fulvestrant for the treating of hormone-receptor-positive, HER2-negative advanced breast
cancer [18].

Protein kinases catalyze the transfer of phosphate groups to tyrosine, serine, and
threonine residues of different protein substrates, functioning as molecular switches that
are typically in an “off” state and switch to “on” when triggered by a signal [19]. They
can exist in various conformational states that dictate their activation or inactivation. PKs
possess a primary catalytic site, but around 83 domains with different functions have
also been found in multiple kinases [7]. Most protein kinases possess additional domains
that regulate kinase activity, the recruitment of binding partners, or the oligomerization
state. Some of the most well-characterized domains in protein kinases include the catalytic
domain or ATP-binding domain, which features a pocket formed between the N-terminal
domain and C-terminal domains, connected by a hinge sequence. The ATP-binding site
is located at the junction of the two essential regulatory domains and the A loop, which
is also part of the protein substrate binding site [20]. The SH2 domain is also relevant in
studying kinases since it binds to phosphorylated tyrosine sequences [21]. For example, it
is known that the C helix is recognized as a critical structural component influencing the
allosteric behavior of protein kinases [22] (Figure 1).
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Figure 1. The general structure and principal components of kinases. (A) Cartoon of the secondary
structure of the crystallized Aurora-A (10L5) PK, an oncogenic serine—threonine kinase modeled
using FirstGlance in Jmol (http://firstglance.jmol.org, accessed on 30 November 2024). (B) Cartoon
illustrating the location of the principal structural regions on the inactive and active state of the
tyrosine kinase domain of the epidermal growth factor receptor (EGFR). In the inactive state, kinases
adopt a conformation restricting substrate access to the active site. Upon activation, kinases undergo
structural changes that enable the phosphorylation of specific substrates (cartoons adapted from [23]).
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On the other hand, it has been described that the highly conserved Asp-Phe-Gly (DFG)
motif in kinases is relevant in the allosteric regulation of these enzymes by presenting
“in” or “out” conformational states that define the binding of ATP at the catalytic site [24]
(Figure 1B). Recently, small specific sequences of amino acid residues have been identified
as playing a crucial role in the interaction between protein kinases and their specific
substrates. These sequences are called KLIFS (kinase-ligand interaction fingerprint and
structure). They are housed in a database that gathers all kinase structures, aligning,
decomposing, annotating, curating, and enriching them with related information. This
significant contribution from research groups reflects the growing interest in developing
new kinase inhibitors for various human diseases [25,26]. The domains identified in these
protein kinases and insights into their roles in folding and interactions with other scaffold or
substrate proteins have enabled the advancement of multiple classes of inhibitors currently
under approval or in clinical trials for treating numerous diseases.

1.1. Protein Kinase Inhibitors

The role of kinases in disease pathophysiology is highlighted by evidence that genetic
alterations in kinases can disrupt cellular signaling. Kinase translocations, mutations, and
overexpression can lead to dysregulated protein kinase activity, which plays a significant
role in developing various diseases. Pharmacological and pathological evidence has es-
tablished that kinases are promising targets for drug development. All catalytic domains
of kinases exhibit homologous structures for ATP binding, with the binding strength and
specificity varying based on the compound (Figure 1A). This standard feature among
kinases facilitates the design of synthetic inhibitors aimed at the ATP-binding site, resulting
in improved selectivity and favorable drug-like characteristics, such as enhanced solubility
and bioavailability. The presence of electron donor and acceptor sites is a crucial criterion
for predicting the therapeutic efficacy of small-molecule kinase inhibitors. The sequence
and nature of amino acids influence interactions with pharmacological sites, potentially
modifying binding sites through weak interactions [13].

Since the 1980s, protein kinases have been identified as promising drug targets, pri-
marily due to advances in the molecular understanding of cancer [27]. Developing protein
kinase inhibitors that target the ATP site proved challenging. However, by the late 1980s,
Sun and colleagues successfully identified and optimized synthetic small molecule ki-
nase inhibitors aimed at the ATP-binding site, achieving desirable drug-like properties,
selectivity and potency. Afterward, in 1991 and 1992, the natural compounds Sirolimus
and Imatinib were recognized as significant milestones in developing kinase inhibitors.
Sirolimus became the first allosteric kinase inhibitor, playing a crucial role in the discovery
of the mechanistic target of rapamycin (mTOR) [28] and was approved by the FDA for
preventing organ rejection [29]. Imatinib, which potently inhibits several tyrosine kinases,
was initially approved for treating chronic myelogenous leukemia (CML) driven by the
BCR-ABL oncogene, and, later, for other indications, including treating gastrointestinal
tumors [30].

The number of approved kinase inhibitors globally has risen to 103 drugs, with 82
of these being small protein kinase inhibitors approved by the FDA (September 2024).
Additionally, 21 small-molecule protein kinase inhibitors have been approved in China,
Japan, Europe, and South Korea. Among these 21 agents, 11 target receptor protein—tyrosine
kinases, 8 inhibit receptor protein—tyrosine kinases, and 2 block protein-serine/threonine
kinases [31]. All 21 drugs are orally bioavailable or topically effective. Robert Roskoski
also compiled a small set of 80 FDA-approved protein kinase inhibitors [13]. However,
these information sources typically concentrate only approved inhibitors (compounds that
have completed phase 4 clinical trials) and lack long-term insights into the next generation
of protein kinase inhibitors. Expanding the scope to include protein kinase inhibitors
currently in clinical trials (compounds in development from phase 0 to phase 3) would
provide valuable information on the state of the art and current trends in kinase inhibitor
design. Notably, the Kinase Profiling Inhibitor Database lists 367 oral protein kinase
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inhibitors currently undergoing clinical trials worldwide, and this comprehensive catalog
is continuously updated (www.icoa.fr/pkidb/, accessed on 3 September 2024).

1.2. Small Protein Kinase Inhibitors Approved by FDA

Targeted therapies generally are divided into two types: small molecules (<1000 Da)
and macromolecules (ranging from 1500 to 150,000 Da), including monoclonal antibodjies,
polypeptides, antibody—drug conjugates, and nucleic acids [32]. Compared to macro-
molecule medications, small-molecule targeted drugs offer advantages in pharmacokinetic
properties, cost-effectiveness, patient compliance, and drug storage and transport [33].

Small-molecule kinase inhibitors are named according to the specific kinase family
they target, with each family associated with a distinctive suffix. “-inib” is used for
tyrosine kinase (TK) inhibitors, “-limus” for mTOR inhibitors, “-rafenib” for RAF inhibitors,
“-anib” for VEGFR inhibitors, “-metinib” for MEK inhibitors, “-lisib” for PI3K inhibitors,
“~clib” for CDK inhibitors, and “-mab” for monoclonal antibodies that target kinases. The
mechanism of action for small-molecule protein kinase inhibitors involves reversible and
irreversible interactions. Reversible inhibitors partially occupy the ATP-binding pocket and
form hydrogen bonds with the hinge region linking the enzyme’s small and large lobes.
This category includes types I, IY4 A, IY2 B, I A/B, II A, and II B. Additionally, reversible
inhibitors can bind to an allosteric site in the cleft between the kinase’s small and large
lobes near the ATP-binding pocket, as seen in types III and IV.

Moreover, type V inhibitors extend across two separate regions of the kinase domain,
limiting kinase activity and exhibiting diverse residence times, indicating the duration
they stay bound to the enzyme. Irreversible interactions occur when type VI inhibitors
form covalent bonds with the kinase’s active site. Furthermore, most protein kinases
contain extra domains that regulate kinase activity, oligomerization, and the recruitment of
binding partners.

From 518 members of the protein kinase superfamily, FDA approved only 26 drugs
with therapeutic applications that targeted PKs associated with different diseases (Table 1).
Due to the conserved ATP-binding site across the human kinome, ATP-mimicking com-
pounds often interact with multiple kinases, resulting in drugs with broad, sometimes
promiscuous, activity profiles. The promiscuous ATP-binding site applies to drugs such
as Abemaciclib, Palbociclib, Ribociclib, and Trilaciclib, all targeting the CDK4/6 protein.
Kinases like CDK4/6, AKT, HER2, ErbB1/2/4, and FKBP12/mTOR are regarded as thera-
peutic targets for breast cancer treatment [34] (Figure 2; Table 1).

Figure 2. Molecular structures of small protein kinase inhibitors. Discontinuous circles show
the adenine pocket in the therapeutic agent. Structures loaded from PubChem database (https:
/ /pubchem.ncbi.nlm.nih.gov, accessed on 22 September 2024).
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In contrast, some inhibitors are designed for a single target, such as the kinase inhibitor
Capivasertiv, which targets the AKT protein and is considered an oncogene. The AKT
protein is part of the phosphatidylinositol-3-kinase /protein kinase B/mammalian target
of rapamycin (PI3K/Akt/mTOR) signaling pathway, which has become a key target in
cancer, diabetes, obesity, neurodegenerative diseases, aging, and autoimmunity. That is due
to its central role in controlling essential cellular processes like cell growth, proliferation,
survival, and metabolism [35].

