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Resumen

Las microagujas (MA) son una tecnologia emergente que consiste en multiples proyecciones microscopicas menores a
1000 um de altura, formadas por polimeros biocompatibles colocadas en un solo lado de una base o parche de soporte. Se
caracteriza por ser una técnica minimamente invasiva para diversos procedimientos como la terapéutica, la
monitorizacién de enfermedades y el diagndstico. Tras la aplicacidn en la piel, las MA penetran la capa epidérmica y de
acuerdo a su longitud actlan en los diferentes estratos de la piel. De esta forma, estos sistemas permiten ampliar las
posibilidades de administraciéon a una gama mas amplia de farmacos y macromoléculas bioterapéuticas. Se
desarrollaron 5 diseflos de microagujas con diferentes geometrias y relacién dimensional. Se imprimieron con
tecnologia de impresiéon 3D LCD y se compararon los pardmetros de entrada y salida dimensionales con el fin
de evaluar la resolucién y fidelidad de los mismos. Posteriormente, se selecciond un disefio basado en estos
parametros calidad y se prepararon matrices de MA formadas por Acido Hialurénico (AH) 10% p/v con la
incorporacion de glicerina en diferentes proporciones (1, 2y 3 % p/v) en la base de soporte. Estos sistemas
fueron obtenidos mediante micromoldeo asistido por “anillos” a partir de matrices disefiadas y fabricadas por
impresion 3D FDM. Se evalué la influencia de la materializaciéon de la base/soporte en la resistencia a la
deformacidn de las MA, con el objetivo de obtener una mayor adaptabilidad y manipulacién del parche sobre la
piel. Los sistemas se caracterizaron mecanicamente a través de ensayos de compresién (10,20 y 32 N), de
traccién y a su vez, morfolégicamente a partir de imagenes tomadas antes y después de los ensayos mencionados a
través de un microscopio Optico y analizadas con el software Imagel. Y finalmente, para evaluar la penetrabilidad en piel
se realizaron ensayos ex-vivo de insercidén en piel de rata, como asi también, se midid la velocidad de disolucién de las
mismas, en un medio que imite las condiciones fisioldgicas. Se obtuvieron matrices de MA compuestos por 100
microproyecciones de alturas entre 300 y 700 um con distancias de 1 mm entre ellas. En los ensayos de compresion y
traccidn se observo que al incrementar la concentracion de glicerina el sistema disminuye su mddulo de elasticidad, lo que
provoco una menor deformacién a bajas tensiones, con respecto a sus dimensiones iniciales. En correlacién con estos
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resultados, los ensayos ex-vivo arrojaron que el poder de penetrabilidad del sistema disminuye conforme al aumento de
concentracion de glicerina en su base, observando al 3% p/v que la efectividad fue 17% mientras que los matrices
s/glicerina presentaron una mayor efectividad en la penetracién del 57%. Por Ultimo, en ensayos in-vitro de disolucién con
respaldo s/glicerina, se logrd corroborar que las MA de AH poseen una velocidad promedio de 6 min, logrando actuar de
manera rapida en la zona deseada.

Palabras clave: Microagujas - Impresion 3D - Micromoldeo - Autodisolventes

Abstract

Microneedles (MA) are an emerging technology consisting of multiple microscopic projections smaller than 1000 um in
height, formed by biocompatible polymers placed on a single side of a support base or patch. It is characterized as a
minimally invasive technique for various procedures such as therapeutics, disease monitoring and diagnostics. After
application to the skin, the MAs penetrate the epidermal layer and, according to their length, act on the different layers of
the skin. In this way, these systems allow the delivery possibilities to a wider range of drugs and biotherapeutic
macromolecules.

