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Nuestra experiencia se basa en nuestro conocimiento en la realizacion de estudios preclinicos y nuestras
capacidades, destacando nuestras instalaciones compuestas por digestores dinamicos in vitro y modelos celulares
para estimar el efecto funcional de compuestos bioactivos.
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Sistemas que mimetizan la digestion gastrointestinal

ainia ha desarrollado sistemas dinamicos de Digestion que simulan el proceso de digestion gastrointestinal completo

i) Digestion bucal

» = digestor dinémico invito Digestién

Digestion
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al.,(2012). Equipo colénica
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Durante el proceso de digestion gastrointestinal los nutrientes que alcanzan un tamano adecuado y son de
utilidad atraviesan la pared intestinal

Dicha absorcion se realiza lentamente y al final solo queda en el digerido intestinal los materiales no digeribles,
junto con el agua y los minerales que se han segregado en las diferentes fases del proceso digestivo

Esta mezcla pasa al intestino grueso, donde se inicia el proceso de fermentacion
por accion de la microbiota intestinal

www.ainia.es
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En el estomago y el duodeno, el numero de microorganismos
se ve reducido debido a las secreciones acidas, biliares y
pancreaticas

~Colon 10"~ 10'?

Bactaroldes
Clostricium groups IV and XIV
Bifidobactenum

Enterobactenaceae

~Jejunum 10%
Streptoceccus
Lactobacilius

- MProximal ileum 10°
Streptococcus
Lactobacilus

Distribucion bacteriana en el tracto gastrointestinal humano (figura
modificada de B. Sartor Gastroenterology, 2008)

En el intestino disminuye la acidez lo que facilita la
colonizacion bacteriana, fundamentalmente en el intestion
grueso.

Entre los grupos bacterianos mas abundantes en esta zona
destacan miembros del género (Gibson y Roberfroid, 1995;
Guarner, 20006) :

- Bacteroides

- Bifidobacterium

- Eubacterium

- Clostridium

- Lactobacillus

- Cocos Gram-positivos

En menor proporcion:

- Enterococos
- Representantes de la familia Enterobacteriaceae
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Principales grupos bacterianos del colon en funcion de sus efectos beneficiosos y perjudiciales sobre la salud (Salminen y
col., 1998, modificada)

10" CFU/g

Efectos perjudiciales Efectos beneficiosos

Bifidol.ias
Peptoestreptoc-cocos

Cos' - Disminucion de la produccion de gas
Lacto-os - Produccién de SCFA

- Putrefaccion
- Produccion de toxinas - Efecto inmunoestimulante
- Produccion de carcinégenos Entero.ria - Actividad antitumoral

Sulfato reduct_erias
Veill.s

Estafi.:s
04 CFU/g
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El Digestor in vitro de Fermentacion Coldonica, reproduce el proceso de digestion gastrointestinal (estdmago , intestino
delgado y colon)

Digestion gastrica de los alimentos, consistente
en la transformacion del bolo alimenticio en el
quimo (digerido gastrico)

Digestion intestinal se siguen descomponiendo
los nutrientes y/o compuestos bioactivos, dando
lugar al quilo (digerido intestinal)

Fermentacion por accion de la microbiota
intestinal que tiene lugar en el intestino grueso
(colon ascendente, transversal y descendente)

www.ainia.es
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Modelos celulares que simulan el tejido diana de interés

Evaluacion
o Efecto antihipertensivo o _
o Efecto saciante Técnicas de cultivo
o Metabolismo del colesterol o la glucosa v Mocultivo
o Cicatrizacion v’ Co-cultivo
o Metabolismo muscular v' Ex-vivo (PMBCs)
o Adipogénesis - obesidad v 3D cells models
o Efecto neuroprotector (bioimpresion)
o Efecto inmunomodulador
o (...
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Sistema integrado
Digestor Dinamico / Modelos celulares que mimetizan el sistema bioldgico

Modelos celualares para la reproduccion del sistema biologico, caracterizaciony
monitorizacion

Digestores dinamicos que
simulan la digestion
gastrointestinal y la

Fermentacion Colonica

Bioactividad: antinflamatorio,obesidad...

T
HBSE | Actividad probiotica
Actividad antimicrobiana

e

¢ efrm

Modulacion del perfil microbioldgico

A

Transwell
insert ~

Apical
chamber

Cell 1 .y . .
o - Absorcion intestinal

1 chamber

membrane

~~— Vectorial transport
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Ventajas:

- Mas rapidos

- Mayor reproducibilidad debido a la ausencia de variabilidad biologica
- Manejo sencillo

- Mas econdémicos

- No tienen limitaciones éticas

- Toma de muestras en cualquier parte del tracto gastrointestinal

- Pueden reducir el numero de ensayos clinicos

Limitaciones:

- Incapacidad para imitar plenamente los proceso globales que ocurren in vivo,
particularmente  controles hormonales y nervioso, mecanismos de
retroalimentacion, células mucosas, sistema inmunologico.

Herramientas que permiten un cribado de prototipos de
alimentos o formulas farmacéuticas, previos a los
ensayos in vivo

www.ainia.es
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Evaluacion de la modulacion in vitro de la microbiota intestinal durante la fermentacion coldnica de compuestos
fendlicos sobre enfermedades cardiovasculares

Analisis de la microbiota viable
basada en métodos directos de
cultivo selectivo en placa

- Género Bifidobacterium (bifidobacterias)
- Género Lactobacillus (lactobacilos)

- Enterobacterias

- Género Clostridium

- Anaerobios totales

Analisis metagenomico

Analisis metabolomico (UHPLC-
QqQ-MS/MS)

Analisis bioaccesibilidad
(UHPLC-QqQ-MS/MS)

Analisis AGCC (CG)

Los pe
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Ejemplo practico de estudios con empresas para evaluar la Modulacion de la microbiota
intestinal con suplementacion alimenticia: “Efecto de un probioético sobre el sistema inmune”
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Effect of a probiotic® on the intestinal immune system

Authors: L. Tomas-Cobos?, B. Viadel, *, E. Gallego®, JL.A. Nieto®, L. Soriano-Romani?, L. Morant Garcia®, E.A. Sirvent?

