Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

FACULTAD DE FARMACIA
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

TRABAJO FIN DE GRADO
TITULO:

IMPRESION 3D DE MEDICAMENTOS:
PARCHES DE MICROAGUJAS EN EL
TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES

Autor: Patricia Gomez Vifas
Fecha: Julio 2020

Tutor: Dolores Remedios Serrano Lopez



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

INDICE

RESUMEN . ..o e 2
A B S T R A T . e 3
INTRODUCCION Y ANTECEDENTES.......cvuiiiiiiiiiieeeeeeiie e 3
OBUIET IV S, . e e 4
METODOLOGIA .. ..oviiiiii e 4
RESULTADOS Y DISCUSION.......ooiiiiiiieiiiiiiiee e 5
1. Técnicas de impresiOn 3D . .......oiiiiii i 5

1.1 Impresién 3D basada en inyeccionde tinta...................cocoeiiiiiinn, 6

1.2 Sistemas de impresién 3D basada en deposicidn a través de boquillas...... 7

1.3 Sistemas de impresion por laser............coooiiiiiiiiiiii e 9

2. Estudios relacionados con las aplicaciones de la impresion 3D sobre

dispositivos de aplicacion tOPICA. ..........cooviviirii i 11
2.1 Sistema de parche de microagujas con farmaco encapsulado y sensor
microcalentador integrado impreso en 3D para el manejo del dolor......... 11
2.2 Parches de microagujas impresos en 3D para liberacion transdérmica
e INSUIING. .. ..o 13
2.3 Parches de microagujas impresos en 3D para terapia anticancerigena contra
tumoresde piel. ... ..o, 16
CONCLUSIONES. ...t 21
BIBLIOGRAFIA ..., 21
RESUMEN

El mundo de la impresién 3D cada vez esta tomando mas fuerza en la industria
farmacéutica, permitiendo la fabricacion de medicamentos que en el futuro podrian suponer un
gran avance en la calidad de vida de los pacientes. Entre las técnicas mas utilizadas se
encuentran la inyeccion por chorro tinta, las impresoras basadas en extrusion por boquilla,
incluidas las microjeringas con presion asistida (PAM) y el modelado por deposicion fundida
(FDM) vy, por ultimo, la estereolitografia (SLA).

A lo largo de este trabajo se recogen tres estudios que se desarrollaron con el fin de
demostrar el beneficio que puede aportar la impresion 3D a la fabricacion de formas
farmacéuticas de administracion transdérmica como son los parches de microagujas. A su vez,
dichas investigaciones tenian el objetivo de tratar enfermedades locales, como el dolor, y
sistémicas mediante la combinacion de mas de una técnica de impresion, abriendo asi la puerta
a un futuro muy prometedor en el que con un simple parche de microagujas podrian tratarse
enfermedades como la diabetes o el cancer.

Palabras clave: impresion 3D, parche, microagujas, liberacion transdérmica
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ABSTRACT

The world of 3D printing is becoming increasingly more important in the
pharmaceutical industry, enabling the manufacture of drugs that could represent a major
advance in the quality of life of patients. Among the most widely used techniques inkjet
printing, nozzle extrusion-based printers, including pressure-assisted microsyringes (PAM) and
fused-deposition modeling (FDM) are the most commonly used strategies followed by,
stereolithography (SLA).

In this work, three studies are collected to demonstrate the benefit that 3D printing can
bring to the manufactue of transdermal pharmaceutical forms such as microneedle patches.
These studies aim at treating local diseases, such as pain, and systemic diseases by combining
more than one printing technique, opening the landscape of 3D printing towards topical
therapies based on the use of a simple microneedle patch could treat diseases such as diabetes
or cancer.

Key words: 3D printing, patch, microneedles, transdermal delivery

INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La impresion 3D es una metodologia de fabricacion que se comenzé a utilizar en la
industria a principios de 1990 para la produccion de prototipos de manera rapida, barata y
automatizada. Se patenté en 1993 un metodo de fabricacion basado en polvo en el que
utilizando cabezales de impresion por inyeccion de tinta se imprimio un solido en 3D por
extrusion de gotas de aglutinante sobre un lecho de polvo!?. Una vez se vio que el método
aumentaba considerablemente la produccion se traslado su uso a la industria con la fabricacion
de un medicamento impreso en 3D que a dia de hoy es el Unico de este tipo comercializado, el
Spritam®?. Fue aprobado en 2015 por la FDA (Food and Drug Administration) y fabricado por
el laboratorio Aprecia Pharmaceuticals mediante la tecnologia de fabricacion que denominaron
como ZipDose. Consiste en un comprimido de levetiracetam, un farmaco indicado para el
tratamiento de ciertos tipos de epilepsia y fue disefiado para dispersarse en la cavidad bucal,
por lo que se destina a pacientes con dificultad para tragar comprimidos o capsulas que sufren
un episodio de epilepsia en donde es imprescindible que el farmaco se disgregue y empiece a
absorberse en cuestion de segundos?®.

Anteriormente, los métodos para la administracion de farmacos de actuacion sistémica
eran principalmente las vias oral, intravenosa e intramuscular mientras que la via tdpica era
empleada fundamentalmente para dolencias locales de la piel. Actualmente hay numerosos
estudios que refutan esta Gltima via como una muy buena opcion para la administracion de
farmacos Utiles a nivel sistémico, si bien no solo para el tratamiento de enfermedades como el
cancer, dolor neuropatico o la aplicacion de vacunas, sino que también pueden serlo para el
diagndstico de enfermedades. A su vez, las formas farmacéuticas mas convencionales para esta
via de administracién son los parches transdérmicos, consistentes en el farmaco a administrar
y excipientes tales como sustancias adhesivas para que este pudiera permanecer adherido a la
piel. En 1976 se desarroll6 el primer parche transdérmico de escopolamina con la intencién de
gue se consiguiesen concentraciones plasmaticas mas estables. Sin embargo, a dia de hoy y
gracias a los recientes avances que se han venido produciendo en la terapéutica, se estan
implementando nuevas formas de fabricacion de medicamentos para liberacion transdérmicay,
en consecuencia, nuevas formas farmacéuticas que permiten perfiles de liberacién mas
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controlados y sostenidos en el tiempo sin fluctuaciones bruscas, lo cual es una ventaja frente a
las formas orales*.

La piel es un drgano extenso que actlia a modo de barrera de proteccién del organismo.
Est4 conformada por la epidermis, en la parte mas superficial de la piel y compuesta por el
estrato cérneo, y la dermis, debajo de la epidermis. Esta Gltima, se encarga de acoger vasos
sanguineos y nervios de la piel, mientras que la primera capa o estrato cérneo, al ser un 6rgano
de proteccion, es de naturaleza lipéfila y supone un conjunto de células muertas, los
queratinocitos, que hacen que esta capa tenga poca flexibilidad y sea dificil el paso de farmacos
a través de ella®. (Fig. 1). Es por ello que, su uso como via de administracion se encontraba
reducido a farmacos lip6filos y cuyo tamafio molecular no fuera elevado, pues esto también era
un impedimento en su paso a través de la piel. Para solventar estas limitaciones que presentaban
los parches en la administracion transdérmica, se desarrollaron unos sistemas disefiados para
una mejor absorcion de los farmacos a través de la piel, los parches de microagujas. Estos
dispositivos consisten en unas agujas de tamafios que oscilan entre 25-2000 um de altura, 50-
250 pum de ancho de base y 1-25 um de diametro en la punta, y que se disefiaron para que
evitaran la capa de estrato corneo y liberaran directamente el farmaco cerca de los capilares
sanguineos para que pudiera pasar a circulacion sistémica, pero sin que lleguen a alcanzar los
nervios de la dermis, por lo que son indoloros. En la actualidad se han comercializado
dispositivos como el DermaRoller®, un rodillo de microagujas y el MicroHyala® que se
emplean para la liberacion de &cido hialurénico en el tratamiento de las arrugas, es decir, en
cosmética®. Si los parches de microagujas se utilizaran también con farmacos se conseguiria
una mayor adherencia al tratamiento y cumplimiento terapéutico por parte de los pacientes, lo
cual supondria un impacto muy positivo en su calidad de vida y en la salud publica.