Additionally, the VEGEFR protein serves as a broad-spectrum therapeutic target, with
ten drugs known to inhibit it and treat various cancers (Table 1). The regulation of protein
kinases is critical from a therapeutic perspective, as some protein kinase inhibitors can
directly block multiple proteins or therapeutic targets, as seen with Afatinib, Lapatinib,
Neratinib, and Tucatinib (Table 1). Some inhibitors are promiscuous, targeting more than
two proteins, as in the case of Ponatinib and Regorafenib, each with nearly 11 targets
(Table 1). Ponatinib is specifically indicated for treating a single disease (leukemia-CML
or ALL).

Approximately 28 approved drugs act as multi-kinase inhibitors (Table 1), and the
simultaneous inhibition of multiple protein kinases offers potential benefits, as blocking
multiple targets may enhance the therapeutic effectiveness of these agents. Due to the
inherent genetic alterations in cancer cells, resistance to protein kinase inhibitors nearly
always develops [36]. This challenge led to the creation of second-, third-, and later-
generation inhibitors designed to target the original enzyme and the associated malignancy.
Gatekeeper mutations often drive the acquired drug resistance in the initial protein kinase
target [37]. A prime example is the gatekeeper mutation in BCR-Abl, which spurred
the development of first-, second-, and third-generation drugs that have significantly
extended the life expectancy of leukemia patients. First-generation Imatinib, second-
generation Bosutinib, Dasatinib, and Nilotinib are FDA-approved for frontline therapy.
Ponatinib, a third-generation drug, is approved for resistant cases with the BCR::ABL fusion
protein (T3151 mutation) or after failure with at least two other protein-tyrosine kinase
inhibitors [38].

In 2024, the FDA approved two new small-molecule protein kinase inhibitors, Lazer-
tinib and Tovorafenib. Lazertinib is an epidermal growth factor receptor (EGFR) kinase in-
hibitor targeting EGFR exon 19 deletions and exon 21 L858R substitution mutations at lower
concentrations than wild-type EGFR. In non-small-cell lung cancer (NSCLC) and mouse
xenograft models with EGFR exon 19 deletions or EGFR L858R substitution mutations,
Lazertinib showed anti-tumor effects. When combined with Amivantamab, Lazertinib
demonstrated enhanced anti-tumor activity in vivo compared to either treatment alone in a
mouse xenograft model of human NSCLC with an EGFR L858R mutation [39]. Tovorafenib
is a Type II RAF kinase inhibitor that demonstrated anti-tumor activity in cultured cells
and xenograft melanoma tumor models with BRAF V600E and V600D mutations [40].

Table 1. List of protein targets by FDA-approved small-molecule protein kinase inhibitors.

Protein Targets Drug Disease References
Abemaciclib
CDK4/6 Palbociclib Breast cancer and myelosupression [41-44]
Ribociclib yelosup
Trilaciclib
AKT Capivasertib Breast cancer [45]
Lapatinib #
HER2 Neratinib # Breast cancer [46-48]

Tucatinib #
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Table 1. Cont.

Protein Targets Drug Disease References
Afatinib
ErbB1/2/4 Lapaqn%b Non-small-cell lung cancer (NSCLC), [47,49-51]
Neratinib breast cancer, and colon cancer
Tucatinib
. .
FKBP12/mTOR Slroh.mus Breast. car}cer and . [52,53]
Everolimus * lymphangioleiomyomatosis
Binimetinib
MEK1/2 Cobimetinib Melanoma and neurofibromatosis [54-56]
Selumetinib
Dasatinib #
Imatinib #
Nilotinib # Chronic myeloid leukemia (CML), and
BCR-AbI Ponatinib # acute lymphocytic leukemia (ALL) [57-591
Asciminib
Bosutinib #
Gilteritinib
FIt3 Midostaurin # Leukemia [60-62]
Quizatinib
Dabrafenib
BRAF Encorafenib Melanoma [63]
Vemurafenib
Tovorafenib **
Abrocitinib *
Momelotinib
Pacritinib " . - . -
Baricitinib * Atopic dermatitis, myelofibrosis,
JAK1/2/3 .. rheumatoid arthritis, * alopecia areata, [64-69]
Fedratinib and * ulcerative colitis
Ritlecitinib *
Tofacitinib *
Upadacitibib *
Lorlatinib
Alectinib
Brigatinib # ALK-positive NSCLC, and inflammatory
ALK Ceritinib # myofibroblastic tumor [70.71]
Crizotinib #
Entrectinib #
Midostaurin # . .
PDGFR Ripretinib # Acute myeloid leukemia, and [72-74]
A . gastrointestinal stromal tumors
vapritinib #
Axitinib
Cabozantinib #
Fruquintinib Advanced renal cell carcinoma, advanced
Lenvatinib # medullary thyroid cancer, renal cell and
Pazopanib # hepatocellular carcinoma, metastatic
VEGFR1/2/3 Regorafenib # colorectal cancer, differentiated thyroid [75-7°]
Sorafenib # cancer, gastrointestinal stromal, and
Sunitinib # pancreatic neuroendocrine tumors
Tivozanib #
Vandetanib #
ROCK2 Belumosudil *

* Graft vs. host disease

[80]
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Table 1. Cont.

Protein Targets Drug Disease References
Pexidartinib # . .
Kit Ripretinib # Tenosynf)Vlal glant cell tumors, and [81,82]
A . gastrointestinal stromal tumors
vapritinib #
Capmatinib NSCLC, anaplastic large cell lymphoma,
MET Crizotinib # inflammatory myofibroblastic tumor, and [83]
Tepotinib MET mutant NSCLC
Dacomitinib #
Erlotinib
EGER Gefltln}b' EGFR-mutant NS(;LC, NSCLC, and [84,85]
Mobcertinib pancreatic cancer
Osimertinib
Lazertinib **
TYK2 Deucravacitinib * * Psoriasis [86]
TRKA/B/C Entrectlr.u‘t.) Solid tumors with NTRK fusion proteins [87]
Larotrectinib
Repotrectinib ..
ROS1 Entrectinib # ROS1-positive NSCLC [88]
Erdafitinib
Futibatinib . .
FGFR1/2/3/4 Infigratinib Urmheg?g.’ladgfr carkeet bile ?.‘;Ct . [89-92]
Nintedanib cancer, and idiopathic pulmonary fibrosis
Pemigatinib
Ibrutinib . . .
BTK Pirtobrutinib Ch;‘émc lylllnlp ;‘fcgtm lfiull(emlah(%l“)’ [93]
Zanubrutinib and smail fymphocyfic fymphoma
SYK Fostamatinib Chronic immune thrombocytopenia [94]
T970M Osimertinib # NSCLC with exon 1'9 d?letlons or exon 21 [95]
substitutions
CSFIR Pexidartinib # Tenosynovial giant cell tumors [96]
Sunitinib .
Axl Cabozantinib Renal cell carcinoma [97,98]

* Non-oncological therapeutic applications. ** New approved drugs by FDA in 2024. # Compounds that display
more than one target.

Among the 82 approved small-molecule protein kinase inhibitors, 14 target protein—
serine/threonine protein kinases, 4 act on dual specificity protein kinases (MEK1/2), 20 in-
hibit nonreceptor protein-tyrosine kinases, and 44 block receptor protein-tyrosine kinases.
While most FDA-approved kinase inhibitors are anti-neoplastic, others serve primarily as
immunomodulators. Only a select group, including Abrocitinib, Baricitinib, Belumosudil,
Deucravacitinib, Ritlecitinib, Tofacitinib, Upadacitinib, and Everolimus, are approved for
the treatment of inflammatory conditions, such as atopic dermatitis, rheumatoid arthritis,
graft vs. host disease, psoriasis, alopecia areata, ulcerative colitis, and lymphangioleiomy-
omatosis (non-neoplastic disease) [13].

Development efforts for inhibitors have stalled or have been abandoned for at least
11 kinase families and about 20 kinase targets, of which no agents are currently in active
trials [99]. The Aurora kinase family (Aurora kinase A, Aurora kinase B, and Aurora
kinase C) remains the most targeted kinase family without an approved agent despite
22 compounds having entered clinical trials. Aurora kinases, known for their role in cell
division and overexpression in numerous human tumors, have long been therapeutic
targets. However, more than 80% of Aurora kinase inhibitors that reached clinical trials
have since been discontinued [100].
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2. Cyclic Peptides as Small-Molecule Therapies Through Human Protein Kinase Inhibitors

Peptide-based medications may pose less risk, as their degradation yields only amino
acids, which are harmless once they bind to their target molecules [101]. Compared to
small molecules used in conventional treatments, peptides exhibit several advantages,
including reduced tissue accumulation, high selectivity, exceptional potency, and specific
biotarget interaction. In this sense, ultra-short peptides, defined as sequences of up to
7 amino acids, typically containing no more than 45 amino acids, stand out for their unique
structural and functional properties. Ultra-short peptides present strengths and limitations;
their immense potential as versatile scaffolds for diagnostics and therapeutic applications
is undeniable [102]. A key strategy for enhancing the performance of these peptides is
cyclization, which stabilizes their active conformation. Cyclic ultra-short peptides not only
retain the advantages of their linear counterparts, as it is, exhibiting enhanced mechanical
stability, efficient tissue penetration, and reduced immunogenicity, along with bio- and
cytocompatibility, characterized by non-hemolytic and non-cytotoxic behavior [103]. More-
over, the cyclic ultra-short peptides in vivo improve stability, resistance to protease, and
plasma degradation [103], and lead to a high bioavailability [104], excellent membrane
permeability [105], strong binding affinity [106], and limited conformational flexibility [107].
These attributes make cyclic ultra-short peptides exceptionally versatile and position them
as up-and-coming candidates for advancing therapeutic and diagnostic innovations. Unlike
small molecules in traditional therapies, peptides offer several advantages, including mini-
mal tissue accumulation, high selectivity, potency, and biotarget specificity [108]. Cyclic
peptides (CPs) are polypeptides composed of two or more amino acids, canonical or non-
canonical, linked by amide bonds in a circular sequence [104]. The ring structure can
be formed by joining one end of the peptide to another through amide bonds or other
chemically stable bonds like lactone, ether, thioether, or disulfide. Many cyclic peptides
gain their ring structure through amide bond formation between the amino and carboxyl
termini, a method called N-to-C (or head-to-tail) cyclization [109]. CPs can naturally be syn-
thesized post-ribosomally (via post-translational modifications) or through non-ribosomal
pathways, with non-ribosomal synthesis primarily involving amide bonds. In contrast,
post-ribosomal synthesis commonly uses disulfide bonds [110].

