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Resumen

En este trabajo se presentara un resumen del plan de tesis doctoral que consiste en desarrollar
materiales para un simulador oftalmoldgico tridimensional destinado a la evaluacién biofarmacéutica. Este
simulador se creara utilizando tecnologia de impresién 3D y tiene como objetivo simular de manera precisa el
entorno ocular humano para evaluar la eficacia de sistemas portadores de farmacos.

El uso de modelos biomiméticos generados a través de impresion 3D permite realizar pruebas in vitro
de liberacién y permeacion de principios activos en condiciones fisioldgicas similares a las del ojo humano. El
proyecto también incluye la evaluacidén de diferentes tecnologias de manufactura aditiva y materiales
poliméricos para garantizar que cumplan con los requisitos necesarios. El objetivo final es mejorar la
efectividad y seguridad de los tratamientos oftalmoldégicos, reduciendo la dependencia de pruebas en animales
y optimizando el desarrollo de nuevos productos farmacéuticos para afecciones oculares.
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Abstract

Develop materials for a three-dimensional ophthalmological simulator aimed at bio-pharmaceutical
evaluation. This simulator will be created using 3D printing technology and aims to accurately simulate the
human ocular environment to evaluate the effectiveness of drug delivery systems.

The use of biomimetic models generated through 3D printing allows for in vitro testing of drug release and
permeation under physiological conditions similar to those of the human eye. The project also includes the
evaluation of different additive manufacturing technologies and polymeric materials to ensure they meet the
necessary requirements. The ultimate goal is to improve the effectiveness and safety of ophthalmological
treatments, reducing reliance on animal testing and optimizing the development of new pharmaceutical
products for ocular conditions.

Keywords: ophthalmological, simulator, bio-pharmaceutical evaluation, 3D printing.

Introduccion

La administracion tépica de farmacos para tratar afecciones oftalmoldgicas enfrenta desafios debido a la
eficiencia protectora de los ojos y la limitada penetracidon de farmacos a través de la cérnea. Ademas, la pérdida
rapida de formulacién por el drenaje lagrimal y la necesidad de pruebas en animales afaden complejidad y
costos al desarrollo de nuevos tratamientos.

En este contexto, la tecnologia de impresiéon 3D emerge como una herramienta potente y versatil para la
creaciéon de modelos biomiméticos que simulan el entorno ocular y permiten evaluar la performance de
sistemas portadores de farmacos (SPF) de manera precisa y controlada.

La posibilidad de diseflar estructuras tridimensionales personalizadas y la variedad de materiales
poliméricos disponibles, abren un abanico de oportunidades para el desarrollo de dispositivos y modelos
analiticos avanzados. Es por esto que la eleccion adecuada de tecnologias de manufactura aditiva y materiales
es esencial para garantizar la funcionalidad confiabilidad del simulador oftalmoldgico. Por ello, la
investigacién y evaluacion de distintas tecnologias 3D, como estereolitografia (SLA), deposicion de material
fundido (FDM) y/o sinterizacion selectiva por laser (SLS), se convierte en un paso crucial para determinar la
mas adecuada para la reproduccién de las caracteristicas anatémicas y funcionales del ojo humano. De igual
modo, el analisis de las propiedades de cada material polimérico, como su resistencia mecanica y estabilidad
quimica, permitira seleccionar aquellos que cumplan con los requisitos biomiméticos necesarios para realizar
pruebas analiticas in vitro de SPF con mayor eficacia y precision.

El siguiente trabajo tiene como objetivo crear un modelo ocular que simula el mecanismo de parpadeo y el
flujo interno, permitiendo asi evaluar in vitro la liberacidn y permeacion de principios activos desde sistemas
portadores de farmacos, explorando la capacidad de los materiales de impresién 3D para simular con precision
los comportamientos de los tejidos del ojo, garantizando una representacion fidedigna de las condiciones
fisioldgicas.