Five microneedle designs with different geometries and dimensional relationships were developed. They were printed
using LCD 3D printing technology and the dimensional input and output parameters were compared in order to assess
their resolution and fidelity. Subsequently, a designh was selected based on these quality parameters and MA matrices
formed by Hyaluronic Acid (HA) 10% w/v with the incorporation of glycerin in different proportions (1, 2 and 3 % w/v) in
the support base were prepared. These systems were obtained by "ring" assisted micromolding from matrices designed
and fabricated by FDM 3D printing. The influence of the base/support materialization on the resistance to deformation of
the MAs was evaluated, with the aim of obtaining greater adaptability and manipulation of the patch on the skin. The
systems were characterized mechanically through compression tests (10,20 and 32 N), tensile tests and morphologically
from images taken before and after the aforementioned tests through an optical microscope and analyzed with Image)
software. Finally, to evaluate the penetrability in skin, ex-vivo insertion tests were performed in rat skin, as well as the
dissolution rate of the same, in a medium that mimics physiological conditions. MA arrays composed of 100
microprojections of heights between 300 and 700 um with distances of 1 mm between them were obtained. In
compression and tensile tests it was observed that by increasing the concentration of glycerin the system decreases its
modulus of elasticity, which causes a lower deformation at low stresses, with respect to its initial dimensions. In
correlation with these results, the ex-vivo tests showed that the penetrability power of the system decreases as the
glycerin concentration in its base increases, observing at 3% w/v that the effectiveness was 17% while the s/glycerin
matrices presented a greater effectiveness in penetration of 57%. Finally, in in-vitro dissolution tests with s/glycerin
backing, it was corroborated that HA MAs have an average speed of 6 min, achieving rapid action in the desired area.

Keywords: Microneedles - 3D Printing - Micromolding - Autodissolvents

Introduccién

El transporte y la liberacidn de farmacos a través de la piel, es decir, la administracién transdérmica, se ha
considerado siempre como alternativa eficaz a la via oral y a aquellas que requerian de la inyeccién de una aguja
hipodérmica por cualquiera de la vias disponibles (intravenosa, intraarterial, intramuscular, entre otras), por sus conocidas
desventajas. En este sentido, una de las alternativas mas novedosas la constituye la tecnologia de las microagujas, con
tamarios del orden de unos cientos de um, pensadas para usarse tanto solas (como sustitutas indoloras de la aguja
hipodérmica) como dispuestas en un parche (Demir YK et. al., 2013). Tras la aplicacion en la piel, las MA penetran la capa
epidérmica y de acuerdo a su longitud actuan en los diferentes estratos de la piel. De esta forma, estos sistemas permiten
ampliar las posibilidades de administracion a una gama mds amplia de farmacos y macromoléculas bioterapéuticas a
través de la piel (Eneko Larrafieta et al., 2016). El método de fabricacion comunmente utilizado para esta
tecnologia es el micromoldeo (Jie Wang et al., 2016) y tiene la ventaja de ser un método escalable. Sin embargo,
no es capaz de lograr una rapida personalizacidn de las dimensiones, geometrias y arquitecturas, que son los
factores fundamentales que determinan la funcionalidad y el rendimiento de los sistemas y, por ende, la
eficacia de las MA. La impresién 3D (I3D) ofrece una alternativa prometedora al permitir la fabricacién de MA
con la gran exactitud dimensional necesaria para aplicaciones precisas, gracias a su capacidad de
personalizaciéon. Hasta el momento, en este trabajo se ha logrado disefiar y obtener diferentes sistemas de
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microagujas a través de impresién 3D LCD ( Liquid Crystal Display) y micromoldeo asistido por “anillos”,
método que permite la obtencion de matrices con un material en la MA diferente al de la base o respaldo. Estos
fueron caracterizados morfolégica y mecanicamente, y también por las caracteristicas de disolucién y
penetrabilidad del material, permitiendo conocer los pardmetros de calidad del sistema desarrollado y evaluar
potenciales mejoras.