Cyclic peptides are approved for various therapeutic uses, including antibiotic, anti-
fungal, anti-cancer, and immunosuppressive activities [111]. These peptides are sourced
from terrestrial and marine environments [112], animal toxins [113], plants [9], and microor-
ganisms [114], and are even found as endogenous compounds in humans. Another way to
obtain cyclic peptides is through chemical synthesis, which allows for sufficient quantities
for large-scale biological testing. Although science has advanced to the point where cyclic
peptides can be modified and synthesized to achieve specific biological properties, most
cyclic peptides used in approved drugs are still of natural origin [115].

Compared to linear peptides, cyclic peptides identified through library screening
exhibit enhanced selectivity, potency, bioavailability, and metabolic stability. Their rigid
structure reduces the entropy of Gibbs free energy, enabling the stronger binding to target
molecules or receptors. The absence of carboxyl and amino termini in cyclic peptides
also makes them resistant to hydrolysis by exopeptidases and, in some cases, endopepti-
dases [116]. CPs with structures of 5 to 10 residues can bind with antibody-like specificity
and affinity [106]; this structural stability in the CPs directly contributes to their bioactivity,
as a longer residence time increases their capacity to interact with various pharmacologi-
cal targets.

The membrane permeability of drugs often depends on their physicochemical char-
acteristics, such as molecular weight, hydrogen bonding, and polar surface area [117].
Peptides are generally large and polar and cannot diffuse via passive transport across the
cell membrane [118]. The cyclization of peptides can help increase membrane permeabil-
ity by promoting intramolecular hydrogen bonds that mask the polar regions; however,
permeability tends to decrease with larger molecules (over ten amino acids and >1 kDa).
Synthetic peptides are usually designed to target extracellular receptors [104]. Naturally
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occurring CPs with a high membrane permeability often have N-methylamide bonds, ester
bonds, or both in their leading chains [105,119].

The potential of CPs to mimic the binding of endogenous molecules, including re-
ceptors, transcription factors, and enzymes, is crucial for their biological effects. Kinases
naturally interact with endogenous proteins and peptides, which can serve as potent in-
hibitors or activators. The peptide-based and cyclic structure of the CPs allows them to
replicate interactions between kinases and their natural substrates, thereby influencing
kinase activity, a critical factor in health and disease. Reversible protein phosphorylation,
mediated by kinases and phosphatases, is vital for biological and pathological processes. By
transferring the y-phosphate group from ATP to serine (Ser), threonine (Thr), and tyrosine
(Tyr) residues, protein kinases regulate core cellular functions like metabolism, cell cycle
progression, and cytoskeletal organization. CPs have shown significant effectiveness in
disrupting protein—protein interactions [120].

Cyclic Peptides as Therapeutic Tools: Kinase Inhibition and Biomedical Applications

Cyclic peptides can selectively target microbial proteins that differ from human pro-
teins, making them suitable for developing antimicrobial drugs with minimal toxicity
to patients [121]. Recently, the FDA approved several CPs for treating bacterial and
fungal infections; for example, Telavancin and Daptomycin are effective against Gram-
positive bacteria, mainly by disrupting cell membrane homeostasis through depolariza-
tion [122,123]; Polymyxin B targets Gram-negative bacteria by altering the lipid A com-
ponent of lipopolysaccharide in the outer membrane [124]. Antifungal agents such as
Anidulafungin inhibit fungal cell wall synthesis, leading to osmotic cell lysis [125]. Re-
search is also underway on CPs for viral infections, as their affinity for viral fusion proteins
shows antiviral potential [126]. For instance, CPs have been studied in SARS-CoV-2, where
they block receptor binding in cultured cells in a dose-dependent manner [127]. A similar
effect is seen in human immunodeficiency virus (HIV), where CPs interfere with the specific
interaction between the virus and host proteins, preventing viral replication [128]. CPs can
also function as inhibitors of RNA-protein interactions and enzymes, effectively target-
ing proteases, phosphatases, the proteasome, HIV integrase, and dam methyltransferase,
among others [129].

Cyclic peptides emerged as promising therapeutic agents for the inhibition of kinases;
deregulated kinases are often oncogenic and vital for cancer cell survival and proliferation
(Table 1). The HGF-MET pathway drives essential processes like invasion, metabolic
reprogramming, angiogenesis, metastasis, immune evasion, and drug resistance within the
tumor microenvironment, all of which contribute to malignant transformation [130,131].
Although no selective HGF-MET inhibitors are yet to be approved as cancer therapies, the
selective inhibition of MET activation is anticipated to be an effective molecularly targeted
cancer treatment. HGF is synthesized and secreted as single-chain HGF (scHGF), which
becomes active two-chain HGF (tcHGF) after cleavage at Arg494-Val495 [132]. Only tcHGF
can activate MET, as scHGF is an inactive precursor that cannot activate the MET receptor.
The cyclic peptide HiP-8 inhibits MET activation/phosphorylation in cultured human
cells, binding specifically to tcHGF with a dissociation constant (KD) of 0.4 nM and a slow
dissociation rate (koff = 0.4 x 1072 s~1). HiP-8 exhibits an IC50 of 0.9 nM, indicating the
potent inhibition of the HGF-MET interaction. Notably, HiP-8 inhibits only tcHGF and
not scHGF, suggesting its potential as cancer therapy [133]. The proteolytic conversion of
scHGEF to its active form by serine endopeptidases like matriptase, hepsin, and the HGF
activator is the rate-limiting step in HGF/MET signaling. A novel class of macrocyclic
peptide inhibitors, such as compound VD2173, potently inhibits matriptase and hepsin,
blocks scHGF activation in lung cancer models, halts HGF-mediated wound healing, and
overcomes the resistance to EGFR- and MET-targeted treatments [134].

Inhibiting angiogenesis has become a key strategy in cancer therapy. The new pro-
apoptotic peptide CIGB-300 (P15-Tat) has demonstrated antiangiogenic effects on endothe-
lial cells by disrupting the CK2-mediated phosphorylation. CPs are widely used as scaffolds
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in drug design due to their notable stability and favorable biopharmaceutical properties.
Two highly stable cyclic trypsin inhibitors, MCoTI-II and SFTI-1, serve as frameworks to
integrate the bioactive epitope P15 into various backbone loops. This approach enhances
the antiangiogenic activity and stability of P15 when integrated into cyclic trypsin inhibitor
scaffolds [135].

The human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) is overexpressed in numerous
cancers, making it an important therapeutic target [136]. Trastuzumab is an FDA-approved
monoclonal antibody that targets HER2 and is used to treat HER2-positive cancers [137].
The cyclic peptide Cyclo-GCGPep1 was designed in silico, based on the binding interaction
between an antibody and the HER2 protein to create peptide-drug conjugates with Camp-
tothecin. Biological assessments show that the resulting conjugate has antiproliferative
solid effects on SK-BR-3 and NCI-N87 cells, retaining Camptothecin’s pro-apoptotic and
Topo I inhibitory actions. Simultaneously, Cyclo-GCGPep1 enables the effective targeting
of HER2-positive cells.

Compared to Camptothecin alone, the conjugated peptide shows superior permeability
in tumor spheroid models. Designing CPs based on antibody—protein target binding
modes is crucial for developing new therapeutic strategies. The Cyclo-GCGPepl and
Camptothecin conjugate holds promise as a treatment for HER2-positive cancers [138].

The polo-box domain (PBD) of Polo-like kinase 1 (P1k1) is a promising target for cancer
therapies. PBD plays a role in substrate targeting and Plk1’s subcellular localization and it
regulates kinase activity through an auto-inhibitory interaction with the kinase domain.
Plk1, a key serine/threonine kinase, is essential in various mitotic processes, including
mitotic entry, centrosome maturation, bipolar spindle assembly, chromosome segregation,
and cytokinesis [139]. Elevated Plk1 levels and activity are associated with tumor pro-
gression and a poor prognosis [140]. These findings indicate that targeting Plk1/PBD
could be an effective strategy for developing new anti-cancer drugs. Innovative phospho-
rylated macrocyclic peptidomimetics, engineered based on the acyclic phosphopeptide
PMQSpTPL, target PBD and demonstrated anti-tumor activity both in vitro and in vivo.
The novel macrocyclic peptidomimetics could be powerful templates for developing potent
Plk1-PBD inhibitors [141].