Parche de microagujas

Estrato corneo Matriz polimérica

Particulas
de farmaco Epidermis | Fig. 1. Esquema del
Dermis| fundamento de un

parche de microagujas.
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OBJETIVOS

1. Conocer el procedimiento de la impresién 3D de medicamentos, asi como su disefio y
fabricacion.

2. Dar constancia de los distintos métodos de impresién 3D mas utilizados en la industria
farmacéutica.

3. Demostrar la utilidad de la impresién 3D en la fabricacidn de dispositivos para la
administracion transdérmica de farmacos.
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METODOLOGIA

Para la elaboracion de este trabajo se ha recurrido a una revisidon bibliografica de
articulos cientificos y libros disponibles tanto en inglés como en castellano en bases de datos
como PubMed, Elsevier, Science Direct o Research Gate desde el afio 2012 hasta la actualidad.

Por ultimo, se utilizé el programa informatico Paint (Microsoft, EE. UU) para la
realizacion de los esquemas y figuras ilustrativos de los distintos tipos de impresoras 3D mas
utilizadas en la actualidad y el gestor bibliografico EndNote para las referencias bibliogréficas.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Tipos de tecnologias de impresion 3D

En la actualidad, la tecnologia de impresién 3D consiste en un conjunto dentro de lo que
se conoce como técnicas RP (Rapid Prototyping), que es un grupo amplio de procesos de
fabricacion en los que se utiliza un software de disefio de formas 3D conocido como CAD
(Computer Aided Design). Estas técnicas RP incluyen procesos que requieren de la formacion
de capas por deposicion de material que a su vez esta controlada digitalmente, por lo que a dia
de hoy a este tipo de tecnologias se les denomina procesos de fabricacion aditiva (additive
manufacturing (AM)) o fabricacion de forma libre sélida (solid freeform fabrication (SFF)).

A la hora de obtener una SFF hay que tener en cuenta una serie de factores tales como
la enfermedad que queremos tratar o diagnosticar, la via de administracion mas adecuada y, en
consecuencia, la forma farmacéutica que supondria un mayor rendimiento en el balance
beneficio/riesgo. Ademas, una vez seleccionada la forma farmacéutica, se deben valorar los
materiales y el proceso de fabricacion de la misma, lo que lleva implicito un buen nimero de
posibles dificultades que pudieran surgir durante la elaboracion del medicamento 3D tales como
la adicion del principio activo a la SFF (si el principio activo es termolabil podria degradarse
durante el proceso si este requiere altas temperaturas o, por otro lado, en aquellas tecnologias
que requieran el uso de solventes que puedan degradar el farmaco, etc.). A su vez, también
pueden darse complicaciones como la formacion de figuras amorfas e irregulares, con baja
resistencia mecanica, las cuales pueden derivar en problemas de estabilidad o en un menor
cumplimiento terapéutico por parte del paciente. Este tipo de dificultades pueden variar en
funcion de la técnica de impresion 3D que se utilice y que se verdn con mayor detalle
posteriormente!’. Sin embargo, lo que si es comin a todas las técnicas es que tanto la EMA
como la FDA imponen unas pautas regulatorias a través de guias que garanticen la seguridad y
fiabilidad y que incluyan pruebas y caracterizacion de los medicamentos 3D%,

Una vez fijado el objetivo a alcanzar, comienza el disefio de la forma a imprimir
mediante un software anteriormente mencionado, el CAD, que permite realizar modelos en 3D
con distintas formas y volimenes para disefiar la SFF deseada. El disefio se llevara a cabo
teniendo en cuenta el tipo de tecnologia a utilizar y, por ende, de los materiales que se emplearan
en el proceso y también el farmaco a cargar sobre el objeto fabricado en 3D. A continuacion, y
tras concluir el disefio de la forma y sus dimensiones, se procede al cambio de formato desde
el software CAD a otro que permita cortar el objeto en 3D en capas 2D que lo componen”®.
Normalmente el formato mas utilizado universalmente es el STL, pero también se pueden
utilizar otros como el AMF. Este archivo STL es un modelo de superficie teselada o triangulada
que serd procesado por el software de corte permitiendo el visionado de las ldminas 2D del
objeto para que la impresora 3D fabrique la forma capa por capa en funcion del grosor que se
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ha programado para las mismas®. Sin embargo, el archivo STL no puede ser leido ni procesado
por la maquina 3D sino que el software de corte guarda la informacion como instrucciones de
Control Numérico por Computadora (CNC) en un codigo G que es el que finalmente reconoce
la impresora y controla los motores y extrusores de la misma®.

En cuanto a las distintas formas de impresion 3D, se categorizan actualmente en siete
familias de acuerdo con las normas ISO/ASTM52900-15™. Sin embargo, solo tres de ellas
tienen aplicacion en la industria farmacéutica en la actualidad y que son los sistemas basados
en impresion por chorro de tinta, los sistemas de deposicion basados en boquillas y los sistemas
de impresion basados en el uso de un laser. A su vez, estas tecnologias se dividen en diversos
subgrupos de los que se hablara a continuacion*?,

1.1 Impresion 3D basada en inyeccion de chorro de tinta

Se trata de una técnica denominada asi para incluir a aquellas metodologias de
impresion que utilizan la deposicion controlada digitalmente de pequefias gotas de liquido sobre
un sustrato para la fabricacion de objetos 3D. Por otro lado, se puede dividir en dos tipos
fundamentalmente que son la inyeccién de tinta continua y la inyeccion gota a gota y que se
diferencian el uno del otro en el proceso fisico por el que las gotas son generadas.

La inyeccidn continua de tinta es un proceso consistente en la expulsion de un flujo
continuo de liquido a través de un orificio que al entrar en contacto con la fuerza de tension
superficial se rompe en varias gotas. Para conseguir que se forme un flujo continuo cada gota
que lo compone tiene que estar “dirigida” hacia un sitio de impacto para crear un modelo
impreso. Esto se lleva a cabo induciendo una carga eléctrica sobre algunas de las gotas que,
posteriormente, al ser sometidas a un campo eléctrico se desvian del eje principal de la corriente
de modo que las gotas desechadas son recogidas en una especie de “canalén” y recirculadas por
el sistema. Por otro lado, la inyeccion gota a gota consiste en expulsar esta solo cuando se
necesita y, a diferencia de la inyeccion continua, la fuerza de eyeccion no proviene de un fluido
continuo que ejerce presion sobre la boquilla, sino que procede de unas fuentes de energia
situada en el cabezal, muy cerca de cada boquilla. Los cabezales, por lo tanto, pueden estar
compuestos por numerosas boquillas o si son especializados solo poseer una boquilla cerca de
la cual estarian los dispositivos que crearian la fuerza para expulsar la gota. Es importante tener
en cuenta que la gota puede romperse por la tension superficial en gotas mas pequefas y este
efecto no es el buscado en este procedimiento. Para evitarlo, se deben controlar las condiciones
de expulsién del liquido o modificar las caracteristicas reologicas del mismo. Como se ha
mencionado anteriormente, la gota serd expulsada por la boquilla mediante la generacién de
una fuerza por parte de una fuente de energia que puede ser de dos tipos, el primero consiste en
un cabezal térmico compuesto por elementos resistivos que no son buenos conductores de la
electricidad. Esto implica que al hacer pasar una corriente eléctrica por el cabezal esta se
acumula y la temperatura aumenta hasta 300°C, lo cual supone la evaporacion de un pequefio
volumen de liquido hasta estado gaseoso aumentando la presion vy, ejerciendo la fuerza
necesaria para la eyeccion de una gota del material liquido a imprimir. Este método implica la
eleccion de un solvente que sea volatil para poder aumentar la presion y expulsar la gota y que
suele ser el agua debido a la elevada temperatura que alcanza. Esta limitacion, sin embargo, no
se da en el segundo tipo de cabezal, que consiste en un cristal que cambia bruscamente de forma
provocando también un cambio en el volumen de liquido exponiéndolo a un aumento de la tasa
de cizallamiento, lo que genera la presién adecuada para favorecer la salida de la gota®*® (Fig.
3).
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Fig. 3. Esquema de una impresora de inyeccién por chorro de tinta

