Medicina de precision

MODELOS INTEGRADOS COLONSIM Y
ORGAN-ON-CHIP PARA LA EVALUACION
DEL IMPACTO DE LA DISBIOSIS
INTESTINAL EN LA SALUD CEREBRAL

El proyecto DISBIOSIS, liderado por AINIA, integra modelos dinamicos de simulacion
gastrointestinal (ColonSim), plataformas microfluidicas organ-on-chip y sistemas
neuronales avanzados para reproducir estados de disbiosis intestinal y analizar su
impacto en el eje microbiota-intestino—cerebro. Esta aproximacion multiparamétrica
permite generar evidencia mecanistica de alto valor para la innovacion terapéutica

en enfermedades metabolicas, inflamatorias y neurodegenerativas.

La disbiosis intestinal se ha consolidado como una de
las dianas emergentes mas relevantes para el desarrollo
de nuevas estrategias terapéuticas en los sectores farma-
céutico y biotecnoldgico, no solo por su implicacion en
patologias metabdlicas, sino también por su creciente rela-
cion con la salud cognitiva.

Este nuevo escenario exige herramientas preclinicas
mas predictivas y representativas de la fisiologia humana,
capaces de reproducir de forma controlada la complejidad
funcional del eje microbiota—intestino—cerebro y, al mismo
tiempo, facilitar la toma de decisiones tempranas en los
procesos de 1+D.

En este contexto, el proyecto DISBIOSIS, desarrollado
por AINIA con financiacién IVACE+i y fondos FEDER,
apuesta por el uso de New Alternative Methodologies
(NAMSs) que integran modelos dindmicos y miniaturiza-
dos de simulacién gastrointestinal (ColonSim, MiniGutSim
y NanoGutSim), dispositivos microfluidicos organ on
chip y modelos neuronales avanzados, con el objetivo de
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mimetizar distintos estados de disbiosis intestinal, incor-
porar la variabilidad asociada a muestras de pacientes y
generar evidencia mecanistica de alto valor para la innova-
cién farmacéutica.

La disbiosis intestinal se define como un desequilibrio en
la composicion, diversidad y funcionalidad de la microbiota
intestinal que rompe la relacién de simbiosis con el hospe-
dador. Este fenédmeno no se limita a cambios taxondmicos
en la microbiota, sino que implica modificaciones profun-
das en el metabolismo microbiano y en la produccion de
metabolitos con efectos locales y sistémicos.

En condiciones fisiolégicas, la microbiota intestinal
desempefia funciones clave como la digestién de compo-
nentes no absorbibles de la dieta, la produccion de meta-
bolitos bioactivos, la modulacién del sistema inmunitario



y el mantenimiento de la integridad de la barrera intesti-
nal. Cuando se produce disbiosis, estas funciones se ven
alteradas, lo que se ha asociado a una amplia variedad de
patologias, incluyendo obesidad, diabetes tipo 2, enferme-
dades inflamatorias intestinales y alteraciones del estado
de danimo.

Disbiosis, metabolismo y salud cognitiva:
el eje microbiota-intestino-cerebro

Mas alla de su relacion con las patologias metabdlicas,
la disbiosis intestinal ha cobrado especial relevancia por
su implicacién en la salud cognitiva. A través del denomi-
nado eje microbiota—intestino—cerebro, los metabolitos
producidos por la microbiota intestinal pueden influir en
la funcion del sistema nervioso central mediante mecanis-
mos neuroendocrinos, inmunitarios y metabdlicos.

Entre los metabolitos de mayor interés se encuentran
los &cidos grasos de cadena corta (AGCC), asi como neu-
rotransmisores o neuromoduladores producidos directa
o indirectamente por la microbiota, como el acido y ami-
nobutirico (GABA), la serotonina, la dopamina o la acetil-
colina. Alteraciones en estos perfiles metabdlicos se han
asociado a procesos de neuroinflamacion, cambios en la
plasticidad neuronal y deterioro de la funcién cognitiva,
reforzando la disbiosis intestinal como una diana terapéu-
tica emergente en el ambito de la salud mental.

Limitaciones de los modelos
tradicionales y necesidad de NAMs

El estudio de la dishiosis intestinal y su impacto sisté-
mico ha estado histéricamente condicionado por el uso
de modelos animales y cultivos celulares bidimensionales.
Aunque estas aproximaciones han contribuido al cono-
cimiento basico, presentan limitaciones importantes en
términos de predictividad, reproducibilidad y traslacion a
humanos.

En este escenario, las New Alternative Methodologies
(NAMSs) surgen como una respuesta tecnoldgica y estra-
tégica a la necesidad de modelos mas humanamente rele-
vantes, alineados con los principios de las 3Rs (reemplazo,
reduccion y refinamiento) y con las tendencias impulsadas
por agencias regulatorias como EMA y FDA, que promue-
ven el uso de modelos innovadores capaces de mejorar
la toma de decisiones en fases tempranas del desarrollo
farmacoldgico.

Microfluidica y organ on chip como plataformas
clave on chip como plataformas clave

Los dispositivos basados en microfluidica, como los
sistemas organ- on-chip, permiten recrear microentornos
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fisioldgicos complejos mediante el control preciso del flujo,
los gradientes fisicoquimicos y las interacciones celulares.
En el ambito gastrointestinal, los modelos gut -on -chip per-
miten simular la barrera intestinal y la mucosa bajo condi-
ciones dinamicas, superando las limitaciones de los siste-
mas estaticos convencionales onchiponchiponchiponchip
on chip on chip

La integracion de estos dispositivos con modelos de
simulacion gastrointestinal y con modelos celulares avan-
zados permite avanzar hacia plataformas hibridas capa-
ces de reproducir interacciones funcionales complejas
entre microbiota y hospedador, con un alto valor para la
investigacion preclinica.