Cancer cells undergo an epithelial-mesenchymal transition (EMT), transforming into
invasive forms that spread to other organs. A novel treatment strategy to inhibit cancer
cell migration and invasion involves targeting molecules associated with the EMT process.
The cyclic-pentapeptide (-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys) (c(RGDfK) has been recognized as an
integrin oty B3 inhibitor, functioning as a targeted peptide to enhance tumor cell sensitivity
to drugs in anti-angiogenic cancer therapy. When used in conjunction with cRGDfK,
Sunitinib increased its anti-EMT effects and decreased the expression levels of mesenchymal
marker mRNA and protein compared to its use alone [142]. The use of cyclic pentapeptides
(cRGDfK) containing the arginine-glycin-aspartic acid (RGD) motif enhances the target
selectivity and drug delivery of anti-cancer medications [143,144]. Numerous studies have
demonstrated the potential of RGD-containing peptides as delivery vehicles for anti-cancer
drugs. Cyclic peptides, particularly cRGDfK and cRGDyK (cyclo Arg-Gly-Asp-D-Tyr-Lys),
exhibit a strong affinity and selectivity for binding integrin oy (3. Thus, CPs can deliver
therapeutic small molecules such as doxorubicin and paclitaxel to cancer patients [145].

The epidermal growth factor receptor (EGFR) family comprises EGFR (ErbB1), ErbB2,
ErbB3, and ErbB4, all exhibiting tyrosine kinase activity. These receptors can form ho-
modimers or heterodimers upon binding to ligands, leading to the phosphorylation of
specific tyrosine residues in their intracellular domains. These phosphorylated residues
serve as docking sites that can activate several intracellular signaling pathways [146]. The
activation of EGFR signaling is associated with various physiological and pathological pro-
cesses, including embryonic development, cell proliferation, cell survival, and cancer [147].
Small-molecule inhibitors, such as Gefitinib and Erlotinib, have been clinically approved to
target the tyrosine kinase domain of EGFR (TK-EGFR). Lazertinib, a recently developed
third-generation EGFR tyrosine kinase inhibitor (TKI), is used for patients with advanced
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EGFR T790M-positive non-small-cell lung cancer who have shown disease progression
after treatment with first- and second-generation TKIs [148] (Figure 2; Table 1). Despite
progress, significant concerns persist regarding the severity of side effects, off-target effects,
and drug resistance. Among the CPs explored for novel drug development, NP1 has shown
an inhibitory effect on TK-EGFR with an IC50 in the nanomolar range. NP1 has a binding
affinity (KD) of 18.40 £ 5.50 uM for EGFR. It has been shown to inhibit phosphorylated
EGEFR levels upon activation in cancer cells [149]. The EGFR gene can undergo several
mutations, particularly in exons 18-21, which encode part of the EGFR kinase domain
associated with certain lung cancer types [150]. The most common mutation is EGFR
variant III (EGFRVIII), which involves the deletion of exons 2-7 and is linked to more
aggressive diseases and a worse prognosis [151]. Two cyclic peptides, c(CHVPGSYIC) and
¢(CVNAMQSYCQ), effectively bind and internalize the EGFR and EGFRVIII cell lines. Dock-
ing simulations revealed that the peptides interact with the EGFR receptor near the EGF
binding site, showing substantial overlap with EGF [151]. A novel cyclic peptide, M-2-5,
demonstrates the robust targeting of the extracellular domain of EGFR, binding tightly and
effectively antagonizing EGF stimulation; EGFR phosphorylation and the subsequent signal
transduction, representing a potential therapeutic use for cancer treatment [152]. PAD-1, a
cyclic peptide self-assembled into a scaffold, recognizes the membrane protein EGFR and
arrests EGFR signaling by inducing aggregation through multivalent interactions. By pro-
moting by the endocytosis of overexpressed EGFR on cancer cell membranes, PAD-1 forms
nanofibers in the lysosome, resulting in lysosomal membrane permeabilization (LMP). This
mechanism disrupts EGFR homeostasis and inhibits downstream signaling transduction,
presenting a promising therapeutic approach [153].

Pathological angiogenesis begins when abnormally expressed vascular endothelial
growth factors (VEGFs) bind to their receptors (VEGFRs). Inhibiting the interaction between
VEGF and VEGER has been clinically validated as an effective cancer treatment. Novel
cyclic peptides A-cL1, B-cL1, and P-cL1 mimic Loop 1 of VEGF-A, VEGF-B, and PIGFE.
These peptides primarily bind to the D3 domain of VEGFR1 and VEGFR?2, successfully
blocking their activation. They exhibit antiangiogenic and anti-cancer effects by inhibiting
the MAPK/ERK1/2 signaling pathway. The VEGFR-targeting peptide VEGF125-136 (QR)
blocked VEGF signaling, promoting tumor vascular normalization. When conjugated
with a lytic peptide (KLU), it forms a peptide—drug conjugate QR-KLU, inhibiting liver
cancer cell growth and downregulating VEGF expression under normoxic and hypoxic
conditions [154].

Renal fibrosis is a standard and irreversible process associated with chronic kidney
disease (CKD), characterized by excessive extracellular matrix deposition. It is a common
endpoint for nearly all forms of CKDs. Despite significant advancements in recent years,
no approved antifibrotic therapies for kidney conditions [155].

The extracellular matrix (ECM) protein CCN2 regulates the fibrotic process by activat-
ing the EGFR signaling pathway. To create compelling and durable selective inhibitors of
the CCN2/EGER interaction, new peptides targeting CCN2 have been developed. Notably,
the 7-mer cyclic peptide OK2 shows intense activity in inhibiting STAT3 phosphoryla-
tion and cellular ECM protein synthesis induced by CCN2/EGFR activation. In vivo
experiments also indicate that OK2 significantly reduced renal fibrosis in a mouse model
of unilateral ureteral obstruction, providing a promising new strategy for treating renal
fibrosis [156].

The monomeric GTPases K-Ras, H-Ras, and N-Ras play critical roles in various sig-
naling pathways, such as cell proliferation, differentiation cytoskeletal reorganization,
membrane trafficking, and apoptosis, with mutations found in about 30% of cancer
cases [157,158]. Genetic studies indicate that inhibiting the interaction between Ras and
its effector proteins could be a potential strategy for treating cancer patients. However,
developing effective drugs has proven challenging due to the lack of distinct binding pock-
ets for small-molecule drugs on the Ras protein surface. Wild-type Ras cycles consisting
of its inactive GDP-bound state (Ras-GDP) and its active GTP-bound state (Ras-GTP),
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the Ras-GTP activating effector proteins like Raf, PI3K, and Ral-GDS, or the inhibitors
designed to block Ras-effector protein interactions have typically exhibited deficiencies in
potency, selectivity, and /or membrane permeability [159]. Cyclorasin 9A5 is an 11-residue
cyclic peptide that can penetrate cells and selectively inhibits Ras-GTP. The simultaneous
inhibition of the MEK and PI3K signaling pathways results in a combined decrease in
cell viability and an increase in apoptosis in Ras mutant cancer cells. Cyclorasin 9A5
effectively disrupts protein—protein interactions (PPI) in H358 lung cancer cells and reduces
Ras-dependent signaling in a dose-dependent manner, with an IC50 of approximately
3 mM [160]. Structure-activity relationship studies found that Cyclorasin 9A54 exhibits
even more potent PPI inhibition (IC50 = 18 nM). Both peptides contain a cell-penetrating
peptide (CPP)-like motif (Arg-Arg-dNal-Arg-Fpa) where dNal is d-b-naphthylalanine and
Fpa is I-4-fluorophenylalanine. However, only Cyclorasin 9A5 effectively penetrates cells
to demonstrate significant cell-based activity, suggesting that the conformational flexibility
allowing the peptides to adopt an amphipathic structure is essential for their ability to
permeate cells [161].

KS-58 is a bicyclic peptide advancing the development of new cancer therapeutics. It
enters cells and blocks the interaction between K-Ras (G12D) and their effectors, restricting
cell growth and showing considerable resistance to protease degradation [162]. P110«, a
family member of the phosphoinositide 3-kinase (PI3K)), is critical in transducing signals
downstream of RAS. RAS proteins facilitate the activation of p110 « through direct inter-
action with its RAS binding domain (RBD), thereby promoting various cellular functions,
including growth, proliferation, and survival. Cyclo-CRVLIR is a novel kinase inhibitor
that binds to the p1100-RBD domain, blocking its interaction and exhibiting promising
therapeutic potential in RAS-associated malignancies [163].