Finalmente, la impresion por inyeccion gota a gota puede subdividirse en deposicion de
gota sobre gota para formar un sélido cuando cada una de ellas se une a la anterior o deposicion
de gota sobre sélido cuando cada una se deposita sobre una capa de material sélido como, por
ejemplo, polvo, impresora mediante la cual se obtuvo Spritam®, como se ha mencionado®*2,

1.2 Sistemas de impresion 3D basada en deposicion a traves de boquillas

Los principales inconvenientes que presenta el anterior método son la escasa dureza,
resolucién limitada y baja permisibilidad de carga de farmaco con la que se obtiene la forma
farmacéutica. Sin embargo, este método basado en la deposicién por boquilla podria ser una
alternativa eficiente ya que se diferencia del anterior en la manera en la que se depositan y se
forman las capas del medicamento 3D. Con la inyeccion de tinta se expulsaban gotas que se
unian formando el objeto o se depositaban sobre un solido posterior a la eyeccion, mientras que
en este caso se mezclarian el liquido y el sélido antes de su paso por la impresora y esta deposita
la carga sobre una plataforma de manera que va formando capa por capa el objeto en 3D,

A su vez, esta técnica de impresion 3D puede dividirse en dos subtipos en funcién del
material que utilicemos y de si aplicamos calor sobre el mismo para fundirlo y elaborar otra
forma a partir de una inicial o, si por el contrario no aplicamos calor sino otro método para
expulsar a través de la boquilla el material que conformara el medicamento. Estos subtipos son,
por un lado, las microjeringas con presion asistida (PAM) y, por otro, el modelado de
deposicion fundida (FDM)*,

Las microjeringas de presion asistida constituyen una tecnologia que no requiere calor
ni fusién de materiales para la formacién de objetos en 3D y que anteriormente era muy
utilizada en ingenieria de tejidos para la fabricacion de “andamios” de tejido blando que servian
de soporte estructural a las células para la regeneracién de dicho tejido. Actualmente han
adquirido importancia en la industria farmacéutica por otras razones como su utilidad en la
fabricacion de medicamentos en 3D. Esta técnica consiste en la extrusion a temperatura
ambiente de una pasta formada a partir de una mezcla de polimero, solventes y cualquier
excipiente que sea requerido y que, junto con los anteriores, han de presentar unas
caracteristicas reologicas adecuadas para no obturar la boquilla y que la impresion se produzca
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correctamente. Para dicho proceso de fabricacion, la maquina estd compuesta por un piston
neumatico, mecanico y solenoide que genera una presion en el interior de una jeringa que
contiene la pasta previamente formada de manera que esta se deposita a través de la boquilla
sobre una plataforma capa por capa (Fig. 4). Hay que tener en cuenta que, aungque no son
requeridas altas temperaturas durante el proceso de impresion, si serd necesario un
procedimiento de secado post-impresion que podria suponer la deformacién del objeto impreso
o0 el encogimiento del mismo. Ademas, las estructuras obtenidas poseen una baja resistencia
mecénica. La principal ventaja que suponen frente a la FDM es que permiten la adicion de
grandes cantidades de farmaco y que la impresion, en si misma, no requiere de elevadas
temperaturas,

Embolo de extrusion

Sistema de presion

Cartucho

4 Punta de boquilla

Medicamento impreso en 3D Carga (farmaco,
Placa de Petri —% | S polimero, otros

excipientes, etc.)

Fig. 4. Esquema de impresora de microjeringa con presion asistida (PAM)

Por otro lado, el modelado de deposicion fundida o FDM es otra técnica de extrusion
que requiere calor y, en concreto, la fusién de unos filamentos que son los que compondréan el
objeto impreso. Se trata de una maquinaria diferente al anterior método y que esta compuesta
por un carrete que proporciona el filamento que, a su vez, es conducido mediante dos rodillos
hacia un cabezal de impresion que contiene una camara calefactora la cual se encarga de fundir
el filamento y extrudirlo por una boquilla que finalmente lo deposita en una plataforma capa
por capa (Fig. 5). Es un sistema controlado digitalmente y al que previamente se le han
introducido los datos y parametros de impresion como la forma geométrica que ha de tener el
objeto y las dimensiones de la misma. El filamento es extruido con el farmaco incorporado, es
decir, es previamente cargado con el mismo antes de la impresion, lo cual es un factor
importante a la hora de elegir el método y forma de impresion de un medicamento, puesto que
el farmaco contenido en el mismo no ha de ser termolabil o que se degrade facilmente por el
calor. La forma de cargar el filamento con el farmaco puede ser a través de extrusion por fusion
en caliente, es decir, mezclando el polimero, el farmaco y los aditivos necesarios antes de la
fabricacion del filamento o, por el contrario, una vez fabricado el filamento este es sumergido
en una solucion saturada del farmaco y diversos aditivos que puedan ser necesarios para
favorecer la difusion pasiva. En cualquier caso, es cierto que la cantidad de principio activo que
puede ser incorporado mediante difusion pasiva es bastante baja en comparacion con la forma
de extrusién anterior con microjeringa y presion asistida, pero en la actualidad hay filamentos
que pueden contener hasta un 50% de principio activo y, ademas, una clara ventaja es el bajo
coste de fabricacion®*.
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Fig. 5. Esquema de impresora de modelado por deposicién fundida (FDM)

En ambos meétodos de extrusion hay que tener en cuenta factores como la compatibilidad
farmaco-polimero-excipientes puesto que una combinacion inadecuada podria suponer el
fracaso de la impresion. Ademas, podria decirse que la eleccion del polimero adecuado es
importante ya que no solo afecta a la interaccion que pudiera establecer con el principio activo,
sino que también afecta a la estabilidad, toxicidad e incluso, en el caso de aquellos utilizados
como modificadores de liberacion, podria derivar en cinéticas erréneas o riesgo para la salud
de los pacientes®*,

1.3 Sistemas de impresion por laser

Esta metodologia de impresion por laser es conocida con el nombre de estereolitografia
(SLA) y es una de las técnicas que mayor resolucion aporta entre todas las mencionadas
anteriormente, ademas de una de las mas utilizadas para la impresion de medicamentos. El
concepto general consiste en un bafio con una resina liquida compuesta por monémeros
plasticos capaces de activarse al interactuar con la luz ultravioleta. Esto supone que el
fotoiniciador, al incidir sobre €l un haz de luz UV, provoca la liberacion de moléculas de
radicales libres capaces de interactuar unas con otras para formar cadenas de polimeros. Cuando
esto sucede, la resina que antes estaba en estado liquido se endurece y forma un sélido de
polimero plastico duro®*°,

