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RESUMEN

El globo ocular esta formado por distintas estructuras que participan en el
proceso de la vision. Dichas estructuras pueden sufrir patologias que dafian sus
tejidos. La medicina regenerativa busca reemplazar o curar esos tejidos, por lo
que la bioimpresion supondria un gran avance en el &mbito médico y oftalmico
debido a la posibilidad de crear nuevos tejidos y érganos de forma tridimensional.

En los ultimos 20 afios ha aumentado el nimero de investigaciones dentro
de este campo, creando biotintas y biomateriales compatibles con las lineas
celulares de los tejidos que se quieren replicar, y empleando distintas técnicas
de bioimpresion dependiendo del tejido diana buscado, para que sea lo més
semejante a tejidos y células humanas sanos.

En la actualidad, los tejidos oculares en los que mas se ha trabajado son:
retina, cornea y conjuntiva. Estos tejidos son los mas afectados por distintas
patologias, y por ello son los diana més investigados para lograr preservar la
vision de los pacientes. Analizando los resultados en viabilidad celular, tamafio
celular, densidad, actividad biolégica, etc., se observa que la bioimpresion ocular
tiene un futuro proximo esperanzador.

ABSTRACT

The eyeball is made up of different structures that participate in the vision
process. These structures can suffer pathologies that damage their tissues.
Regenerative medicine seeks to replace or heal these tissues, so bioprinting
would represent a great advance in the medical and ophthalmic field due to the
possibility of creating new tissues and organs in a three-dimensional way.

In the last 20 years the number of investigations within this field has
increased, creating bioinks and biomaterials compatible with the cell lines of the
tissues to be replicated, and using different bioprinting techniques depending on
the target tissue sought, so that it is the most similar to healthy human tissues
and cells.

At present, the ocular tissues in which the most work has been done are retina,
cornea, and conjunctiva. These tissues are the most affected by different
pathologies, and for this reason they are the most investigated targets to
preserve the vision of patients. Analyzing the results in cell viability, cell size,
density, biological activity, etc., it is observed that ocular bioprinting has a
promising near future.
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1. Introduccion

Este trabajo va a abordar lo publicado hasta el momento en relacion con
la bioimpresion de tejidos oculares. Para ello se va a empezar recordando las
estructuras que conforman el globo ocular y posteriormente haciendo una breve
introduccién de la bioimpresién.

1.1.Estructuras oculares
El globo ocular es un 6rgano formado por diversas estructuras (figura 1)
que se van a describir a continuacion, de capa mas externa a mas interna:12

e Cornea: estructura transparente avascular que tiene 5 capas definidas:

o El epitelio corneal de 5-6 capas, que es periféricamente contiguo con
el epitelio de la conjuntiva bulbar en el limbo.

o La capa de Bowman, que es una capa acelular formada por fibras de
colageno.

o EIl estroma, que constituye aproximadamente el 90% del espesor
corneal. Tiene capas entrelazadas de fibrillas de coldgeno y son
paralelas a la superficie de la cérnea. Las laminillas se encuentran en
la sustancia fundamental de proteoglicanos hidratados asociados con
gueratocitos que producen el colageno y la sustancia fundamental.

o La membrana de Descemet, que constituye la lamina basal del
endotelio corneal en forma de laminado.

o El endotelio corneal, tiene una sola capa de células endoteliales que
aumentan en tamafio cuando se van perdiendo con la edad ya que no
se regeneran.

La cOrnea es uno de principales dioptrios del ojo, siendo imprescindible para
la refraccion.

e Limbo esclerocorneal: es la zona que separa la cérnea de la conjuntiva y la
esclera. Se observan transiciones caracteristicas en la disposicion de los
tejidos que lo conforman:

o EI epitelio corneal estratificado escamoso no queratinizado con
superficies internas y externas paralelas da lugar al epitelio conjuntival,
caracterizado por una superficie basal plegada y tejido conectivo
subepitelial interdigitizado.

o Las laminillas de colageno corneales ordenadas de forma regular dan
paso a una disposicion mas aleatoria de laminillas en la esclera.

o La membrana de Descemet y la capa de Bowman terminan en esta
region.