Desarrollo

Este trabajo busca evaluar diferentes tecnologias de manufactura aditiva y las diferentes caracteristicas de
materiales poliméricos para comprobar que cumplan con los requisitos necesarios para su uso en las pruebas
biofarmacéuticas. Esto contribuird a mejorar la efectividad y seguridad de los tratamientos oftalmolégicos,
reduciendo la dependencia de pruebas en animales y optimizando el desarrollo de nuevos productos
farmacéuticos para afecciones oculares.

Para lograr esto, se realizaran pruebas y analisis exhaustivos de diversas tecnologias de impresién 3D, como
SLA, FDM y SLS, entre otras. Cada tecnologia serd evaluada en términos de su capacidad para reproducir con
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precision las caracteristicas anatémicas del ojo y para crear estructuras que permitan el mecanismo de
parpadeo y el flujo interno requerido. Para esto se investigaran y probaran diferentes materiales poliméricos,
como polimetilmetacrilato (PMMA), polietilenglicol (PEG), polietilenglicol diacrilato (PEGDA), poliésteres
biodegradables y otros materiales compatibles con la biologia ocular. El principal desafio contra del desarrollo
de una estructura corneal simulada, que permita realizar evaluacién de permeacion transcorneal de forma in
vitro.

Estos materiales deben cumplir con requisitos biomiméticos especificos que garanticen la reproduccion de
las condiciones fisioldgicas pero a su vez posean resistencia mecanica, estabilidad quimica, y fidelidad para la
realizacion de pruebas analiticas in vitro con SPF.

Para lograr este objetivo, se plantean los siguientes objetivos especificos:

e Disefar y desarrollar una estructura corneal simulada mediante la generacién de estructuras céncavas
cribantes o absorbentes, que permitan simular la permeacién transcorneal de forma independiente o
mediante la combinacién con membranas sintéticas, peliculas lipidicas o cérneas animales. Evaluar las
propiedades mecanicas y quimicas de los polimeros para la validacién del prototipo.

e Disefiar y desarrollar un modelo ocular tridimensional que aloje a la estructura corneal simulada, y que
reproduzca las caracteristicas anatémicas y funcionales del ojo humano. Esto incluye la
implementaciéon de un mecanismo de parpadeo conectado a bombas de jeringa microfluidica, que
simule el lagrimeo y la circulaciéon del humor acuoso. Evaluar las propiedades mecanicas y quimicas de
los polimeros para la validacion del prototipo.

e Analizar la liberacién in vitro del SPF cargado con principios activos en el nuevo modelo de ojo
tridimensional mecanico. Se comparara la liberacién observada en este modelo con la liberacién en un
vial de volumen fijo, utilizado tradicionalmente en pruebas de liberacién.

e Realizar ensayos ex vivo de liberacién y permeacién de farmacos utilizando el nuevo modelo
tridimensional mecédnico de ojo y celdas bicompartimentales. Esto permitird evaluar cémo los SPF
interactian y se comportan en un entorno que simula de manera mds precisa las condiciones oculares.

Actividades y metodologias

Sistemas Portadores de Farmacos

Para analizar y caracterizar el modelo de ojo que serd disefiado en el marco de este proyecto, se hara
uso de los Films poliméricos (con y sin ciclodextrinas) desarrollados y caracterizados en nuestro grupo con
anterioridad (Calles et al., 2018). La Acetazolamida y la Triamcinolona seran los firmacos modelos a utilizar.
Mediante el uso del modelo sera posible evaluar en qué medida los SPF mejoran la concentracién del farmaco
en el film lagrimal y en qué medida los diferentes SPF aumenten la permeabilidad del principio activo
(enhancers).

Disefio y Desarrollo del Modelo Ocular

El simulador tridimensional mecanico de ojo, compuesto por la estructura corneal simulada y el
modelo de globo ocular de soporte, sera disefiado y obtenido utilizando software de modelado 3D, programa de
disefio asistido por computadora (CAD), imagenes computarizadas de ojos idealizados, equipos de mecanizado
mediante control numérico por ordenador (CNC), impresoras 3D FDM, SLA, DLP y SLS, como asi también, la
Bioimpresora 3Donor.