Hay principalmente dos maneras de realizar la impresion 3D con estereolitografia, de
arriba hacia abajo (“top-down”) o de abajo hacia arriba (“bottom-up”). Si la impresion es de
arriba hacia abajo quiere decir que el haz de luz estara situado encima del tanque de resina y
que incidird en el mismo desde esa posicion, de modo que la plataforma que se encuentra dentro
del tanque ird desplazandose hacia abajo segln se vayan formando las capas de solido. Para
empezar, la plataforma se encuentra sumergida de la superficie una distancia equivalente al
grosor deseado para la capa, de manera que la luz UV incide sobre la superficie formando la
primera capa de sélido y cuando ya esta elaborada la plataforma baja otra distancia equivalente
al grosor requerido, cubriéndose la capa sélida formada de mas resina liquida que sera la
siguiente capa a solidificar (Fig. 6). Por otro lado, de la otra manera de fabricar el objeto en 3D,
de abajo hacia arriba, el haz de luz UV estaria situado debajo del tanque de resina, el cual
dispondria de una ventana transparente que permitiria el paso de la luz. En este caso la
plataforma va subiendo conforme se van formando las capas, de forma que se encuentra a ras
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de la base del tanque tan solo separadas por el grosor deseado para la capa. Una vez se ha
polimerizado y solidificado la primera capa, la plataforma sube para dejar que se llene el hueco
de nuevo con més resina para formar las sucesivas capas hasta la fabricacion total del objeto en
3D (Fig. 7).

Fuente de energia laser UV
Deflector x-y

Medicamento impreso en 3D

Plataforma movil

Resina fotopolimerizable

Fig. 6. Esquema de impresora por estereolitografia (SLA) modelo “top-down”

Plataforma movil '
Medicamento impreso en 3D
- Resina fotopolimerizable
" Deflector x-y
A

Fuente de energia laser UV
Fig.7. Esquema de impresora de estereolitografia (SLA) modelo "bottom-up"

En ambas situaciones es necesario hacer un proceso post-impresion consistente en el
lavado del producto impreso con alcohol para retirar el exceso de resina y un proceso de curado
con luz UV para endurecer la estructura. Este paso es imprescindible ya que el polimero
formado ya no contiene los radicales libres pero la resina liquida sobrante si, y son moléculas
que presentan naturaleza genotdxica demostrada, por lo que hay que eliminarlas. A su vez,
también en ambos casos hay que tener en cuenta el tipo de polimero a utilizar ya que de esto
dependera el correcto proceso de fabricado del producto. Deben ser materias primas
fotopolimerizables, las cuales son dificiles de encontrar por el escaso nimero disponible de este
tipo de resinas, por lo que esta podria considerarse una de las mayores limitaciones de esta
técnical®l’,
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2. Estudios relacionados con las aplicaciones de la impresion 3D sobre dispositivos de
aplicacion tépica

A continuacidn, se muestran tres estudios diferentes con objetivos terapéuticos distintos
pero cuyo nexo en comun es la utilizacién de parches de microagujas que han sido fabricados
mediante impresién 3D o que contienen algln elemento en su composicion que ha sido
fabricado por dicha técnica.

2.1 Sistema de parche de microagujas con farmaco encapsulado y sensor
microcalentador integrado impreso en 3D para el manejo del dolor

En 2019 un grupo de cientificos de la universidad de Virginia hizo publico un estudio
sobre la liberacion transdérmica de farmacos destinados al tratamiento del dolor como, por
ejemplo, el dolor lumbar, mediante parches de microagujas con la ayuda de un microcalentador
incorporado al mismo parche. El objetivo del estudio era demostrar que al igual que el calor
que era ampliamente utilizado para aliviar este tipo de dolor era efectivo, también podia ser util
para favorecer la difusion de farmacos a traves de la piel a capas mas profundas de la misma en
combinacion con el parche de microagujas®®.

El disefio del dispositivo consistia en un parche de microagujas al que se le adjunt6 en
la cara superior un sensor obtenido por impresion 3D capaz de producir calor y transmitirlo a
las microagujas que contienen el farmaco. Este sensor se fabricd con una solucion a base de
nanotubos de carbono de paredes multiples o Multiwalled Carbon Nanotubes (MWCNT) y
polidimetilsiloxano (PDMS), y su fabricacion se llevo a cabo mediante una impresora 3D de
chorro de tinta (Fig. 8). La concentracion de la solucién fue vital para la estabilidad de la forma
impresa 0, mas concretamente, para la dispersion de la gota impresa. El parche de microagujas,
por su parte, media 1x1 cm y estaba fabricado con celulosa a partir de un molde de PDMS con
huecos conicos para formar las microagujas®®.

Fig. 8. Sensor microcalentador impreso sobre papel.
Presenta patron de meandro con 30 mm de largo y 20
mm de ancho. Compuesto por seis vueltas con un hueco
de 2,5 mm medidos de centro a centro y dos cuadrados,
uno en la esquina superior izquierda y otro en la inferior
derecha de 5 mm cada uno®@,

En el estudio se valoraron dos factores, en primer lugar, el nivel de adhesion del sensor
al parche y su permanencia sin romperse o despegarse, es decir, la capacidad para integrarse al
mismo Y, en segundo lugar, el beneficio que pudiera aportar sobre el control de la velocidad de
liberacion y difusion del farmaco desde la superficie de la piel hasta la diana terapéutica local®.

El nivel de adhesion del microcalentador al parche se valor6 para tener una idea sobre
su elasticidad y resistencia a la fractura. Se llevo a cabo su impresion sobre distintas superficies
con distinto nivel de curvatura para comprobar si el sensor continuaba adherido al parche y no
sufria fragmentacion. Esto se realiz6 para que los resultados pudieran ser extrapolados a la piel
humana, es decir, las distintas curvaturas de los diferentes objetos emulaban las curvaturas y
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formas que puede adoptar la piel y asegurar que el parche y el microcalentador no se separarian
una vez aplicados por via topica. Para poder estudiar este factor, se jugo6 con las concentraciones
y las curvaturas de diferentes objetos y se observo el efecto que podian tener en el nivel de
dispersion de la gota impresa sobre dicho objeto®®.

Se observo una gota impresa con la solucion de MWCNT/PDMS con una concentracion
de MWCNT del 10% sobre una superficie de PDMS plana, definiendo como Hs la altura de la
gotarecién extrudida y Hi la altura de la misma pasados 30 minutos. Se establecié que la energia
total del sistema de la gota en la superficie en equilibrio era la suma de la energia de interaccién
solido-liquido y la energia potencial gravitatoria de la gota, que son funcion de Hs/Hi. Este
cociente depende del radio de la aguja de impresién y de la curvatura del sustrato. Se definié
que si la altura final era igual o mayor al 90% de la altura inicial no habria dispersion y, por
tanto, los dispositivos impresos cumplirian los patrones establecidos. A su vez, también se
estudié la misma gota de la solucién impresa sobre un sustrato curvo de PDMS antes y después
de 30 minutos transcurridos, obteniéndose como cociente Hs/Hi un porcentaje del 93,8% muy
similar al porcentaje obtenido sobre la superficie plana, 92%. Se repitio el experimento pero
con soluciones con un porcentaje de MWCNT del 3%, lo que gener6 un cociente de Hs/Hi de
42,3% para la superficie plana y de 59,4% para la superficie curva. Este resultado implicaria
que tanto la concentracion de 10% de MWCNT como la curvatura del sustrato impiden la
dispersion, mientras que concentraciones inferiores favorecerian la dispersion?é,

Para la verificacion del rendimiento del microcalentador sobre el parche, se analizaron
tanto las microagujas como la piel de las ratas utilizadas en el estudio. Se emple6 una solucién
de MWCNT/PDMS con una concentracion de MWCNT del 20% para la impresion del sensor,
el cual se deposito directamente desde la boquilla sobre el parche de microagujas que contenian
un farmaco modelo (colorante de fluorescencia en el infrarrojo cercano Cy5, cianina).
Seguidamente se aplico una fuente de energia sobre el microcalentador para que comenzase a
producir calor sobre el parche con el objetivo de que este calor disolviese las agujas en la piel
y el farmaco difundiera por sus distintas capas. Se observaron las microagujas antes de su
aplicacion sobre la piel de las ratas y después de 10 minutos transcurridos tras su aplicacion,
con y sin microcalentador. Los resultados obtenidos demostraban una mayor reduccion de las
dimensiones de las agujas en el parche con microcalentador incorporado que en el parche solo.
Por otro lado, también se observaba a simple vista una mayor coloracion azul en los agujeros
creados por el parche de microagujas sobre la piel de las ratas en el parche con microcalentador
respecto del que no lo llevaba, lo que corrobora una mayor disolucién de las agujas y, por tanto,
una mayor cantidad de farmaco (Cy5) difundido®®.