Desarrollo

Se imprimieron matrices disefladas en el software Solidworks CAD (Dassault Systemes, Solidworks
Corporation) utilizando una impresora 3D MSLA/LCD de escritorio Creality LD-006 (Shenzhen Creality 3D Tech.
Co.) de alta resolucion. Las matrices contienen 10 x 10 unidades de MA con una base de respaldo de altura de
4mm, una relacién de aspecto de 4:1 y 3:1 para las microagujas y una distancia entre ellas de 1 mm. Se
configuraron los archivos CAD para la I3D mediante el software Chitubox los parametros como la altura de capa en
10um. Las matrices fueron luego ingresadas en una curadora Creality UW-01. En una primera instancia, los sistemas
obtenidos (Figura 1) fueron caracterizados morfolégicamente (Figura 2) bajo los parametros de altura, ancho de base,
angulo de bisel, didmetro de la punta y se compararon los valores de entrada (CAD) con los de salida (matriz impresa) para
seleccionar el disefio que posea una menor diferencia entre estos dos valores, es decir, una mayor fidelidad de impresion.
Sobre este disefio, también se trabajoé diferentes angulos de inclinaciéon de las matriz con respecto al plano de impresion,
con el fin de evaluar la calidad y fidelidad de las MA frente a estos pardmetros.

Altura Ancho de base | Angulo de bisel | Diametro de punta @
Disefio | CAD | Matriz| CAD Matriz CAD Matriz CAD Matriz
600 |457 pm 250 294 ym 750 750+ 3 ) 21 pm
pm |+ 20 um 11 £7
500 (320 um| 310 300 ym 32 um
um |30 um +10 st 65°£3 g +15
' 540 |385um| 250 220 ym 27 um
3 , um |+ 25 um +20 720 68°+3 : +10
410 (300 uym| 250 250 uym 25 um
4 um |+40 um +20 70° 67°£2 8 +9
500 |350 ym 280 240 ym o 35 um
pm | +50 pm +20 78° 72°%3 - +20

Figiura 1: Parametros de entrada y salida de cada disefio CAD y su matriz impresa en 3D.

A partir de los datos obtenidos de los diferentes disefios, se selecciond el disefio 1 ya que posee la mejor
calidad y fidelidad una vez impreso en 3D con respecto a los disefios restantes.

Disefio Matriz MA
CAD IMPRESA Moldeada
Figura 2. Visualizacion morfoldgica del disefio seleccionado en sus distintas etapas de desarrollo.
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Para la obtencién de las microagujas (Figura 3) en Acido Hialurénico 10% p/v se disefiaron y obtuvieron
moldes de silicona de caucho a partir de las matrices, utilizando la técnica de moldeo por colada. Finalmente,
se disefid e imprimié en una impresora 3D Creality CR6 - SE el resto de los componentes necesarios para
realizar el llenado de los moldes con AH y las variaciones de % de glicerina en respaldo mediante la técnica
asistida por “anillos” (Alejandro J. Paredes et al., 2022).

4 N\
) (A) Carga Llenado de molde
% @ MICROAGUJAS T
AH 20 minutos E— -
10% pliv PR
\ Ny 7 Centrifugado
Agua Milli Q 3500 Irgm + Temp. A Retiro de excedente y
E \ urante 15 Cambio de anillo ~
o~ )
(B) e L. ~
Homogenizacion (B) Carga Rellenado de molde
AH Temp. ambiente. RESPALDO S
10% pv De forma manual
Agua Milli Q
+ Glicerina Centrifugado Secado
N—— Durante 10 Durante 16 horas
\_ 3100 rpm + Temp. A )

Figura 3. Método de obtencién de las microagujas por micromoldeo.

El disefio 1 se caracterizd mecanicamente a través de ensayos de compresion (10,20 y 32 N), traccién (Figura
4) y a su vez, morfoldégicamente a partir de imagenes tomadas antes y después de los ensayos mencionados a
través de un microscopio 6ptico y analizadas con el software Image]. Para ensayos mecanicos, el equipo
utilizado fue un INSTRON 6800 series de ensayos universales.

«—— Piaca supenor

Figura 4. Equipo de ensayos universales utilizado para la caracterizacién mecanica de los sistemas.