El disefio del globo ocular de soporte, inspirado en trabajos descriptos por otros otros autores (Repetto
et al., 2015), estard compuesto de dos mitades, una anterior para formar la parte frontal del ojo y otra segunda
que represente la posterior, montadas en una camara de soporte que permitird afiadir un parpado artificial
(impresos en 3D) accionado con motores paso a paso, un sistema de bombas de jeringas para emular la
secrecion del flujo lagrimal y un sistema circulacién de fluido entre las camaras, que permita tomar muestras a
diferentes tiempos. Para efectuar los ensayos de permeacion de fairmacos, el globo ocular debera permitir la
incorporacion en su estructura de cérneas aisladas, membrana semipermeable sintéticas comerciales o bien
las estructuras corneales simuladas creadas en este proyecto.
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En la ejecucién del desarrollo se evaluardn diferentes materiales poliméricos, como el polietilen

tereftalato glicol (PETG), el acido polilactico (PLA), el acrilonitrilo butadieno estireno (ABS), el polietilenglicol
diacrilato (PEGDA), el PVA, TPU flexible y la resina acetal, asi como polietilenglicol de diferentes pesos
moleculares. Cada material sera sometido a pruebas rigurosas para evaluar sus propiedades fisicas, quimicas y
mecanicas. La evaluacién de los materiales se centrard en su resistencia mecanica, estabilidad quimica y
capacidad de replicar las caracteristicas anatémicas del ojo. Se buscara utilizar materiales que sean seguros,
que mantengan su integridad estructural bajo condiciones de estrés y que permitan la reproduccion precisa de
las distintas partes del ojo en el simulador.
Ademas, se considerardn propiedades especificas de los materiales en relacién con la absorcién, adsorcién y
permeacién de los principios activos de los SPF. Se evaluara la capacidad de los materiales para proporcionar
una barrera adecuada, controlar la liberacién del fAirmaco y mantener la estabilidad de los SPF a lo largo del
proceso de evaluacion.

La evaluacién de los materiales no se limitara inicamente a sus propiedades individuales, sino que
también se tendra en cuenta la interaccidn entre los materiales y los components mecdnicos del simulador,
como los motores, las bombas y los sistemas de flujo interno. Se buscard garantizar la compatibilidad y el
rendimiento éptimo de los materiales en el context del disefio del simulador oftalmolégico.

Ensayos Mecénicos

Se llevaran a cabo una serie de ensayos mecanicos para evaluar las propiedades de los materiales utilizados
en la impresion 3D. Entre los ensayos a realizar se incluyen:
e Ensayo de traccién: Se realizara mediante una mdquina de ensayos universal que aplicard fuerzas de

traccion gradualmente al material en forma de probetas estandarizadas. La deformacion resultante sera
registrada y utilizada para calcular la resistencia a la traccion, la tensién méxima y la elongacién en el
punto de ruptura.

e Ensayo de compresion: Se llevara a cabo utilizando una maquina de ensayos universal que aplicara
fuerzas de compresion gradualmente sobre el material en forma de muestras cilindricas o cuboides. Se
medird la resistencia a la compresion, la rigidez y la capacidad de recuperacién después de la
compresion.

e Ensayo de flexién: Se realizard mediante una mdaquina de ensayos universal que aplicara fuerzas de
flexién sobre probetas con forma de viga o ldmina. Se registran las deflexiones bajo carga y se calcula la
resistencia a la flexién, el mddulo de flexién y otros parametros relevantes.

e Ensayo de dureza: Se medira la dureza del material utilizando métodos como el ensayo de dureza Shore
o el ensayo de dureza Brinell. Estos métodos implican la aplicacién controlada de una fuerza sobre la
superficie del material y la medicién de la penetracién o indentacidn resultante.

e Ensayo de impacto: Se realizarda mediante una maquina de impacto que aplicara fuerzas de impacto
controladas sobre el material en forma de muestras especiales. Se medird la energia absorbida por el
material antes de la fractura.