Por ultimo, en el analisis de la piel de las ratas para la constatacion del rendimiento del
parche, se llevaron a cabo tres andlisis. Las areas de piel que habian sufrido la aplicacién del
parche se diseccionaron y se dividieron en tres grupos para la realizacion de distintas pruebas
analiticas. Un primer grupo fue destinado a la obtencién de imagenes de fluorescencia de
tejidos, el segundo grupo fue tefiido con hematoxilina/eosina y procesado histolégicamente y
un tercer grupo fue aislado para un ensayo de difusién in vitro en medio tamponado con PBS.
Se produjo una mayor intensidad de fluorescencia emitida por el colorante Cy5 en el caso del
parche con microcalentador que en el parche en solitario, lo que indica que se acumula una
mayor cantidad inicial en la zona de depdsito del parche cuando hay calentamiento y, ademas,
que la difusion es mayor ya que se observan sefiales de fluorescencia en zonas mas profundas
de la piel'®.
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En resumen, el estudio se realiz6 para probar que la impresion en 3D podia ser Util para
la obtencion de un microcalentador que no solo ayudase al alivio de los sintomas de dolor
lumbar, sino que también favoreciera la liberacion y difusion del farmaco a través de la piel
permitiendo su llegada méas rapidamente al lugar de accién, lo cual es importante en el manejo
del dolor. Los resultados muestran que, en efecto, el microcalentador impreso en 3D suponia
una mayor difusion del farmaco y de manera méas rapida por parte del parche de microagujas
que en el parche sin microcalentador, lo que abre las puertas a una mayor investigacion.

2.2 Parches de microagujas impresos en 3D para liberacion transdérmica de insulina

En 2019 un grupo de investigadores de las universidades de Kent (Reino Unido) y
BRAC (Bangladesh) investigaron y desarrollaron un parche de microagujas impreso en 3D
utilizando la técnica de impresion de estereolitografia. Este estudio se llevo a cabo con el fin de
implementar una nueva técnica de administracion de insulina transdérmica en sustitucion de la
actual administracion subcutanea®®.

La motivacion principal de la fabricacion del parche fue que en los casos de diabetes
mellitus tipo 1 y casos graves de la DM tipo 2 que requieren de la administracion de insulina
mediante una aguja subcutanea, los pacientes sufren de dolor, engrosamiento de la piel y en
algunos casos fobia a las agujas, lo que suele derivar en una reduccion del cumplimiento
terapéutico. Por esta razon, la implementacion de un parche de microagujas que se pueda
obtener con una cierta rapidez y elevada reproducibilidad podria suponer una alternativa eficaz
e indolora en la administracion de insulina de dichos pacientes. Otro de los motivos por los que
se decidio desarrollar este parche fue que, a pesar, de que se han investigado profundamente
para la liberacion de insulina en diversos estudios, aquellos dispositivos de liberacion
transdérmica se realizaron con microagujas solubles, lo que hace que la velocidad de accién de
la insulina dependa de la tasa de disolucién de las agujas. Esto implica que podrian no ser tan
adecuados para una accion rapida de la insulina como las impresas en 3D, por lo que este estudio
podria superar este obstaculo mediante dicho método alternativo de fabricacion®®.

Las matrices de microagujas fueron primeramente disefiadas con dos tipos de formas
geométricas, una fue en forma de pirdmide de dimensiones 1x1 mm y la otra en forma de lanza
de 0,08x1 mm. Estos disefios se trasladaron en formato STL a una impresora de
estereolitografia (SLA) y se imprimieron los parches empleando un biopolimero de Clase 1,
con un post-tratamiento de curacion para la eliminacion de la resina no polimerizada. A
continuacion, se recurrio a un método de recubrimiento de las microagujas con el farmaco
(insulina en este caso), lo que derivaria en una mayor rapidez de accién con respecto a los
parches de agujas solubles del resto de estudios. Para el recubrimiento se utilizaron tres
soluciones diferentes de insulina con distintos transportadores de azUcares, estas fueron insulina
y manitol a una proporcién de 5:1 p/p, insulina y xilitol 5:1 p/p e insulina y trehalosa 5:1 p/p.
Para la formacidn de las capas de insulina con el aztcar sobre las agujas se utiliz6 una impresora
de inyeccion de chorro de tinta con cristal piezoeléctrico, la cual no produjo gotas satélite. La
razon por la que se utilizaron distintos azlUcares para transportar la insulina es porque se ha
observado en distintos estudios que favorecen la preservacion de la misma en sus estructuras
de alfa hélice y lamina beta, impidiendo asi su rapida degradacién y permitiendo la
conservacion una vez depositada la capa sobre las microagujas. La figura 9 muestra distintas
imagenes tomadas mediante microscopia dptica de barrido (SEM)*°.
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Fig. 9. Imagen tomada por SEM®°.
a) Microaguja piramide sin recubrir.
b) Microaguja de lanza sin recubrir.
c) Microaguja de piramide recubierta
d) Microaguja de lanza recubierta.

Una vez fabricados los parches, se evaluaron dos factores, en primer lugar el
comportamiento mecanico de las microagujas y, en segundo lugar, la capacidad de difusion de
la insulina desde las agujas hasta las distintas capas de la piel®.

La evaluacion del comportamiento mecanico de las microagujas se llevd a cabo fijando
el parche a una placa metalica y ejerciendo presion de manera axial contra un bloque de metal
a la vez que se media la fuerza ejercida hasta el fallo de la aguja y la rotura completa de la
misma. Esto se realizé tanto para los parches con agujas en forma de pirdmide como para
aquellas en forma de lanza, para examinar en detalle la resistencia a la fractura de ambas
geometrias y dilucidar cual era mas resistente y adecuada®®.

En el registro de la fuerza contra el desplazamiento se observd cdmo aumentaba la carga
hasta que se produjo la fractura de la aguja, y los resultados de resistencia a la misma para cada
una de las geometrias. Para las agujas en forma de lanza se registré un pico a los 175 Ny a
continuacion una caida de la fuerza, lo que se ve justificado porque al presentar unas
dimensiones axiales mayores que las ecuatoriales, cuando se llego al pico de fuerza la aguja se
rompio en direccion perpendicular a la de la fuerza ejercida y ya no hubo mas carga que ejercer.
Sin embargo, la piramide mostré alteracion en la continuidad de la gréafica a una fuerza de 457
N, lo que se deberia a que al ejercer la carga comenzando por el pico de la pirdamide, este fue el
primero en romperse y, por tanto, el primer fallo de la aguja. No obstante, la fuerza ejercida
sigue aumentando constantemente ya que el resto de la aguja sigue bajo compresion y sin
romperse. Los resultados de comportamiento mecanico de las microagujas muestran, por tanto,
que la geometria de la piramide seria la mas resistente a la fractura y, ademas, que ambos
modelos se fracturan a una fuerza de carga considerablemente mayor a la necesaria para la
penetracion de la piel, tal y como se muestra en el ensayo de penetracién sometido sobre piel
de cerdo®®.