Esta estructura cumple la funcion de separar fisicamente ambos tejidos y
constituye la localizacion de las células madre de la cornea en los nichos
limbares.

e Conjuntiva: mucosa ocular que se extiende desde el limbo y reviste el interior
de los parpados. Esta formada por un epitelio escamoso estratificado no
queratinizado fundamentalmente secretor, que incluye células caliciformes,
una rica red de células dendriticas del MHC de clase Il + CD11c y un estroma
laxo y vascularizado que contiene tejido linfoide propio. Segun su localizacion
y las especializaciones regionales de su epitelio se estructura en tres
regiones:?

o Palpebral: mayoritariamente compuesto por células epiteliales
cuboidales y columnares.
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o Bulbar: zona de mayor abundancia de células caliciformes, células de
Langerhans, melanocitos y linfocitos.
o Fondo de saco (fornix): la capa superficial del epitelio es aqui
cilindrica, la medial poliédrica y la profunda cuboidal.
Su funcion fundamental consiste en proteger los tejidos de la superficie
ocular, ademas de contribuir con sus secreciones al mantenimiento de la
pelicula lagrimal y facilitar el movimiento independiente del globo ocular.
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Figural. Esquema de las estructuras oculares (referencia 3).

Esclera: constituye gran parte de la capa principal fibrosa externa que
recubre el ojo. Consta de tejido conectivo denso irregular en su matriz
extracelular y fibroblastos secretores de matriz. Su matriz est4d formada
principalmente por colageno tipo I, aunque también los tipos IlI, IV, V, VI, VIII,
XIl, Xl han sido encontrados en ella. Las laminillas de colageno estan
dispuestas de forma irregular e intercaladas con fibras de elastina. El
dermatan sulfato y condroitin sulfato son los proteoglicanos mas abundantes
gue se encuentran en la esclera. Su funcion es mantener la forma del globo
ocular, proteger el contenido intraocular y nutrirlo, actuando como conducto
para que vasos Yy nervios accedan al interior del globo.

Iris: diafragma circular colocado en un plano coronal delante del cristalino. El
iris esta bordeado por epitelios de dos capas que son una continuacion del
epitelio que recubre el cuerpo ciliar. Esta formado por cuatro capas, la
membrana limitante anterior, el estroma (contiene melanocitos, fibroblastos,
mastocitos y macrofagos, ademas del esfinter pupilar), el musculo dilatador
del iris y el epitelio pigmentado posterior. EIl margen pupilar del iris contiene
un musculo circular involuntario no estriado, llamado esfinter de la pupila, que
es el encargado de contraerla. Dispuesto de forma radial, se encuentra otro
musculo involuntario, el muasculo dilatador de la pupila. Gracias a estos
musculos el iris controla la entrada de luz por la pupila ademas de comunicar
la cAmara anterior con la camara posterior.
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e Cuerpo ciliar: tiene aproximadamente 70 procesos ciliares similares a dedos
que han fenestrado capilares desde la raiz del iris. En la z6nula, los procesos
ciliares estan orientados en circulo y unidos a fibras zonulares alrededor del
cristalino. El cuerpo ciliar tiene un musculo no estriado involuntario llamado
musculo ciliar con una combinacion de fibras circulares, radiales y
longitudinales. Las fibras longitudinales del musculo ciliar se insertan en la
malla trabecular. El cuerpo ciliar se encarga de la acomodacion, mediante el
musculo ciliar, la zénula del cristalino y la capsula del cristalino, de la
produccion del humor acuoso (mediante los procesos ciliares) y su secrecion
(por el epitelio ciliar no pigmentado) y de la producciéon de la zénula del
cristalino y de componentes del vitreo como el colageno y el &cido hialurénico
(por el epitelio ciliar no pigmentado).

e Cristalino: su nucleo y corteza se componen de largas laminillas
concéntricas. Cada fibra laminar contiene un nucleo aplanado. La matriz
intrafibrilar consta de glucoproteinas de la membrana basal (coldgeno tipo V)
y glucosaminoglicanos sulfatados. El epitelio del cristalino se compone por
un epitelio cuboidal simple. Su funcién es ayudar en el enfoque de objetos
cercanos, transmitir la luz y filtrar determinadas longitudes de onda.'?