Ensayos quimicos

En el marco de este proyecto, también se realizardn ensayos quimicos para evaluar la compatibilidad y
estabilidad de los materiales utilizados en la impresion 3D:
e Ensayo de compatibilidad con farmacos: Se sumergirdn las muestras de material en soluciones que

contengan principios activos oftalmoldgicos para evaluar si hay interacciones quimicas o deterioro del
material debido a la exposicidn a los farmacos. Se analizard si el material libera o absorbe los principios
activos y como afecta esto a su estructura y propiedades mecanicas.

e Ensayo de degradacién quimica: Se someteran las muestras de material a condiciones extremas de
temperatura, humedad o pH para simular posibles condiciones ambientales a las que puedan estar
expuestos. Se evaluard si el material sufre cambios significativos en su estructura quimica y
propiedades mecanicas debido a la degradacién quimica.
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e Ensayo de estabilidad a la luz: Se expondran las muestras de material a luz ultravioleta para evaluar su
resistencia a la fotodegradacion. Se analizara si la exposicion a la luz afecta la estabilidad quimica del
material y si se producen cambios en su estructura.

e Ensayo de solubilidad: Se sumergiran las muestras de material en diferentes disolventes para evaluar su
solubilidad y resistencia a la disolucién. Esto es relevante para asegurar que el material no se disuelva o
degrade cuando esta en contacto con ciertos fluidos o soluciones.

e Ensayo de toxicidad: Se evaluara la toxicidad potencial de los materiales mediante pruebas en cultivos
celulares u organismos modelo. Esto es fundamental para garantizar que los materiales utilizados en el
simulador oftalmolégico sean seguros y no presenten efectos nocivos en la salud ocular.

Ensayos de liberacion in vitro:

Los diferentes SPF serdn cargados en la superficie del simulador tridimensional mecdanico de ojo, el cual recibira
un bombeo de solucion salina tamponada con fosfato (PBS) a una velocidad de 200 uL/h. que sera depositado en la parte
superior de este dispositivo para luego fluir por gravedad a través de la membrana sintética montada emulando el tejido
corneal o cdrnea aislada de conejo. Finalmente, el mismo puede ser recogido en un pocillo de recoleccién. A intervalos de
tiempo especificos (ejemplot =0, 5, 15 y 30 minutos, y 1, 2, 4, 6 y 8 horas), se extraeran 200 pL de esta solucion para su
posterior cuantificacién. Paralelamente, los SPF serdn sumergidos en viales de volumen fijo conteniendo 4,8 ml de
solucién de PBS, a pH 7,4. A intervalos de tiempo especificos (mismos tiempos que en el simulador de 0jo), se extraeran
200 pL de esta solucién para su posterior cuantificacién. La liberacidn de farmaco a cada tiempo, sera determinada
mediante técnicas analiticas de cromatografia de alta eficacia (HPLC) o mediante espectroscopia UV-Vis.

Ensayos de liberacién/permeacion ex vivo:

Para este ensayo, se utilizaran cérneas aisladas de conejos las cuales seran montadas en el simulador
mecanico y en celdas bicompartimentales (celda de difusién de Franz). Las celdas de difusién de Franz se han
usado con frecuencia en la determinacién de la cinética de absorcién percutdnea de numerosos farmacos.
Como se menciond anteriormente, en nuestro grupo se ha disefiado una celda adaptada para cérnea que se ha
puesto a punto en instancias previas. En este punto, se pretende mediante el aislamiento de cérnea como
membrana biolégica determinar los parametros de permeacion especificos (flujo y coeficiente de permeacion)
para cada sistema bajo estudio y en cada modelo en particular y poder realizar una comparacién con las
diferentes estructuras corneales simuladas obtenidas.

Conclusiones

En conclusion, el proyecto de desarrollo de un simulador oftalmolégico tridimensional mediante
impresion 3D no solo marca un avance importante en la evaluacion biofarmacéutica, sino que también abre
nuevas posibilidades para la investigacion y desarrollo de tratamientos oftalmoldgicos. Al reproducir de
manera precisa las condiciones fisiolégicas del ojo humano, este simulador permitird una evaluacién mads
efectiva y segura de los sistemas portadores de farmacos, disminuyendo la necesidad de pruebas en animales.
Este enfoque innovador promete optimizar el desarrollo de nuevos productos farmacéuticos, mejorando la
efectividad de los tratamientos y beneficiando a pacientes con afecciones oculares.
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