El segundo factor, la difusion del farmaco insulina a través de la piel mediante el parche
de microagujas, se realiz6 mediante dos ensayos siendo el primero de ellos in vitro sobre piel
porcina y el segundo in vivo sobre ratones de experimentacion. El estudio in vitro se llevé a
cabo sobre secciones de piel porcina en las que se aplico el parche de microagujas con la
insulina y el transportador ejerciendo presion con los dedos durante 30 segundos.
Posteriormente fueron montadas en una célula de difusion de Franz a 37°C y se fueron
recogiendo muestras mediante un colector automatico cada hora un volumen de 6-6,5mL y a
las que se realizd un analisis estadistico mediante una prueba no paramétrica de Mann-
Whitney?®.
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Plasma glucose level (% of initial)

Los resultados obtenidos para las agujas en forma de lanza y de pirdmide fueron muy
similares aunque la geometria de la piramide reveld perfiles de liberacion mas rapidos, un 80%
a los 2 minutos y un 86-92% a los 8 minutos, debido a una mayor superficie de hidratacion y
de cubierta de insulina y transportador, mientras que las tasas de liberacion de la geometria de
lanza fueron ligeramente mas lentas, un 62-70% a los 2 minutos y un 81-84% a los 8 minutos,
al presentar menor superficie de hidratacion. Por otro lado, las soluciones en las que iba inmersa
la insulina (manitol, xilitol y trehalosa) mostraron un aumento tanto en la conservacion de la
misma en su forma nativa como en su velocidad de liberacion. Esto se debe principalmente a
que al ser de naturaleza hidrdfila, la hidratacion es mayor y, en consecuencia, la disolucién
también, lo que sumado a que las capas de recubrimiento son finas supone un aumento neto de
la velocidad de liberacion®®.

En lo referente al estudio in vivo, se usaron ratones a los que previamente se les habia
inducido hiperglucemia. Antes de la induccién de la diabetes, a los ratones se les permitio
acceder libremente a jaulas con dieta controlada durante 3 dias. Transcurrido este tiempo se les
inyectd una solucién de estreptozocina (70 mg/Kg) en tampdn éacido citrico para inducir la
hiperglucemia, la cual fue comprobada en ayunas a traves de la glucemia basal durante una
semana hasta que la glucemia fue de 300 mg/dL. A continuacion, se les anestesio e incorporo
el parche de microagujas en la parte superior del cuerpo con la insulina y los tres tipos de
transportadores de azucar, y fueron divididos en tres grupos de estudio con un tamafio de
muestra de 3 ratones por grupo. El grupo 1 fue denominado grupo control o negativo y al que
no se le tratd con la insulina, el grupo 2 correspondio al tratado con insulina en aguja subcutanea
y el grupo 3 fue el correspondiente al parche de microagujas con la insulina incorporada.
Después de 2 horas, los parches fueron retirados y se tomaron muestras de sangre de la vena
yugular %Ie los ratones en todos los grupos a las 0, 1, 2, 3 y 4 horas tras el tratamiento con la
insulina®®,

En los siguientes graficos se muestran los resultados obtenidos en concentracion de
glucosa y concentracion de insulina en plasma a diferentes tiempos para los distintos grupos de
ratones, los no tratados (control negativo), los tratados con inyeccion subcutanea de insulina
(control positivo) y los tratados con parche de microagujas cubiertas con insulina!® (Fig. 10 y
Fig. 11)
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Fig. 10. Grafico de concentraciones plasmaticas  Fig. 11. Gréafico de concentraciones plasmaticas
de glucosa a las 0-4 h tras la administracién de  de insulina a las 0-4 h tras la administracion de
inyeccidn subcutanea o parche de microagujas®®.  inyeccidn subcutanea o parche de microagujas®®.
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En la gréfica de concentracion de glucosa se observa un pico de descenso en la primera
hora tras la administracion tanto para la inyeccion subcutanea como para el parche de
microagujas, siendo ligeramente mayor el descenso con la inyeccidn subcutanea, aunque sin
diferencia estadistica. La distincién concluyente se observa en el transcurso de las 3 horas
restantes dado que en la inyeccion subcutanea los niveles de glucosa en plasma comienzan a
ascender de nuevo progresivamente, mientras que en el parche de microagujas estos niveles se
mantienen reducidos de manera constante en el mismo periodo de tiempo. Los niveles de
glucosa1 9de los ratones no tratados se mantienen elevados y constantes tal y como cabia
esperar.

Por otro lado, en la gréafica de niveles de insulina en plasma, se observa que tanto la
aguja subcutanea como el parche de microagujas alcanzan un pico maximo de insulina también
ligeramente mayor en el caso de la aguja subcuténea, pero de nuevo sin diferencia estadistica.
Transcurridas dos horas post-administracion, la insulina en ambos casos desciende de forma
similar, pero en el resto del tiempo hasta alcanzar 4 horas la insulina administrada por el parche
de microagujas se mantiene en niveles constantes en plasma, mientras que en la aguja
subcutanea estos niveles disminuyen gradualmente hasta la nulidad*®.

Se pudo concluir finalmente que los parches de microagujas impresas mediante
estereolitografia eran de gran calidad y que, una vez recubiertos con soluciones de insulina y
transportadores de aztcar con impresion por chorro de tinta, no solo eran altamente resistentes
a la fractura respecto a otras microagujas metalicas, sino que eran méas efectivas manteniendo
estables los niveles de glucosa e insulina en sangre que la inyeccion por via subcutanea de
insulina, tal y como demuestran los estudios in vivo realizados sobre ratones diabéticos. Este
hallazgo supone un importante apoyo para los pacientes diabéticos que requieren insulina
puesto que, facilitaria la administracion de la misma y con mayor efectividad, lo que a su vez
derivaria en un mayor cumplimiento del tratamiento y en una mejoria en su calidad de vida®®.

2.3 Parches de microagujas impresos en 3D para terapia anticancerigena contra
tumores de piel

En un estudio llevado a cabo por varias facultades del Reino Unido y en colaboracion
con la Universidad de Bangladesh, se desarrollé un parche de microagujas en forma de cruz
impreso en 3D y cargado con cisplatino para la evaluacion de su efectividad in vivo en el
tratamiento de cancer escamoso humano de piel en ratones.

Para realizarlo se utilizd el método de impresion 3D de estereolitografia para la
fabricacion de las microagujas y, a continuacion, se empled la impresién por inyeccion de
chorro de tinta para el recubrimiento de las mismas con una solucién de cisplatino, farmaco
antineoplasico. Los materiales utilizados para la fabricacion del parche fueron una resina de
polimero biocompatible la cual una vez polimerizada con la aplicacion del laser dando la forma
de cruz a las microagujas fue lavada con alcohol isopropilico para eliminar la resina no
polimerizada y expuesta a un proceso de curacion mediante luz ultravioleta. La geometria de
las agujas fue disefiada en forma de cruz, con unas dimensiones de 1 milimetro de altura, 1
milimetro de anchura y cada una de las aletas de la cruz media 0,43 milimetros. Para el
recubrimiento de las agujas con el farmaco se elabord una solucién de cisplatino acompafiada
de un polimero hidréfilo de polivinil caprolactama-acetato de polivinilo-polietilenglicol
(Soluplus®), que fueron depositadas en forma de goticulas sobre las microagujas mediante una
impresora de inyeccion de chorro de tinta con cristal piezoeléctrico. El proceso de
recubrimiento se realiz6 cuidadosamente y con varios ciclos para asegurar que no quedaba
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ningun recoveco de la aguja sin cubrir con la solucion del farmaco y el copolimero, y se llevd
a cabo con las microagujas colocadas a 45° respecto a la boquilla y se incubaron a temperatura
ambiente durante 24 horas para favorecer la evaporacion del disolvente (agua desionizada),
quedando asi una cubierta homogénea de particulas finas sobre las microagujas.