ColonSim, MiniGutSim y NanoGutSim
(AINIA): modelos integrados y miniaturizados
para screening y early decision making

En este contexto tecnoldgico se sitia ColonSim, un
modelo integrado desarrollado por AINIA para la simula-
cion dinamica del tracto gastrointestinal y la fermentacién
coldnica. Este sistema permite reproducir de forma con-
trolada distintos estados de equilibrio y disbiosis intestinal,
manteniendo condiciones dinamicas de pH, tiempo de
transito y disponibilidad de sustratos, lo que lo convierte en
una herramienta de referencia para estudios mecanisticos
y de validacién funcional.

ColonSim genera digeridos colénicos y perfiles meta-
bolicos representativos del metabolismo microbiano, que
pueden ser utilizados para estudios posteriores en mode-
los celulares y neuronales. Este enfoque permite avanzar
desde una caracterizacion descriptiva de la microbiota
hacia una evaluacion funcional de los metabolitos micro-
bianos y de su impacto bioldgico, especialmente relevante
en fases de optimizacion y validacién preclinica.

De forma complementaria, AINIA ha desarrollado
modelos avanzados y miniaturizados de simulacion
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gastrointestinal, como MiniGutSim y NanoGutSim, conce-
bidos especificamente para incrementar la capacidad de
ensayo y facilitar estudios de screening temprano. Estos
sistemas permiten reproducir procesos digestivos y fer-
mentativos a menor escala, manteniendo el control de los
principales parametros fisioldgicos y reduciendo signifi-
cativamente el consumo de muestras, reactivos y tiempo
experimental.

En el marco del proyecto DISBIOSIS, MiniGutSim vy
NanoGutSim se estan utilizando para el desarrollo de pro-
tocolos que simulan distintos estados de disbiosis intesti-
nal, asi como para el estudio comparativo de parametros
de disbiosis a partir de muestras de origen humano. Este
enfoque permite incorporar la variabilidad interindividual
asociada a pacientes y priorizar compuestos, ingredientes
0 estrategias terapéuticas en etapas tempranas, antes de
su evaluacion en modelos de mayor complejidad.

La combinacion escalonada de NanoGutSim vy
MiniGutSim como herramientas de screening y early
decision making, junto con ColonSim como plataforma
de mayor complejidad fisioldgica, configura una estrate-
gia tecnoldgica progresiva, alineada con las necesidades
actuales del desarrollo farmacéutico.

El modelo integrado desarrollado en DISBIOSIS permite
la monitorizacion de metabolitos microbianos asociados
a la dishiosis intestinal, incluyendo los acidos grasos de
cadena corta, estrechamente relacionados con la homeos-
tasis intestinal y la modulacién inmunitaria.

Asimismo, se analizan metabolitos con relevancia directa
en la salud cognitiva, como GABA, serotonina, dopamina,
acetilcolina y acido indol 3 propidnico, mediante meto-
dologias cromatograficas avanzadas optimizadas para
matrices complejas. Estos andlisis permiten establecer
relaciones entre estados de dishiosis, perfiles metabdlicos
y efectos funcionales en modelos celulares y neuronales.

Para abordar de forma funcional el eje microbiota—
intestino—cerebro, los digeridos colénicos obtenidos en
ColonSim, MiniGutSim y NanoGutSim se evaldan en mode-
los neuronales in vitro avanzados, también desarrollados
por AINIA, integrados en plataformas microfluidicas que
contemplan la barrera intestinal (gut- neuron- on chip).

En estos modelos se analizan biomarcadores asociados
alafunciony la plasticidad neuronal, como BDNF, asi como
biomarcadores de inflamacion, entre ellos IL 18 y TNF a.
Este enfoque permite estudiar cémo los metabolitos
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La disbiosis intestinal
representa una diana
terapéutica de creciente
interés, especialmente
por su conexion con

la salud cognitiva.

microbianos generados en condiciones de disbiosis pue-
den modular rutas neurobioldgicas relevantes, avanzando
hacia una comprension mecanistica del vinculo entre
microbiota intestinal y salud cognitiva.

+ Uso de NAMs alineadas con 3Rs y con las necesida-
des de screening temprano y toma de decisiones en 1+D
farmacéutica.

- ColonSim, MiniGutSim y NanoGutSim (AINIA) para
simulacion dindmica y miniaturizada de la disbiosis
intestinal.

« Integracion con dispositivos organ on chip basados en
microfluidica.

- Evaluacién de metabolitos microbianos (AGCC, GABA,
serotonina, dopamina).

- Modelos neuronales con biomarcadores de plasticidad
e inflamacion (BDNF, IL 18, TNFO entre otros).

La disbiosis intestinal representa una diana terapéutica
de creciente interés, especialmente por su conexion con
la salud cognitiva. El proyecto DISBIOSIS demuestra como
la integracion de simulacion gastrointestinal dinamica y
miniaturizada, microfluidica, organ-onc-hip y modelos neu-
ronales permite desarrollar plataformas NAMs adaptadas
tanto al screening temprano como a la validacién mecanis-
tica avanzada.onchip y modelos neuronales permite desa-
rrollar on chip y modelos neuronales permite desarrollar

Este enfoque escalonado ofrece al sector farmacéutico
y biotecnoldgico herramientas para reducir incertidumbre
en fases iniciales, optimizar la toma de decisiones y ace-
lerar el desarrollo de estrategias innovadoras orientadas a
la modulacion de la microbiota y del eje intestino-cerebro.