Deparment of Biotechnology. AINIA Centro Tecnolégico, Paterna, Spain. * Blopartner,S.L. Alcoy, Spain.

The objective is to evaluate the integral effect of a probiotic® on the intestinal immune system: on the microbiota and on immune biomarkers. Colonic microbiota is key for an adequate
development of the intestinal mucosa and the Immune system associated with it, so that the consumption of compounds that modulate the colonic microbilota are in tum modulating the
immune response (1). In this sense, probictic bacteria can act as immunomodulators, immune activators or immune suppressors, which have an appreciable and beneficial influence on
homeostasis of the immune system (2). The intestinal mucosa was reproduced by an in vitro integrated system (figure 1), The colonic microbiota was reproduced by the in vitro digester
for colonic fermentation and the intestinal epithelium by a cell model based on a co-culture of intestinal cells ({Caco-2 cell line} and macrophages cells {differentiated THP1 cell line). First,
the impact of the probiotic on microbiota was monitoring on the microbial profile and its metabolites, analysing specific microbial species and its metabolites, the short chain fatty acids
(SCFA). Later, the effect of the digested probiotic on cellular inflammatory biomarkers was evaluated analysing IL-6, COX-2 and NO. The in wtro treatment of the probiotic® improved the
microbiclogical profile and the microbial metabolism increasing the produced SCFAs (table 1), Moreover, the probiotic® increased the genic expression of IL-6 and COX-2, Therefore, the

probiotic® presented a potential immunostimulant effect {figure 2),

Results
Figure 1.4 vitro integrated system * Yable 1. Praduction of SCFAs in the three partionsaf the calon
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Figure 2. Genic expresion of IL-6 on THP1 cells co-cultured with Caco-2
after the treatment with de colonic digested of the problotic®

MRNA IL-G on THPT cells in co-culture with Caco?2
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Ejemplo practico de estudios con empresas para evaluar la Modulacién de la microbiota intestinal <!M1a

con suplementacion alimenticia: “Efecto de un probidtico sobre el sistema inmune”

Analisis de principales
grupos microbianos y de
produccion de AGC

Digestor dinamico de Fermentacion Colonica

U

Producto de la
fermentacion coldénica de

probiéticos
CaCo-2
—
+LPS J
mERR (1)
" IEN-? 152 127 1122 THP-1
Deteccion de Citoquinas y e TNE-?
expresion de mdiadores || 102y 'G1?
inflamatorios A ﬁ&,ﬂ hvsrhe

Analisis de
Células del Epitelio inestinal (Caco-2) y biomarcadores
células de macréfagos (linea celular THP1 inflamatorios (IL-6, COX-
diferenciada) 2y NO)

(8) biopartner
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L'fj'bgﬁm;ﬁikgpréctico de estudios con empresas para evaluar la Modulacion de la microbiota intestinal ainia

con suplementacion alimenticia: “Efecto de un probiético sobre el sistema inmune” '@ biopartner

R3 Acido acético Acido butirico Acido propiénico
(colon ascendente) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Final estabilizacion 506 <10 141
| Final tratamiento | 1111 | <10 | 516
R4 Acido acético Acido butirico Acido propiénico
- (colon trasversal) [QuVA)) (mg/kg) [QulVA))
v v Final estabilizacién 809 205 420
| Final tratamiento | 1772 | 361 | 763
Reactor 3- Colon Ascendente Reactor 4- Colon Trasversal
0 10 R5 Acido acético Acido butirico Acido propiénico
2 2 (colon descendente) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
: — * 8 — - —_— Final estabilizacion 582 155 375
] e 7 :></_:==-\‘—"—  Final tratamiento | 1557 | 314 | 758
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2 2
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Ejemplo practico de estudios con empresas para evaluar la Modulacion de la microbiota intestinal

con suplementacion alimenticia: “Efecto de un probidtico sobre el sistema inmune”

(#) biopartner

CONCLUSIONES

El estudio in vitro del efecto del probiotico sobre la microbiota intestinal pone de manifiesto que es capaz
de mejorar el perfil microbiologico y el metabolismo microbiano (incrementando la produccion de
AGCC.

- El probidtico incrementa la expresion génica de IL-6 Y COX-2.

- El probidtico presenta un potencial efecto inmunoestimulante.
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Modulacion de microbiota intestinal con suplementacidon alimenticia:
evaluacion con sistemas dinamicos in vitro

La innovacion en modelos de in vitro de estudios preclinicos supone para las empresas:

* Obtencion de conclusiones precisas y evidencias cientifico-técnicas sobre la efectividad de sus
productos.

« Ayuda util para la seleccion de compuestos, ademas de facilitar el diseio de nuevas
formulaciones y técnicas que aumenten la efectividad de los principios activos. Un ejemplo de ello es
la microencapsulacion.

» Rapidez en la obtencion de los resultados.

» Ahorro de costes frente a métodos in vivo (con humanos y/o animales).

* Mayor reproducibilidad que en los ensayos in vivo, porque se controlan en mayor medida las
variables externas que pueden intervenir.

* No tienen limitaciones éticas.
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