Para valorar la calidad de la impresién y el posterior recubrimiento, asi como la
capacidad de penetracion, se obtuvieron imagenes de microscopia electronica de barrido (SEM)
para lo primero y, por otro lado, imagenes de tomografia de coherencia Optica para lo segundo.
Ademas, también se visualizd la puncion de las microagujas a simple vista y se realiz6 la
medicion de la fuerza de perforacion. Las imagenes de SEM muestran la gran calidad con la
que fueron impresas las microagujas en forma de cruz, con una resolucién de 25 micras para el
eje z y de 140 para los ejes x e y (Fig. 12). También se puede apreciar la adecuada deposicion
de la capa de farmaco sin la formacién de gotas satélite. Por otro lado, la tomografia de
coherencia 6ptica analizé la profundidad y el ancho de penetracion de las microagujas sobre
piel porcina neonatal. Para realizarlo se fabricaron otras microagujas, pero en este caso, en vez
de impresas en 3D fueron moldeadas con polimetilvinileter con anhidrido maleico
(PMVE/MA), para comparar la penetracion de estas con las impresas con SLA. Los
experimentos se realizaron primero sobre 8 capas de parafilm (1000 micrémetros de espesor
aproximadamente) como control para calibracion. Se presionaron con los dedos los dos tipos
de microagujas sobre el parafilm y la piel porcina y los resultados que se obtuvieron reflejan
que la profundidad alcanzada con las microagujas impresas en 3D fue del 82% mientras que en
aquellas moldeadas fue del 73,4%, lo que podria atribuirse a la mayor resoluciéon en la
impresion 3D que en la fabricacion mediante moldes. La eficiencia de la penetracion puede
explicarse por la suavidad de la piel porcina neonatal que es facil de perforar, pero también al
disefio en forma de cruz, que permite un desgarro mas eficaz para la creacion de microcanales?.

..............

Fig. 12. Imagenes obtenidas por SEM?°. a) y b) Microagujas sin recubrir. ¢) Microagujas
recubiertas con la solucion de cisplatino y el copolimero polivinil caprolactama-acetato de
polivinilo-polietilenglicol.

A su vez, para evaluar la capacidad de liberacién del farmaco a la piel por parte de las
microagujas, se realizé en primer lugar una visualizacion a simple vista de la puncion en la piel
con las mismas, para lo cual se empled un colorante como es el azul de metileno simulando el
farmaco, de manera que se colocé el parche sobre la piel porcina presionando con un analizador
de textura y retirando para observar las cruces azules en la piel porcina. Se observé como recién
retirado el parche a las Oh se apreciaban las punciones azules en forma de cruz y cada hora hasta
alcanzar las 4h se distinguia como el color iba disminuyendo hasta desaparecer debido a la
absorcion del colorante por parte de la piel. Esta prueba también se realizé con un colorante
fluorescente cuya sefial luminosa de fluorescencia iba desapareciendo conforme se absorbia en
la piel®°.
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Otro ensayo que fue realizado fue el de resistencia y fuerza de penetracion de las
microagujas también sobre piel porcina neonatal con un analizador de textura. Las secciones
de piel se colocaron en placas de Petri que a su vez estaban fijadas a la sonda fija del
instrumental mientras que el parche se colocd en la sonda mdvil que se movia a una velocidad
de 0,01 mm/s. Se realiz6 este mismo experimento, pero con microagujas metélicas para obtener
una comparativa y ambos ensayos se repitieron cinco veces. Una vez realizados los ensayos no
se detectd ninguna aguja rota o dafiada, lo que significa que presentan buena resistencia. Se
registraron los datos de fuerza ejercida frente al desplazamiento que mostraron un aumento
progresivo de la pendiente hasta un pico maximo de fuerza con la posterior caida brusca debido
a la introduccion completa de las microagujas. Se detectd finalmente que la fuerza necesaria
para la penetracion en la piel de las agujas impresas en 3D era considerablemente menor que la
requerida por las agujas metalicas, en concreto 1,8N y 3,9N respectivamente, lo que demuestra
que ademas de ser resistentes y seguras, las microagujas impresas mediante SLA son mas
faciles de aplicar y con una mayor eficiencia.

Antes de realizar los ensayos in vivo e in vitro para evaluar, por un lado, la difusion del
farmaco a la piel y, por otro, su eficacia antitumoral una vez administrado mediante el parche,
se prepar0 el material que se iba a requerir para dichos ensayos. En primer lugar, al investigar
el proceso de impresion por chorro de tinta, se detectd que al alterar el nimero de ciclos de
recubrimiento se obtenia un rango de cantidades de CPT/Soluplus®, por lo que el ensayo in
vitro tuvo lugar para dilucidar qué cantidad de carga era la mas adecuada. En segundo lugar,
para que el ensayo in vivo pudiera realizarse era necesario que los ratones vivos desarrollaran
el tumor epidermoide escamoso para el cual se estaba estudiando la efectividad del parche de
cisplatino. Para ello, se hizo un cultivo de linea celular de carcinoma escamoso humano A-431
de manera que dichas células crecieron en monocapa en un medio de cultivo DMEM
complementado con suero bovino fetal 10% (v/v), L-gutamina 1% v/v y penicilina-
estreptomicina 0,5% v/v a una temperatura de 37°C en atmdsfera himeda y con 5% de CO.. En
cuanto a los ratones utilizados fueron seleccionados ratones albinos Balb/c de 7-8 semanas y
18-25 gramos de peso a los que se les inoculd 1x10° células/dosis/raton de forma subcutanea
en el costado del mismo. Se monitorizo el crecimiento de los tumores desde el dia O diariamente
hasta pasa(()jos 10 dias y también posteriormente durante el tratamiento para observar la
evolucion?.

Una vez que se dispuso de todo el material se comenzaron los ensayos. En cuanto a la
finalidad principal del ensayo in vitro, esta era determinar la carga de farmaco que era necesario
utilizar en el recubrimiento de las microagujas, ya que el objetivo era conseguir la maxima
liberacién de farmaco en 1 hora puesto que las exigencias legales de Reino Unido solo permitian
la aplicacion de los parches sobre ratones vivos durante ese tiempo, por lo que antes de realizar
el ensayo in vivo se estudio in vitro dicha carga de farmaco. Para este estudio se emplearon
parches de microagujas recubiertos que variaban en un rango de 0,3 a 1,6 mg mientras que la
carga de cisplatino variaba de 150 a 770 microgramos. Se aplicaron los parches en secciones
de piel de cerdo que previamente habia sido depositada en una solucién salina de tampon fosfato
y el conjunto de piel y parche de microagujas en forma de cruz se situaron en una celda Franz
para el registro de las tasas de liberacion?.

Los resultados del ensayo sobre piel porcina mostraron que la liberacion de cisplatino
fue del 100% tanto en las matrices de microagujas recubiertas con capas finas como en aquellas
de capas méas gruesas con mayor carga de farmaco. La diferencia radica en la velocidad en la
que se alcanza el 100% de la liberacion pues, en el caso de aquellas cargas mas bajas de
cisplatino, la liberacion del mismo fue del 90-100% en la primera hora de aplicacion mientras
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que en las cargas mas altas se libero el 45-65% en la primera hora y el 95-100% en el periodo
de las 1-4 horas. Esto se explicaria porque las capas mas finas de CPT/SOL permiten al
polimero hidréfilo solubilizar mejor el cisplatino facilitando la liberacion, mientras que cuando
la carga de CPT es mayor, al ser este hidrofobo y encontrarse en mayor proporcion la liberacion
se ve dificultada, por lo que para el ensayo in vivo se escogeran las que presentan una menor
carga de cisplatino. Sin embargo, se concluye que el parche de microagujas en forma de cruz
impresas con estereolitografia y recubiertas con inyeccion de chorro de tinta presenta un buen
perfil de liberacion®.