e Coroides: situada entre la retina y la esclera, estd compuesta por cuatro
capas de vasos sanguineos (grandes, medianos y pequefios), melanocitos,
fibroblastos, células del sistema inmunitario residentes (macréfagos,
linfocitos, mastocitos, células plasmaticas y células dendriticas), colageno y
fibras elasticas. Su capa mas interna, la coriocapilar, proporciona nutrientes
y oxigeno a la retina y al nervio 6ptico. También posee funcién inmune,
termorregulacion, modulacion de la PIO (presién intraocular) y drenaje del
humor acuoso de la camara anterior.

e Retina: es la region mas interna del globo. Esta formada por 10 capas que,
de la zona mas externa a la mas interna son: el epitelio pigmentario, los
fotorreceptores (conos y bastones), la membrana limitante externa, la capa
nuclear externa, la capa plexiforme externa, la capa nuclear interna, la capa
plexiforme interna, la capa de células ganglionares, la capa de fibras
nerviosas de la retina y la membrana limitante interna. Se encarga del
proceso de visidon y participa en las barreras oculares.

1.2.Concepto de bioimpresién

La bioimpresién 3D es una técnica aparecida recientemente empleada en
la fabricacién de 6rganos y tejidos. Supone la formacion de nuevos tejidos
funcionales con fines médicos. En este proceso se utilizan las células del propio
paciente y biomateriales para reemplazar tejidos y 6rganos enfermos por unos
sanos, y asi evitar que sufran rechazo del injerto en el posoperatorio, que la
intervencidon no se pueda realizar por escasez de donantes compatibles con el
paciente y que el tejido obtenido tenga la proporcion adecuada respecto a su
tamafo.* La bioimpresion seria también muy Util para el aprendizaje y para la
planificacion de cirugias en humanos, ya que permitiria una apreciacion
completa de las relaciones anatdmicas entre las lesiones y las estructuras
circundantes.®

El origen de esta técnica se encuentra en la impresion de polimeros, que
en 1986 comenzo con la invencion de la estereolitografia por Charles Hull. Sin
embargo, la primera bioimpresion se realizé en el afio 2000 cuando Thomas

5
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Boland adaptd una impresora de inyeccién de tinta para bioimprimir células en
una placa de Petri.* En la figura 2 se observan los principales componentes de
la bioimpresion: las biotintas, las técnicas y las bioimpresoras.

Major components of bioprinting

Bioprinting modalities
Bioinks Bioprinters

Extrusion-based Droplet-based Laser-based bioprinting
biopnnting bioprinting

Pt m——
] T
o~ e

Figura 2. Componentes principales de la bioimpresion (referencia 4)

Scaffoid-free Scaffold-based

2. Justificacion

La investigacion en el campo de la bioimpresién de tejidos oculares esta
en auge debido a los avances cientificos que supone y la versatilidad de poder
bioimprimir diferentes tejidos. Actualmente no hay suficientes tejidos para
trasplantar y regenerar los tejidos de pacientes con determinadas patologias
oculares, por ello la bioimpresion 3D seria de gran ayuda para obtener tejidos
sanos y compatibles.

Desde 1988 hasta la actualidad, se han producido importantes avances
en la ingenieria de tejidos que estan permitiendo crear tejidos y érganos de una
forma mas especializada.

Debido al impacto que esté teniendo y que se prevé tendra en el ambito
clinico la técnica de bioimpresion de tejidos, es importante conocer los avances
realizados hasta el momento en el &mbito ocular y su grado de desarrollo.

3. Objetivos

El objetivo general de este TFG es recopilar la informacion publicada en
los dltimos 33 afos (desde 1988 hasta 2021) sobre la bioimpresion de tejidos
oculares. Los objetivos especificos son:

1. Reunir la informacién mas actual sobre las técnicas de bioimpresion y los
materiales que se emplean en distintos tipos de tejidos, incluidos oculares.