N-methyl-D-aspartate receptors (NMDARs), neuronal nitric oxide synthase (nNOS),
and Postsynaptic Density Protein-95 (PSD-95) form a complex that is an attractive thera-
peutic target for the treatment of acute ischemic stroke. The complex is formed via the PDZ
protein domains of PSD-95. Attempts to disrupt the complex often rely on C-terminal pep-
tides sourced from the NMDAR; however, nNOS interacts with PSD-95 via the 3-hairpin
motif, presenting an alternate foundation for developing PSD-95 inhibitors. The inhibition
strategy interrupts the nNOS/PSD-95 interaction using a cyclic nINOS -hairpin mimetic
peptide. Peptide macrocycles exhibit one of the highest affinities documented for a PDZ
domain, providing insights for developing a treatment for acute ischemic stroke. [164].
Tropomyosin receptor kinases (Trks) are tyrosine kinases activated by neurotrophic factors
called neurotrophins. TrkA engages with nerve growth factor (NGF), leading to pain induc-
tion. A macrocyclic peptide named Peptide 19 obstructs interactions between TrkA and
NGEF (IC50 = 21 nM), resulting in an analgesic effect in a rat model of incisional pain [165].

Momelotinib is an ATP-competitive small-molecule type I inhibitor of Janus kinases
JAK1 and JAK2, approved for use in anemic patients with high- or intermediate-risk
myelofibrosis (MF) (Figure 2) [166]. Cytokines act as communicative agents for the im-
mune system, serving critical roles in various biological responses and influencing the
immunological response. When cytokine production or biological activity is disrupted,
the homeostatic balance of the immune response is altered, resulting in many diseases,
including autoimmune and inflammatory disorders. Cytokines attach to specific receptors
on cells, activating intracellular enzymes known as Janus kinases (JAKs). JAK3 modulates
a limited range of y cytokines, rendering it a potentially optimal target. Ritlecitinib is
the most advanced selective irreversible JAK3 type VI inhibitor, exhibiting no activity
against other JAK isoforms, and is approved for the treatment of alopecia areata (Figure 2).
7583 is a new and effective inhibitor of JAK3 with significant therapeutic potential for
autoimmune illnesses, particularly in rheumatoid arthritis (RA) [167]. The activation of the
Janus kinase/signal transducers and activators of the transcription (JAK/STAT) pathway is
primarily marked by the building and disassembly of protein complexes, which are strongly
associated with the expression of inflammatory genes. Suppressors of cytokine signaling
(SOCS) proteins negatively regulate the JAK/STAT pathway. SOCS1 possesses a small
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kinase inhibitory region (KIR) responsible for inhibiting JAK kinases. A peptidomimetic of
KIR SOCS]1, designated PS5, diminishes JAK/STAT phosphorylation and the production of
interferon regulatory factor-1 (IRF-1), leading to a significant decrease in inflammatory gene
expression, demonstrating potential therapeutic effects in cardiovascular diseases [168].

PEP1, a cyclic peptide, efficiently transports into COS-1 cells and inhibits the phospho-
rylation of Gonadotropin-regulated testicular RNA helicase (GRTH) in a dose-dependent
manner [169]. Rats, mice, and humans express GRTH, a constituent of the DEAD-box
family of RNA helicases, in their testes, functioning as a post-transcriptional regulator of
genes essential for the completion of spermatogenesis [170]. Prior research suggested that
blocking the GRTH phospho-site or the interaction between GRTH and protein kinase A
(PKA) might help create male contraceptives [171].

One tactic to potentially improve peptide therapies effectiveness, target selectivity,
and metabolic regulation is the introduction of non-natural amino acids [172]. D/L-Hybrid
peptides represent another exciting type of molecular modality due to their enhanced
resistance to proteolysis and broader structural diversity compared to peptides composed
only of proteinogenic L-amino acids. Macrocyclic D/L-hybrid peptides, featuring five
types of D-amino acids (D-Tryptophan, D-Alanine, D-Serine, D-Histidine, and D-Tyrosine),
demonstrate inhibitory activity against hREGF-hEGEFR interaction and exhibited remarkable
protease resistance after 24 h of incubation in human serum [173]. Moreover, the hEGF-
hEGFR interaction can be inhibited by o/ 3-macrocyclic peptides (in which 3-homoglycine,
3-homoalanine, 3-homophenylglycine, and f-homoglutamine are introduced by repro-
gramming the genetic code). Peptides composed of 3-amino acids frequently exhibit dis-
tinctive and robust folding capabilities, thereby earning the designation of foldamers [174].
Peptides composed exclusively of 3-amino acids (3-peptides) and those having a combina-
tion of «- and 3-amino acids (cc/ B-peptides) exhibit superior folding capabilities relative to
a-peptides. Due to the self-folding capability of these ot/ 3-peptides, they can achieve a fa-
vorable entropic effect relative to x-peptides, resulting in an anticipated enhanced binding
affinity to target proteins. Furthermore, ot/ 3-peptides typically exhibit enhanced prote-
olytic stability compared to x-peptides due to the absence or limited efficacy of naturally
occurring peptidases on peptide bonds containing 3-amino acids [175]. The application of
B3AAs (B3-amino acids) improves the pharmacological characteristics of peptides, offering
a distinctive platform for developing macrocycles targeting a specific protein [176].

3. Cyclodipeptides, a Type of Cyclic Peptides with Potential Use in Human Diseases
That Are Protein-Kinase-Associated

Cyclodipeptides (CDPs) or diketopiperazines are the simplest cyclic peptides found
abundantly in nature [177] (Figure 3). CDPs that include proline exhibit distinctive char-
acteristics such as an exceptionally rigid conformation, significant resistance, enhanced
cellular permeability, and an augmented ability to bind various substrates with superior
affinity. CDPs have emerged as crucial metabolic intermediates and a promising platform
for therapeutic advancement. These molecules offer the structural stability and functional
versatility characteristic of cyclic peptides, making them a unique class of biomolecules with
vast potential [178,179]. They are often regarded as “diamonds in the rough”, presenting
numerous opportunities for innovative therapies. Since their initial discovery in 1924, there
has been growing interest in their applications, with multiple studies in recent years high-
lighting their broad-spectrum biological activities. This increasing attention underscores
the potential of CDPs to play a pivotal role in future therapeutic advancements [180].
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Figure 3. Molecular structures of bacterial cyclodipeptides (CDPs). Discontinuous circles show
the adenine pocket in the therapeutic agent. Structures loaded from PubChem database (https:
/ /pubchem.ncbinlm.nih.gov, accessed on 22 September 2024).

CDPs have been gaining increased attention since they are biomolecules with struc-
tural diversity, an absence of charged termini, enhanced lipophilicity facilitating rapid
membrane absorption, reduced conformational freedom, and distinctive structural rigidity,
which imparts more excellent resistance against enzymatic degradation, and their cyclic
nature contributes to increased stability [178,179]. Moreover, CDPs have broad-spectrum
bioactive properties and can be functionalized, making them promising scaffolds for a
new drug design [180,181]. Due to these notable chemical features and diverse pharma-
cological activities, including the involvement of signal transduction pathways, where
protein kinases participate [182-187], CDPs can potentially become candidates for drug
development as PKI [178]. Regarding safety, initial studies indicate that CDPs have a low
toxic profile in preclinical systems, particularly in cell cytotoxicity tests [188-190]. This
makes them attractive candidates for new drug development. However, challenges still
relate to the specificity of their biological activity, stability in physiological media, and
possible accumulation in tissues, which could influence their long-term safety. Therefore,
more extensive studies, including in vivo assays and comprehensive toxicological analyses,
are needed to ensure their safe use in humans.

3.1. Cyclodipeptide and Protein Kinase Interaction in Cancer

The cyclo(L-Pro-L-Tyr) (cPT), cyclo(L-Pro-L-Val) (cPV), and cyclo(L-Pro-L-Phe) (cPP)
from Pseudomonas aeruginosa PAO1 (CDP-PA) [191] promoted cell death and apoptosis in
a dose-dependent manner in cultures of cervical adenocarcinoma (HeLa cells), colorectal
adenocarcinoma (Caco-2 cells) [189], melanoma (B16-FO0 cells) [183], and human breast
cancer (MCF-7 and MDA-MB-231 cells) [192] (Figure 4). The CDPs cPL, cPV, and cPP were
applied in an isolated way in Hela cells and also promoted cell death with an LD50 of 61,
37, and 15 pg/mL, respectively, and induced apoptosis with an EC50 of 0.32, 0.27, and
0.50 pg/mL respectively [188]. In the B16-FO melanoma cell line, the CDP-PA mix showed
an LD50 of 10.7 pg/mL and EC50 of 24 pg/mL [183]. In MCF-7 and MDA-MB-231 cell
lines, the LD50 was 50 and 10 ug/mL, respectively, while the EC50 was 50 pug/mL [192].
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Figure 4. Molecular docking of human protein kinases interacting with substrates, inhibitors, and
bacterial cyclodipeptides (CDPs). Docking analysis of the CDPs in the binding sites of tyrosine
kinases. The protein is shown as a surface with the interior in the cartoons. Pro-Tyr, cyclo(L-
Pro-L-Tyr); CQU, (N-[2-(5-methyl-4H-1,2,4-triazol-3-yl)phenyl]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-amine;
CX-4945, 5-[(3-chlorophenyl)amino]benzo[c] [2,6]naphthyridine-8-carboxylic acid; NVP-BVU972,6-
[[6-(1-methyl-1-H-pyrazol-4-yl)imidazo[1,2-b]pyridazin-3-ylJmethyl]quinolone; 73Q/DB07218, 6-
chlor-9-hydroxy-1,3-dimethyl-1,9-dihydro-4H-pyrazolo[3,4-B]quinolin-4-one; HA 8-mer, hyaluronan
octamer; 20G, 2-oxoglutarate. AMPK, AMP-activated protein kinase; AKT, protein kinase B (PKB);
HIP2K, homeodomain-interacting protein kinase 2; MET, mesenchymal-epithelial transition factor;
JNK, c-Jun N-terminal kinases; CD44, homing cell adhesion molecule; HIF-1 «, hypoxia-inducible
factor 1-alpha; CK, creatine kinase; cMET interaction with Foretinib (inhibitor) and cyclo(L-Pro-L-Tyr)
in binding sites 1 and 2; human epidermal growth factor (EGF) interaction with Gefitinib (inhibitor)
and cyclo(L-Pro-L-Tyr) in the binding site. Human TNF-« interaction with isoquinoline inhibitor on
sites 1 and 2 and with the cyclo(L-Pro-L-Tyr) in both binding sites. Adapted from [183,192].