Por altimo, para el ensayo in vivo se agruparon 16 ratones con el tumor desarrollado
(tamafio mayor de 5 mm) en 4 grupos de 4 ratones cada uno a los que se les aplico el parche
con 20 mg de CPT/Kg de diferentes maneras durante un periodo de 10 dias. El grupo Al fue el
grupo control, al cual se le aplico el parche de microagujas sin carga de farmaco; el grupo B1
fue el grupo al que se le aplicé el parche con farmaco en el lugar del tumor; el grupo C1 fue el
grupo al que se le aplicé el parche en un sitio proximo al tumor pero no en el mismo lugar del
mismo; el grupo D1 fue constituido por ratones a los que se les aplicé el parche cargado en el
lugar del tumor durante 8 dias y los 2 dias restantes se le cambié a un lugar proximo pero
diferente al del tumor?.

Como se puede observar en el siguiente grafico, el grupo control desarrollé el tumor
hasta que finalmente fueron eutanasiados. Por el contrario, el grupo tratado con el parche en el
lugar del tumor si presento una regresion del mismo del 30%, aungue se esperaba un resultado
de regresion mayor, lo que se atribuy6 a la variacion en la superficie del tumor respecto del
resto de la piel y a que el parche podria no haberse adherido correctamente o podria haberse
desplazado por los movimientos normales del raton. Sin embargo, el resultado fue curioso en
el caso del grupo C1 que fue tratado con el parche en un sitio proximo al tumor pero ajeno a él,
en el que se observo una regresion completa del tumor (Fig. 13). El tratamiento se aplicd tres
dias después de alcanzar el volumen critico 5 mm? observandose una regresion de 8,2 mm?® a
1,3 en las primeras 24 horas de tratamiento y eliminandose el tltimo resquicio tumoral al 5° dia
de tratamiento, suponiendo la total supervivencia de los animales. En cuanto al grupo D1 que
fue tratado durante los 8 primeros dias en el lugar del tumor y cambiado a un sitio ajeno pero
proximo a este en los 2 dias restantes, se detectd el cambio radical en estos ultimos 2 dias con
una regresion tumoral del 93%. Este significante nivel de eficacia en el grupo tratado en un
lugar ajeno al tumor puede explicarse primeramente porque la piel de los ratones es menos
gruesa que la porcina y, por tanto, mas facil de penetrar ademas de favorecer una difusion mas
facilitada del farmaco y, por otra parte, porque debido a que el farmaco difunde mejor que en
la piel porcina, al administrarlo sobre superficie no alterada es capaz de alcanzar mas facilmente
la circulacion sistémica y que el antineoplasico llegue al lugar del tumor de forma mas rapida
y efectiva. Esto se ve corroborado en el grupo D1, donde la efectividad del tratamiento se
detectd al cambiar el parche de sitio desde el lugar del tumor a otro lugar proximo?.
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En base a los numerosos resultados positivos recogidos en el estudio mediante la
realizacion de diferentes ensayos se puede concluir que el hecho de fabricar el parche de
microagujas a través de impresion 3D mediante la combinacion de las técnicas de
estereolitografia para las microagujas e inyeccion de chorro de tinta para la carga de farmaco,
permitia la obtencion de parches con microagujas de gran calidad y resolucion y, ademas, el
disefio en forma de cruz aportaba resistencia al parche y beneficiaba considerablemente tanto
la penetracion en la piel como la liberacion del principio activo. Por ultimo, tanto los estudios
in vitro como in vivo demuestran que es una metodologia verdaderamente Util para tratamiento
de cancer de piel con antineoplasicos empleando como via de administracion la transdérmica,
resultando en un 100% de supervivencia en los estudios in vivo realizados®.

A continuacion, en la tabla 1, se muestra una comparativa de los distintos estudios
revisados para obtener una imagen global de cada uno y las principales diferencias entre ellos.

Estudio

Estudio 1

Estudio 2
- Microagujas:
estereolitografia

Estudio 3
- Microagujas:
estereolitografia

diferentes

TIPO DE Inyeccion de chorrode | - Recubrimiento con | - Recubrimiento
IMPRESION tinta el farmaco: con el farmaco:
inyeccion de chorro inyeccion de
de tinta chorro de tinta
- Sensor - Microagujas: resina | - Microagujas:
microcalentador: de biopolimero de resina de
Solucién de clase | polimero
MATERIALES MWCNT y PDMS | - Recubrimiento: biocompatible
- Microagujas: farmaco + - Recubrimiento:
celulosa excipientes (5:1 p/p) farmaco +
excipientes
Modelo: colorante
FARMACO fluorescente cianina Insulina Cisplatino
(Cy5)
Xilitol, manitol  y | Solucién de polimero
EXCIPIENTES —_ trehalosa en 3 soluciones | hidrofilo Soluplus®

ACTIVIDAD DEL
PARCHE

Reduccion del dolor
lumbar

Reduccion de
hiperglucemia

Disminucién del
tamafio del tumor de
piel escamoso
humano

CARACTERISTICAS
DEL
DISPOSITIVO

- Sensor impreso
en 3D con forma
de meandro:
30x20 mm

- Parche de
microagujas: 1x1
cm

Parche de 15x15x1 mm
con dos formas
diferentes de
microagujas:

- Lanza: 0,08x1 mm
- Piramide: 1x1 mm

Parche de 15x10x1,5

mm con microagujas

en forma de cruz con

dimensiones:

- Anchura x altura:
1x1 mm

- Cada aleta:; 0,43
mm

Tabla 1. Resumen comparativo de cada estudio revisado.
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CONCLUSION

A lo largo de este trabajo se ha desarrollado con detalle el proceso de impresién 3D y
las diferentes técnicas de impresién mediante las cuales en la actualidad es factible la
fabricacion de medicamentos de manera réapida, sencilla y reproducible y que, ademas, ha
permitido la personalizacion de algunos tratamientos individualizando cada proceso a las
necesidades del paciente.

En concreto, el tema a analizar ha sido su posible aplicacion sobre la elaboracion de
formas farmacéuticas de aplicacion transdérmica para el tratamiento de distintas enfermedades.
Se ha puesto de manifiesto las ventajas que aportan las microagujas sobre la liberacion
transdérmica, como por ejemplo el uso de las mismas para administracion sistémica de
farmacos por via tépica o la ausencia de dolor en su aplicacion, lo que favoreceria enormemente
el cumplimiento y la adherencia a la terapia por parte de pacientes que tienen panico a las
agujas, ademas de verse demostrada una efectividad superior respecto a otros métodos
convencionales de administracién. Aunque se han fabricado microagujas con distintos
materiales y estas han sido utilizadas principalmente en el campo de la cosmética, como el
tratamiento de arrugas, esto ha supuesto un incremento en la investigacion y el desarrollo de
microagujas impresas en 3D para el tratamiento de enfermedades, desde tratamiento local del
dolor a tratamiento sistémico de algunas patologias como la diabetes o, incluso, el cancer.

A pesar de los multiples beneficios que pueden aportar a la terapéutica actual,
incluyendo la calidad de vida del paciente y, en consecuencia, un impacto positivo sobre la
salud publica, ain no se ha conseguido comercializar ni extender el uso en la clinica de parches
de microagujas para tratamiento de enfermedades sistémicas. Es por ello que, en base a los
resultados obtenidos en diversos estudios reflejados en este trabajo, se abre una nueva
oportunidad de desarrollo de este tipo de formas farmacéuticas impresas en 3D que quiza, en el
futuro, pudieran utilizarse incluso para la administracion de vacunas de manera mas eficiente.
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