2. Reunir la informacibn mas actual sobre las distintas biotintas y su
importancia para la bioimpresion de tejidos, incluidos los oculares.

3. Presentar los tejidos oculares bioimprimibles y los retos que supone
hacerlo.
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4. Metodologia

Este TFG se ha realizado tras una investigacion bibliografica de las
técnicas, materiales empleados y tejidos bioimprimibiles realizados en los
altimos 33 afios (1988-2021). Se han consultado las siguientes bases de datos:
Google académico, Almena y PubMed.

Se han utilizado las siguientes palabras clave en castellano: bioimpresion,
biotinta, tejidos oculares, ojo.

También se ha realizado una busqueda en inglés utilizado las siguientes
key words: bioprinter, bio-printing, bioink, biopolymers, eye, ocular tissues.

5. Resultados

Se han revisado un total de 58 articulos publicados entre los afios 1988 y
2021, de los cuales han sido citados y utilizados 25 para elaborar este TFG por
su relevancia y/o relacion con la tematica del trabajo.

5.1.Desarrollo histérico de la bioimpresién

Posteriormente a la invencion de la estereolitografia por Charles Hull en
1986 comenzaron diversas ramas de la impresion 3D, incluyendo la impresion
de metales y la bioimpresion. R. J. Klebe, en 1988, credé patrones
bidimensionales (2D) utilizando la tecnologia de citoescripciébn para el
microposicionamiento bidimensional de proteinas.* Este tipo de tecnologia
consiste en la deposicion de proteinas de adhesién celular y anticuerpos
monoclonales sobre un sustrato bajo control informatico.® A finales de la
siguiente década, se comenzé a desarrollar técnicas de bioimpresion 2D con
células vivas. Para ello se utilizaron técnicas de microposicionamiento, pudiendo
asi fabricar tejidos mas complejos. En 2002, tras la modificacion realizada por
Thomas Boland en el afio 2000 en una impresora de inyeccion de tinta para
bioimprimir células en una placa Petri, Anthony Atala, perteneciente al equipo de
investigacion del Instituto Wake Forest de Medicina Regenerativa, mostré un
rifidn en miniatura, el primer érgano completamente bioimpreso.*

En 2008 se desarroll6 el concepto de esferoides tisulares, facilitando la
generacion rapida de tejidos y érganos mediante la implantacién de esferoides
en andamiajes poliméricos. Se denomina andamiaje a las estructuras creadas
con diversos materiales que estan disefiados para provocar interacciones
celulares deseables entre ellos. Ese mismo afio, Objet Geometries Ltd. foment6
la impresion multilateral, lo que hizo que creciera aun mas el desarrollo potencial
en bioimpresion. En 2009, Organovo saco al mercado la primera bioimpresora,
llamada Novogen MMX, que permitid crear construcciones vasculares sin
andamiaje. Desde entonces, se ha conseguido desarrollar distintas
bioimpresoras pudiendo asi bioimprimir una amplia gama de tejidos. Ademas de
la posibilidad de combinar estas bioimpresoras con tecnologias de disefio
asistido por ordenador (software CAD/CAM) para poder desarrollar tejidos u
6rganos compatibles y volumétricamente apropiados para el paciente.*

Para comprender la bioimpresion, se tiene que conocer la evolucion de la
medicina regenerativa desde el concepto de creacion ex vivo de tejido
modificado hasta la induccién in vivo de la reconstruccion de tejido funcional.” La

7
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medicina regenerativa tiene el potencial de reemplazar o curar tejidos y 6rganos
dafiados por la edad, enfermedad o trauma. La bioimpresion 3D es una de las
terapias de medicina regenerativa que ha llegado al mercado® y ha dado como
resultado la impresion exitosa de sangre, vasos, redes vasculares, huesos,
orejas, exoesqueletos, traqueas y proétesis dentales (incluyendo un hueso de
mandibula), etc. También hay ejemplos concretos de bioimpresion de tejidos
oculares, que se presentardn mas adelante. Aunque actualmente esté limitado
el uso de esta técnica en oftalmologia, tiene potencial para en un fututo poder
general todo tipo de tejidos oculares. ®