The xenotransplant melanoma tumor model caused a substantial reduction in both the
weight and volume of the implanted tumor, with measurements of 5.5 g compared 2 g and
2100 mm? versus 30 mm? for untreated versus CDP-treated mice, respectively. Interestingly,
mice injected with the B16-F0 tumor and concurrently treated with CDP-PA did not develop
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tumors in 40% of the subjects. In B16-FO melanoma tumor cells treated with CDPs, apoptosis
was associated with an exacerbated generation of ROS. Immunoblotting analysis indicated
the involvement of the PI3K-Akt-mTOR signaling pathway which occurred since the
phosphorylation of Akt-5473 and S6k-T389 was strongly activated in the tumor mice
group, which decreased in the CDP treatment group [183]. Met C-terminal regulatory
domain tail phosphorylation acts as a docking site for intracellular adaptors of molecules,
activating downstream signaling cascades, such as Racl/Cdc42, PI3k/Akt, and Erk/MAPK.
In breast cancer MCFE-7 cells, phosphorylation on the Met-Tyr1003, EGF-Tyr1068, and the
Gab1-Tyr307 factor was significantly decreased by the CDP-PA exposure; however, in
MDA-MB-231 cells, the Met-Tyr1003 phosphorylation was induced considerably by the
CDP treatment [192].

The mechanism by which CDPs inhibit cell proliferation in HeLa cells includes the
blockade of DNA synthesis and the arrest of cells at the GO-G1 stage. This process
induces apoptosis through an intrinsic pathway reliant on caspase-9 and caspase-3 ac-
tivation, affecting the mitochondrial functionality before cytochrome c release and in-
creasing ROS generation [188]. The inhibition of cell proliferation occurred through the
PIBK/Akt/mTOR, Ras/Raf/MEK/ ERK1/2, PI3K/JNK/PKA, p27Kip1/CDK1/survivin,
MAPK, HIF-1, Wnt/ 3-catenin, HSP27, EMT, and CSCs signaling pathways and receptors,
such as EGF/ErbB2/HGF/Met, since the inhibition of the phosphorylation of Stat3-Tyr705,
Akt-Thr308, Akt-Serd73, AMPK«-Thr172, S6-RPSer235/236, mTOR-Ser2448, HSP27-Ser78,
Bad-Ser112, p70S6k-Thr389, PRAS40-Thr246, P53-Serl5, P38-Thr180/ Tyr182, SAPK/JNK-
Thr183/Tyr185, PARP-Asp214, Caspase 3-Asp175, GSK-3(3-Ser9, Gab1-Tyr307, Met-Tyr1003,
Met-Tyr1234 /1235, Met-Tyr1349, EGF-Tyr992 and EGF-Tyr1068 with a cyclic behavior in a
time- and concentration-dependent manner was shown [188,192,193]. The further implica-
tion of the PI3K/AKT/mTOR pathway was confirmed by utilizing the AZD8055 mTOR
inhibitor and LY294002 PI3K inhibitor [193].

The transcriptomics analysis of untreated and CDP-PA HeLa cells exhibited 151 dif-
ferentially expressed genes that were either up- or downregulated in response to CDP-PA
across 15 biological processes. These processes included cellular component organization or
biogenesis, cellular processes, localization, biological regulation, response to stimulus, sig-
naling, developmental processes, rhythmic processes, multicellular organismal processes,
locomotion, biological adhesion, metabolic processes, growth, cell population proliferation,
and immune system processes. The biological pathways potentially targeted by CDP-PA in
HelLa cells included the insulin/IGF/MAP kinase cascade, P38/ MAPK, interleukins, EGF
receptor, PI3K kinase, PDGEF, Notch, cadherin, P53, the gonadotropin-releasing hormone
receptor pathway, Hedgehog, TGF-3, FGE, the FAS signaling pathways, the Gonadotropin-
releasing hormone receptor pathway, angiogenesis, cholesterol biosynthesis, and additional
pathways related to inflammation, oxidative stress response, apoptosis, cytoskeleton, and T-
and B-cell growth/activation [187]. This fact confirmed the role of CDP-PA in various signal
transduction pathways, including PI3K-Akt, mTOR, FoxO, Wnt, MAPK, P53, and TGEF-f3.

A molecular docking analysis showed possible interactions between bacterial CDPs
and protein kinases such as AKT, HIPK2, AMPK, MET, JNK, HIF-1«, CD44, cMET, and
EGEFR [183,192]; thus, the CDP-PA mechanism for inhibiting or activating protein kinases
in cancer models may involve obstructing the substrate binding site of these protein factors
(Figure 4). The CDP-PA mix demonstrates a negligible impact on apoptosis induction in
cultures of normal human mononuclear blood cells, as well as in cellular structures from
the spleen, liver, heart, kidney, lung, and skin from treated mice; thus, CDP-PA treatments
were safe in those models [183,188]. The findings suggest that CDP-PA has potential as PKI
anti-neoplastic agents for treating human cervical adenocarcinoma and melanoma.

3.2. Cyclo(Pro-Tyr)

Cyclo(Pro-Tyr) is also produced by sponge Callyspongia fistularis, Bacillus pumilus [194],
and Bacillus sp. [195] (Figure 3). This CDP demonstrated cytotoxic and apoptotic-inducing
activity against the human hepatocellular carcinoma (liver cancer) HepG2 cell line, with an
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IC50 value ranging from 42.98-140 pug/mL. In contrast, no toxic effects on non-cancerous
cell lines were observed. Cyclo(Pro-Tyr)-treatments significantly increased the percentage
of cells in the G2/M phase, induced ROS production, and caused nuclear fragmentation,
chromatin condensation, and membrane blebbing. Additionally, the Bax/Bcl2 ratio protein
expression was significantly amplified, as was the protein expression of cytochrome c,
caspase-3, and cleaved PARP, indicating that apoptosis was promoted [194]. Hepatocellular
carcinoma (HCC) generated by N-diethylnitrosamine (DEN) in male Swiss albino mice
caused weight loss. Meanwhile, in cyclo(Pro-Tyr)-treated mice, the body weight of the
animals was equal to that of the control group. In cyclo(Pro-Tyr)-treated mice, aspartate
and alanine aminotransferase markers of liver damage showed decreased levels of both
enzymes, cell proliferation was inhibited, and apoptosis was stimulated [196] (Scheme 1).

Scheme 1. Cyclic peptides play a pivotal role in future therapeutic advances. Due to their remarkable
chemical characteristics and diverse pharmacological activities, cyclic peptides can potentially become
candidates for drug development as protein kinase inhibitors, as they can interact with kinases of
relevance in multiple diseases. The cyclic dipeptides cPT, cPV, cPP, and cLP (CDPs, Figure 3)
modulate protein kinases to affect multiple cancer-related processes. At the same time, cHP targets
protein kinases related to neurodegeneration, fibrosis, obesity, aging, diabetes, inflammation, and
ROS production.

Like in the CDP-PA mix, the PI3K/AKT signaling pathway plays a vital role in
cyclo(Pro-Tyr)-treated cells and animals since phosphorylated PI3K-Y607 and phospho-
rylated AKT-T308 levels were diminished. In contrast, the levels of PTEN (a negative
pathway regulator), Bax, Caspase 3, and P53 increased [194-197]. Thus, cyclo(Pro-Tyr) has
the potential to act as a PKI anti-cancer drug, suppressing HCC tumor development by
targeting the PI3K/AKT pathway.

3.3. Cyclo(L-Leu-L-Pro)

The cyclo(L-Leu-L-Pro; cLP) has been isolated from Lactobacillus coryniformis BCH [198],
Staphylococcus sp. MB30 has been observed to have anti-fungal, antimicrobial, and antioxi-
dant activity. In addition, cyclo(L-Leu-L-Pro) has proven to have cytotoxic and antiprolifer-
ative activities against lung (A549) and cervical (HeLa) cancer cells [199] (Scheme 1).