Para evaluar la penetrabilidad, se realizaron ensayos ex-vivo de insercion en piel de rata (Figura 5). De esta
forma, se logra observar el desempefio del disefio para penetrar la piel a través de la pigmentacion de las MA a
través de la adicién del colorante Azul Tripan 0,4 % p/v a la preparaciéon del gel. Este ensayo consiste en la
colocacién de la piel afeitada sobre una superficie plana y ejerciendo presién con el pulgar sobre la matriz
durante 5 minutos.

Figura 5. Visualizacion de matriz de microagujas moldeada en AH con colorante. Piel de rata extirpada y colocada sobre el
bastidor. Aplicacién de la matriz sobre la piel con el pulgar.
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Finalmente, para conocer la velocidad de disolucién del disefio conformado en Acido Hialurdnico, se realizd
un ensayo in-vitro de disolucién. Este consistié en la colocacién de una matriz en un medio que imite las
condiciones fisiolégicas de la piel (PH 7.4) a 37°y se registrd el procedimiento con videocamara.

Resultados

Se obtuvieron matrices de MA compuestos por 100 microproyecciones de altura 473+28 um con distancias de 900+16
pum entre ellas. En los ensayos de compresidn y traccion (Figura 6) se observd que al incrementar la concentracion de
glicerina el sistema disminuye su mdédulo de elasticidad, lo que provocé una menor deformacién a bajas tensiones, con
respecto a sus dimensiones iniciales.

( Altura post-compresion (um) por fuerza (N). % de reduccién (um) por Fuerza (N)-dispersién en \
dispersion en 1, 2, 3% y s/Glicerina en respaldos. 1,2, 3% y s/Glicerina en respaldos.
b I 30
460 =
440 25
X
420 w
£ <20
2 400 ‘ E
> 380 A\ 14
5 o15
< 380 3 e
340 g 10 of
320 ’
300 &
5 10 15 20 25 30 35 5 10 15 20 25 30 35
FUERZA (N) FUERZA (N)
K4 s/n Glicerina -+-1% Glicerina 2% Glicerina * 3% Glicerina -»- s/n Glicerina -=-1% Glicerina 2% Glicerina + 3% Glicerina j
Composicion .s/n % plv % pIv % pIV
( Respaldos (AH 10% p/v) glicerina g]lcera g%lceﬁna g?lceﬁna
Modulo de Youn:
Uiy o9 3 MPa 3 MPa 2MPa | 1 MPa

Figura 6. Ensayos de compresién a 10, 20y 32 N y de traccion sobre los sistemas de MA desarrollados y los materiales.

En correlacién con estos resultados, los ensayos ex-vivo (Figura 7) arrojaron que el poder de penetrabilidad
del sistema disminuye conforme al aumento de concentracién de glicerina en su base, observando al 3% p/v
que la efectividad fue 17% mientras que los parches s/glicerina presentaron una mayor efectividad en la
penetracién del 57%.
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Pre- insercion Post- insercién

AH 10% p/v
N=3
Efectividad 57% + 5

Pre- insercién Post- insercién

AH 10% p/v + Gro 3% p/v
N=3
Efectividad 17% + 3

b A

Figura 7. Fotografias de ensayos ex-vivo de penetracién en piel de rata extirpada.

En ensayos in-vitro de disolucién (Figura 8) con respaldo s/glicerina, se logré corroborar que las MA de AH
poseen una velocidad promedio de 6 min + 1.

“iju D K - [Tes - AT e "
Figura 8. Fotografias del ensayo de disolucion in-vitro a tiempo 0, 3 y 6 minuto

s R

s de MA moldeadas en AH con colorante.

Conclusiones

Estos potenciales resultados permitieron evaluar la incorporaciéon de glicerina en el respaldo de las MA,
efectividad de penetraciéon y velocidad de disoluciéon pensado para la administraciéon intradérmica. De esta
forma, de forma preliminar podemos considerar los parches de MA formados por acido hialurénico como un
sistema atractivo para la liberacién rapida y posible vehiculizaciéon de farmacos, de manera efectiva y
minimamente invasiva.
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