5.2.Biotintas y bioimpresoras
Las biotintas son un conjunto de células vivas adecuadas para ser
procesadas por una tecnologia de biofabricacion automatizada. Constituyen el
componente obligatorio de la biotinta, que también puede contener compontes
estructurales o biomateriales, agentes reticulantes y elementos funcionales.® Las
caracteristicas principales de los materiales para ser seleccionados como
biotintas son:

e Biocompatibilidad: ausencia de reacciones alérgicas, inmunitarias,
etc., en el contacto entre los tejidos del organismo y ciertos materiales.

e Imprimibilidad: se describe como la capacidad de impresion de una
biotinta. Gillispie et al.'° y Gao et al.!! participaron en estudios en los
gue desarrollaron un nuevo marco para evaluar la imprimibilidad de los
tejidos.

e Cinética de degradacion: tiempo de vida media de las biotintas.

e Propiedades estructurales y mecanicas: dureza, resistencia,
estabilidad, plasticidad, resiliencia, etc.

e Biomimetismo: imitar o reproducir las caracteristicas biolégicas del
tejido bioimpreso.

Los biomateriales mas empleados en las tintas biolégicas en las
aplicaciones de regeneracién de tejidos oculares son polimeros de origen natural
como, por ejemplo, el colageno, la gelatina, el alginato o el acido hialurénico.
Pero también hay ejemplos de materiales de origen sintético. El tejido diana
determina el tipo de células que deben emplearse en la biotinta.'? Hay publicados
distintos tipos de biotintas dependiendo de los biomateriales que empleen. La
Tabla 1 recoge las principales biotintas usadas para bioimprimir tejidos oculares.

Las bioimpresoras utilizan las biotintas citadas en la Tabla 1, dependiendo
del tejido que se busque reproducir se deberan emplear distintas biotintas
combinandolas con el método o técnica de bioimpresion mas apropiado.
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Tabla 1. Tipos de biotintas dependiendo de los biomateriales que emplean y los tejidos

oculares que forman.

Biotintas

Tejido

Alginato

Queratocitos corneales humanos
Células epiteliales corneales humanas
Retina humana, linea de células
pigmentadas (ARPE-19)

Linea celular de retinoblastoma humano (Y79)
Células ganglionares de la retina (rgcS)

epiteliales

Gelatina

Queratocitos corneales humanos

Células epiteliales corneales humanas

Células endoteliales corneales humanas modificadas
genéticamente para expresar ribonucleasa (R5)

Colageno

Queratocitos corneales humanos

Células epiteliales corneales humanas

Células madre embrionarias humanas (hESC)
Células derivadas de tejido adiposo humano (hASC)

Fibrindgeno/Fibrina

ASCs y células formadoras de colonias endoteliales

Acido hialurénico

Células madre embrionarias humanas (hESC)
Células derivadas de tejido adiposo humano (hASC)
Células epiteliales pigmentarias de la retina (EPR)
Células progenitoras de la retina fetal humana (fRPCs)

Agarosa

Queratocitos corneales humanos

Biotintas basadas en biomateriales naturales

Hidroxiapatita

Células endoteliales humanas EA.hy926

en matriz

Biotintas basadas

descelularizada

Queratocitos corneales humanos diferenciados de
cornetes humanos derivados de células madre
mesenquimales

Matrigel - Células ganglionares retinianas (rgcS)

c 48 PEG - Células epiteliales pigmentarias de la retina (EPR)
9 g < 3 - Células progenitoras de la retina fetal humana (fRPCs)
T G m— - - m— . .
'% 9 % ‘@ | Plurdnico - Linea de células epiteliales pigmentadas de la retina
ngE55 humana (ARPE-19)

<35 - Linea celular de retinoblastoma humano (Y79)

w2 Plasma sanguineo - Células madre embrionarias humanas (hESC)
4! ,UCE) E - Células madre derivadas de tejido adiposo humano
= % (hASC)
= o
'090 g E Arg-Gly-Asp-Ser - Células epiteliales pigmentarias de la retina (EPR)

© 9 Péptidos - Células progenitoras de la retina fetal humana (fRPCs)
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Distintos grupos de investigacién de todo el mundo han creado una amplia

variedad de bioimpresoras ademas del desarrollo de bioimpresoras comerciales
por distintas empresas. Estas son algunas de las caracteristicas que debe tener
la bioimpresora ideal:

Alto grado de libertad de movimiento, lo que permite la deposicién de la
biotinta en superficies no planas.