In MDA-MB-231 and MDA-MB-468 Triple-Negative Breast Cancer (TNBC) cellular
lines treated with cyclo(L-Leu-L-Pro) and with eribulin (a chemotherapeutic agent primarily
for the treatment of metastatic breast cancer and liposarcoma), we observed cell cycle arrest
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at the G2-M phase, inhibited proliferation and migration, and induced DNA strand breaks,
DNA damage, and apoptosis; those effects were not detected in human breast healthy
epithelial cell line (MCF-12A). A bioinformatics analysis predicted the cyclo(L-Leu-L-Pro)
interaction with tetraspanin protein CD151 and EGFR, a member of the ErbB family of
receptor tyrosine kinases. Immunoprecipitation assays showed that cyclo(L-Leu-L-Pro)
reduces the interaction of CD151 with EGFR in MDA-MB 231 and MDA-MB 468 cell lines.
Therefore, in TNBC cells, the cyclo(L-Leu-L-Pro) action mechanism could be through the
disruption of CD151-EGFR crosstalk and the subsequent EGFR downstream signaling [200].

3.4. Cyclodipeptide—Protein Kinase Interaction Related to Antioxidant and Anti-Inflammatory Effects

Cyclo(His-Pro) (cHP) was discovered in the 1970s as an endogenous molecule pro-
duced by the cleavage of the hypothalamic thyrotropin-releasing hormone (TRH) [201,202].
cHP therapy offered cytoprotection, reduced apoptotic cell death, and decreased tissue dam-
age in cells exposed to reactive oxygen species (ROS), pro-inflammatory or inflammation-
induced tissue damage agents via transcription factor Nrf2 [182,185,186,190]. cHP stim-
ulates Nrf2 phosphorylation and nuclear location and enhances ROS detoxification by
the induction of gene expression [182,185,186,190,202,203]. Furthermore, cHP reduces in-
ducible oxide nitric synthase (iNOS) gene expression with a consequent decrease in reactive
oxygen-nitrogen species (ROSN) and ROS. Moreover, cHP inhibits the gene expression of
the transcriptional factor involved in the inflammatory process, NF-kB, which suppresses
pro-inflammatory signaling pathways and reduces apoptosis activities such as caspase 3
and cytochrome c release [202] (Scheme 1).

In human LX-2 hepatic stellate cells, the cHP molecular mechanism has been associated
with increased levels of cytosolic Ca?*; this fact may promote the phosphorylation of Nfr2
by protein kinase C (PKC) and the phosphorylated p38 MAPK prevented cHP-mediated
Nfr2 activation [186,204].

3.5. Cyclodipeptide—Protein Kinase Interaction Related to Neuroprotective Effects

Following head trauma, metabolic changes are initiated, including alterations in ionic
homeostasis, excitatory amino acids, free radicals, proteases, and inflammatory-immune
responses. These changes ultimately cause neuronal cell death in adjacent areas of physical
insult [205].

In paraquat-exposed hSOD-1G93A microglial cells, cyclo(His-Pro) treatment causes
an early and sustained increase in glutathione (GSH), showing a protective effect against
oxidant insults via nuclear translocation of Nrf2, an upregulation of Nrf2-driven genes, such
as Gcle, Gelm, xCT, and Nqol by increased GSH. cHP inhibited ERK1/2 phosphorylation
and delayed AKT inactivation. Furthermore, cHP enhances BDNF expression, which may
lead to the proposal of this CDP as a neurotrophic agent [184] (Scheme 1).

The research has focused on novel drugs that target multiple injury factors. The CDP
1-ARA-35b (35b) derived from a modified thyrotropin-releasing hormone (TRH) analog
showed neuroprotective characteristics in in vitro and in vivo models [205,206]. The 35b
decreased cell death linked with necrosis, apoptosis, and mechanical injury in neuronal-
glial cocultures. In a model of traumatic brain injury in rats, 35b improved motion recovery
and led to a lower lesion volume [205].

Compounds with neuroprotective potential, CDPs related to cHP were synthesized
by replacing the imidazole moiety from histidine residue with 3,5-di-tert-butyltyrosine.
Two diastereomeric CDPs cyclo[(R)-30,50-di-tert-butyl-Tyr-L-Pro] and cyclo[(S)-30,50-di-
tert-butyl-Tyr-L-Pro] were obtained. Both compounds showed neuroprotective activity
by preventing Ca?*-induced necrosis and cell death induced by FeSOj, a free radical
generator [207]. Other derived CDPs from cHP, 35b, 144, 606, and 807, also produced motion
and cognitive recovery and neuroprotective activity using in vitro models of neuronal
injury and after a controlled cortical impact in mice. All CDPs were evaluated using models
pertinent to necrotic cell death or caspase-dependent apoptosis, including mechanical
injury and glutamate toxicity models that induce necrotic cell death. In contrast, trophic
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withdrawal and B-amyloid models lead to caspase-dependent apoptosis [205,206]. The
fact that the functional CDP, 35b, 144, 606, and 807, effects were similar to those of cHP
indicates that they may share the same or similar underlying molecular mechanisms [206].

3.6. Cyclodipeptide—Protein Kinase Interaction Related to Fibrosis

Recently, the cyclo(His-Pro) was tested for its potential to prevent distinct-type fibrosis
(Figure 3). Interestingly, cHP reduces fibrosis-related inflammatory molecules and im-
mune cell infiltration, reducing inflammation [182,185,208] and attenuating steatohepatitis
while reducing fibrosis and inflammation by reducing the infiltration of immune cells in
liver tissue [208]. In human LX-2 hepatic stellate cells, a fibrinogenic cell type associated
with fibrosis, cHP decreases fibrous extracellular matrix proteins, including COL1A [208].
The downregulation of COL1A protein was related to a reduction in ROS levels result-
ing from cHP treatment. In addition, by trying to silence Nrf2, the collagen-reducing
effect of cHP was diminished, suggesting that the anti-fibrotic activity depends on Nrf2
signaling [186,208] (Scheme 1).

The liver transcriptomic analysis revealed that gene sets related to fibrosis, inflam-
mation, and lipid metabolism were upregulated in mice with non-alcoholic fatty liver
disease (NAFLD). Concurrently, cHP reduces the expression of essential genes involved
in inflammation, fibrosis (extracellular matrix, hepatic stellate cells activation, and colla-
gen production), lipid metabolism, oxidative stress, and apoptosis [208]. In NAFLD and
CCly-induced liver fibrosis models, cHP significantly downregulated the ERK signaling
cascade. This pathway is activated in two human datasets collected from patients with
advanced non-alcoholic fatty liver disease and steatohepatitis (NASH) and fibrosis, as the
ERK pathway is related to inflammation and fibrosis [208]. cHP treatment diminishes the
phosphorylation levels of ERK1/2 within a short duration (4 h), with levels approaching
baseline after 24 h. The inhibition of ERK1 has been related to a reduced proliferation of
hepatic stellate cells, diminished fibrosis, and improved lipid homeostasis.

In contrast, the activation of ERK2 influences hepatocyte proliferation and contributes
to inflammation and fibrosis following liver injury [208]. The CDPs cyclo(His-Ala) and
cyclo(His-Gly) also exhibit anti-fibrotic properties since they inhibit fibrin formation [209].
However, the mechanism has not yet been elucidated, and it probably involves the inhibi-
tion of the ERK pathway as cHP.

3.7. Cyclodipeptide—Protein Kinase Interaction Related to Aging

During a study of the therapeutic effect of cyclo(His-Pro) on age-related muscle decline,
few mice died in the control group. In contrast, no aged mice were lost in the treated group,
indicating a beneficial effect of cHP on lifespan extension, like in C. elegans nematode [182].
The cHP lifespan extension mechanism probably involves the reduction in reactive oxygen
species (ROS) and inhibiting the ERK pathway, as in the cHP anti-inflammatory and
anti-fibrosis effect (Scheme 1).

Advanced (glycation) end products (AGEs) result from binding a sugar molecule to a
protein and accumulating throughout the body over a lifetime. AGEs can bind to the recep-
tor of advanced glycation end products (RAGEs), triggering the release of inflammatory
mediators by the NF-«B pathway [210]. AGEs are recognized as key contributors to various
age-related diseases, including diabetic vascular complications, NAFLD, thyroid cancer
progression, coronary artery disease, kidney pathologies, atherosclerosis, and Alzheimer’s
disease [179,210]. Twelve CDPs, cyclo(Dha-L-Leu), cyclo(L-Phe-L-Ala), cyclo(L-Leu-L-Ala),
cyclo(L-Tyr-L-Val), cyclo(L-Tyr-L-Tyr), cyclo(L-Tyr-L-Leu), cyclo(L-Tyr-L-Pro), cyclo(L-Pro-
L-Val), cyclo(L-Pro-L-Ile), cyclo(L-Leu-L-Leu), cyclo(L-Met-L-Met), and cyclo(L-Pro-L-Pro),
derived from Sphingobacterium sp. possess detoxifying activity that effectively eliminates
intracellular carboxymethyl lysine (CML). This final AGE product accumulates with age in
human dermal fibroblast cells [210].
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3.8. Cyclodipeptide—Protein Kinase Interaction Related to Diabetes

The cyclo(His-Pro) has been identified in the human blood and gastrointestinal tract,
where it can be absorbed [201]. In humans, plasma levels of cHP increase following
glucose ingestion, indicating its function as a gut peptide of the entero-insular axis [201].
Blood glucose metabolism is directly associated with cHP concentration, as cHP enhances
intestinal zinc absorption and muscle glucose uptake (zinc is involved in glucose uptake),
insulin synthesis and secretion, and insulin utilization in insulin-requiring cells [211,212].
The cHP influences leptin-type compounds, which are involved in appetite regulation and
contribute to reduced food intake [204] (Scheme 1).