Alta resolucion y precision que permiten la deposicion de la biotinta con una
similitud suficiente para simular la colocacion en tejidos nativos de las células.
Alta velocidad que permite una rapida construccion tanto de 6rganos y tejidos
para el trasplante clinico, asi como para producir modelos de tejido para la
investigacion.

Capacidad de dispensar distintas biotintas simultaneamente para facilitar la
fabricacion de tejidos heterocelulares.

Facilidad de esterilizacion para mantener unas condiciones asépticas durante
los procesos de bioimpresion.

Capacidad de automatizacién completa, facilitando la bioimpresion de tejidos
y 6rganos sin intervencion de los operadores.

Versatilidad que permite a los operadores modificar y expandir el
instrumental.

Dentro de los distintos tipos de bioimpresoras se encuentran ciertas

agrupaciones. Estas son algunas de las bioimpresoras comercializadas:

- En la Tabla 2, se aprecian las distintas impresoras basadas en
extrusion y los diferentes tipos que hay, ademéas del nombre de la
impresora, la empresa que la ha fabricado y la direccion web de la
empresa:

o Bioimpresoras basadas en extrusion convencionales.

o Bioimpresoras basadas en extrusion con grados mas altos de
libertad de movimiento.

o Bioimpresoras basadas en extrusion que apoyan el proceso de
bioploting.

o Bioimpresoras basadas en extrusion que apoyan la bioimpresion
de agregados celulares.

o Bioimpresoras basadas en extrusion que apoyan otras
modalidades de bioimpresion.

- EnlaTabla 3, se aprecian las distintas impresoras basadas en goteo:
o Autodrop Compact and AD-P-8000
o MicroFab jetlab®
- Las impresoras basadas en laser no se han comercializado aun de
forma privada, pero numerosas universidades colaboran en la mejora de
la investigacion.
o Bioimpresoras con grabado directo guiado por laser (LGDW)
o Bioimpresoras por transferencia directa inducida por laser
modificado (LIFT).

10
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Tabla 2. Bioimpresoras comercializadas basadas en la extrusion

Nombre

Empresa

Direccién web

Bioimpresoras basadas en extrusion

Alpha and Omega | BDYNAMIC | hitps://3dynamicsystem.co
bioprinters SYSTEMS | m/
Biobot Biobots https://www.advancedsolut
ions.com/
”n Fab@Home Seraph https://seraphrobotics.wixsi
% Robotics te.com/seraphl
c
o Inkredible Cellink https://www.cellink.com/bio
% printing/
= Regenovo Regenovo http://regenovo.com/englis
& Biotechnolo | h/
gy Co., Ltd.
REGEMAT 3D Regemat 3D | https://www.regemat3d.co
m/
n® g 0o BioAssemblyBot | Advanced https://www.advancedsolut
SaoE solutions ions.com/
® 2B E
oct .E
cud3
og=E&E
S o o 3D Bioplotter® EnvisionTec | https://envisiontec.com/
>3 £
(@] o -
Foog
o2 O
25 =
S o NovoGen MX™ | Organovo https://organovo.com/
c 2 -8 n
©C NV g O
2L og
o g— = S | nScrypt Sciperio/nS | https://www.sciperio.com/
55 S el https://
Lo g ps://www.nscrypt.com/
oL T
& Bio3D SYN” and | Bio3D https://www.3dprintingbusi
S oo | Bio3D Explorer technologie | ness.directory/company/bi
§ 0 -;.!; g S 03d-technologies/
S 52 g' Biofactory and 3D | RegenHU https://www.regenhu.com/
S 8o Discovery®
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Tabla 3. Bioimpresoras comercializadas basadas en el goteo.