In a non-obese Type II diabetes mellitus model, cyclo-His-Pro and zinc (cycloZ) en-
hanced blood glucose metabolism by promoting glucose utilization in muscle cells. The
anti-diabetic activity of cycloZ remains unclear; nonetheless, insulin-mediated signal trans-
duction mechanisms are likely involved in muscle [212]. A similar effect was observed in
genetically obese (ob/ob) Type II diabetic mice by cHP plus zinc and L-histidine treatment.
The primary cause of Type II diabetes is insulin resistance, whereas a significant contributor
to obesity is leptin resistance [213]. CycloZ combined with L-histidine may improve insulin
and leptin resistance since both systems participate in signal transduction mechanisms
through PI3K phosphorylation [212].

In insulin resistance diabetes, cycloZ treatment resulted in improved tissue condition
alongside reduced inflammation [208,214]. The global acetyl-lysine level in the liver of
cycloZ-treated mice was diminished, indicating that cycloZ influences the regulation
of lysine acetylation, which is related to the activity of various metabolic enzymes and
transcription factors. Non-histone transcription factors with decreased acetylation include
p65, LKB1, and PGC-1«, associated with mitochondrial biogenesis [215,216]. In addition
to deacetylation, PGC-1x requires AMPK-mediated phosphorylation for its complete
activation. CycloZ increases AMPK phosphorylation in the liver and epididymal adipose
tissue. The cycloZ effect was also evaluated in a severe hyperglycemia model, yielding
results consistent with those previously reported [214].

4. Future Perspective

This review demonstrates the advantages and potential of cyclic dipeptides as small-
molecule protein kinase inhibitors. Cyclic peptides predominantly originate from natural
sources; however, the advancements in peptide chemical synthesis have brought many
advantages. These include the capacity to incorporate molecular modifications into analogs
and derivatives with improved pharmacokinetic and pharmacodynamic properties. More-
over, they possess the benefit of being able to traverse the cell membrane. Recent advance-
ments have made it possible to design cell-permeable, biologically active CPs rationally.
These advances have consequently made cyclic peptides a promising therapeutic modality,
perhaps offering a definitive solution to the “undruggable” intracellular PPI targets.

Nevertheless, considerable exploration remains concerning this class of compounds
as emerging issues, such as gatekeeper mutations, promoting the intense research of
numerous compounds, including CPs, which have been growing and gaining their space
as therapeutic agents performing diverse activities. The most significant potential of
CPs lies in their capacity to target intracellular proteins currently undruggable by small
molecules or monoclonal antibodies. A second area of opportunity is multi-kinase inhibitor
CPs, which would have a significant advantage over the current biologics regarding only
one target. Many predominantly hydrophobic CPs have already exhibited favorable oral
bioavailability. Due to their structural and metabolic stability properties, high binding
affinity to targets, and low toxicity, CDPs show promising potential as therapeutic effects
on complex diseases involving protein kinases, such as diabetes, cancer, obesity, aging,
neurodegenerative diseases, and fibrosis. Although some protein targets of CDPs have
already been found, such as the CLIC1 protein target of cHP, everything indicates that
it has more molecular targets, so the panorama is opened to look for the mechanisms by
which CDPs exert their effects at the molecular level.
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Abbreviations

ABL Abelson kinase

AGEs advanced glycation end products

AKT protein kinase B

AMPK AMP-activated protein kinase

ALK anaplastic lymphoma kinase

ALL acute lymphocytic leukemia

Arg arginine

ATP adenosine triphosphate

Axl axl gene

Bax BCL2-associated X protein

Bcl2 B-cell lymphoma 2 protein

BCR breakpoint cluster region

BCR-ABL fusion protein of BCR gene and ABL gene
BDNF brain derived neurotrophic factor

BRAF v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B
BTK Bruton’s tyrosine kinase

CCN2 cellular communication network factor 2
Cdc42 cell division cycle 42

CDK Cyclin-dependent kinase

CDPs cyclodipeptides

CDPs-PA Pseudomonas aeruginosa cPT, cPV and cPP
cHP cyclo(His-Pro)

CK creatine kinase

CK2 casein kinase 2

CKD chronic kidney disease

cLP cyclo(L-Leu-L-Pro)

CML carboxymethyl lysine

COL1A collagen type I alpha 1 chain

CPP cell-penetrating peptide

cPP cyclo(L-Pro-L-Phe)

cPT cyclo(L-Pro-L-Tyr)

cPV cyclo(L-Pro-L-Val)

cRGDfK cyclic-pentapeptide (-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys)
cRGDyK cyclic-pentapeptide (-Arg-Gly-Asp-D-Tyr-Lys)
csC cancer stem cells

CSFIR colony-stimulating factor 1 receptor
cycloZ cyclo(His-Pro) and zinc

DEN N-diethylnitrosamine

DFG Asp-Phe-Gly motif

dNal d-b-naphthylalanine

ECsg half maximal effective concentration
ECM extracellular matrix

EGF epidermal growth factor

EGFR epidermal growth factor receptor

EMT epithelial-mesenchymal transition
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ePK eucaryotic catalytic domain

ErbB erb-b tyrosine kinase receptor

ERK1/2 extracellular signal-regulated kinase

FAS tumor necrosis factor receptor superfamily member 6 (TNFRSF6)
FDA food and drug administration

FGF Fibroblast Growth Factor

FGFR fibroblast growth factor receptor

FKBP12 FK506-binding protein 12

FIt3 fms related tyrosine kinase 3

Fpa 1-4-fluorophenylalanine

G12D K-Ras gene

Gabl GRB2 associated binding protein 1

GRTH gonadotropin-regulated testicular RNA helicase
GSH glutathione

HCC hepatocellular carcinoma

HCD Higher-energy collisional dissociation
hEGF-Hegfr human EGF receptor bound ligand

HER2 epidermal factor receptor 2

HGF hepatocyte growth factor

HIF-1 hypoxia-inducible factor 1-alpha

HiP-8 HGF-inhibitory peptide-8

HIP2K homeodomain-interacting protein kinase 2
HIV human immunodeficiency virus

H-Ras Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog
1Cs half-maximal inhibitory concentration

iNOS inducible oxide nitric synthase

IRF-1 interferon regulatory factor-1

JAKs Janus kinases

KD dissociation constant

KIR kinase inhibitory region

Kit KIT proto-oncogene

KLIFS kinase-ligand interaction fingerprint and structure
KLU lytic peptide

K-Ras Kirsten Ras oncogene homolog

LDs lethal dose 50

LKB1 liver kinase B1

LMP lysosomal membrane permeabilization
McoTI Momordica cochinchinensis trypsin inhibitor
MEK mitogen-activated protein kinase kinase 7
MET mesenchymal-epithelial transition factor

MF intermediate-risk myelofibrosis

mRNAs messenger ribonucleic acid

mTOR mammalian target of rapamycin

NAFLD non-alcoholic fatty liver disease

NASH non-alcoholic fatty liver disease and steatohepatitis
NF-«B nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NGF nerve growth factor

NMDARs N-methyl-D-aspartate receptors

nNOS neuronal oxide synthase

Nrf2 nuclear factor erythroid-related factor 2
NSCLC non-small cell lung cancer

OK2 7-mer cyclic peptide

P1GF placental growth factor

P53 Tumor Suppressor Protein p53

PARP Poly(ADP-ribose) polymerase

PBD polo-box domain

PDGFR platelet derived growth factor receptor

PDZ binding domain PDZ
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PGC-1alfa peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha
PI3K phosphoinositide 3-kinase

PKA protein kinase A

PKB protein kinase B

PKC protein kinase C

PKI protein kinase inhibitors

Plk1 polo like kinase

PPI protein-protein interactions

PSD-95 Postsynaptic density protein-95

PTEN phosphatase and tensin homolog

QR VEGEFR-targeting peptide VEGF125—136

RA rheumatoid arthritis

Racl Rac family small GTPase 1

RAF RAF kinase

RAGE receptor of advanced glycation end products
Ral-GDS Ral guanine nucleotide dissociation stimulator
RBD RAS binding domain

Ras-GDP inactive GDP-bound state

Ras-GTP active GTP-bound state

RGD arginine-glycin-aspartic acid

ROCK Rho kinase

ROS reactive oxygen species

ROS1 ROS proto-oncogene 1 receptor tyrosine kinase
ROSN reactive oxygen-nitrogen species

RTK receptor tyrosine kinase

SAPK Stress-activated MAP kinases

SARS-CoV2  severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
scHGF single chain HGF

SFTI-1 sunflower trypsin inhibitor

SH2 Src homology 2

SOCs suppressors of cytokine signaling

Src stored response chain kinase

STAT signal transducer and activator of transcription
SYK spleen tyrosine kinase

tcHGF two chain HGF

TK tyrosine kinase

TK-EGFR tyrosine kinase domain of EGFR

TKI tyrosine kinase inhibitor

TNBC triple negative breast cancer

TRH hypothalamic thyrotropin-releasing hormone
TrkA Tropomyosin receptor kinase A

TRKSs tropomyosin receptor kinases

TyKs tyrosin kinases

Val valine

VEGFs vascular endothelial growth factors

VEGEFRs vascular endothelial growth factor receptors
Wnt Wingless-related integration site
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