Nombre Empresa Direccion web
o Autodrop Compact | Microdrop https://www.microdrop.de/
£ 2 | and AD-P-8000 Technologies
o
n 9o
Qaug
2l 0o
£ 8 2| MicroFab jetlab® | MicroFAB http://www.microfab.com/
=3 Technologies, Inc

5.3.Técnicas de bioimpresion de tejidos oculares
Las técnicas principales empleadas en la bioimpresion de tejidos oculares
actualmente son: la bioimpresién basada en la extrusion, la bioimpresion basada
en goteo y la bioimpresién basada en laser. En la figura 3 se ve un esquema de
cada una de estas tres técnicas.

Thermal Piezoelectric Pneumatic  Piston Screw Laser- Donor

_ § . L o

b:::?; transducer 5 e )

(a) Inkjet Bioprinter (b) Extrusion-based Bioprinter (c) Laser-assisted Bioprinter

Figura 3. Esquema de las distintas técnicas de bioimpresién (referencia 13)

A. La bioimpresion _por_extrusiéon utiliza un sistema de accionamiento
neumatico, emplea la fuerza mecénica para depositar un flujo continuo de
biotinta; esta biotinta, posee alta viscosidad y alta integridad mecanica y
estructural. Los métodos mas comunes de bioimpresidén basada en extrusion
son:

e Método de dispensacion neumatico
e Accionado por piston
e Accionado por tornillo

En la figura 4 se observa de forma esquematica como funciona cada
meétodo. En el primero, la presion del aire proporciona la fuerza impulsora,
mientras que en los dos ultimos, el desplazamiento mecénico y la rotacién se
utilizan para impulsar un flujo continuo de biomaterial a través de la boquilla.
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Figura 4. Diagrama esquematico de los métodos mas comunes de bioimpresion
basada en la extrusion (referencia 14).

Esta es la modalidad mas utilizada en la investigacion de bioimpresién
debido a su practicidad y capacidad para fabricar construcciones 3D a mayor
escala. La velocidad de impresion es lenta y su resolucibn moderada. La
viabilidad celular que se consigue oscila entre el 45 y el 98%.

B. Labioimpresién porinyeccion de tinta (figura 5), consiste en la deposicion
de gotas de biotinta. Actla mediante un mecanismo de accionamiento
térmico, piezoeléctrico o acustico para depositar gotas de suspension celular.
Su viscosidad es baja, al igual que su integridad mecénica y estructural; sin
embargo, la velocidad de impresion es rapida y posee alta resolucion. Las
células tienen una viabilidad de un 70 — 90%.

» Thermal Actuator ' | » Plezoelectric Actuator

|

|

e Resattsnane
et Sesansasanne

eessspeee e Ly

Substrate Substrate

A B

Figura 5. Diagrama esquemaético de la bioimpresion por inyeccién de tinta (referencia 14).

C. Labioimpresion asistida por laser (figura 6), basada en estimulacioén laser,
posee un amplio rango en la viscosidad de la biotinta. La integridad mecanica
y estructural es baja, pero su velocidad de impresion es media y la resolucién
alta, ademas la viabilidad de las células es mayor de 95%. 1215
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Figura 6. Diagrama esquemaético de la bioimpresion asistida por laser (referencia 15).

5.4.Tejidos oculares bioimprimibles
Hasta el dia de hoy, hay pocos ejemplos de bioimpresion de tejidos
oculares. Esto se debe a la complejidad de los tejidos, ya que estan compuestos
por mas de un tipo celular. Las estructuras con los principales tejidos diana han
sido la retina, la cornea y la conjuntiva. La retina es el tejido en el que mas se ha
trabajado, posteriormente la cérnea y, por ultimo, la conjuntiva.

5.4.1. Retina

Algunas enfermedades de la retina estdn asociadas con un solo tipo de
células, como, por ejemplo, el glaucoma, asociado con las células ganglionares
retinianas, y la retinosis pigmentaria, asociada con los fotorreceptores. Sin
embargo, hay otras patologias que estan asociadas con areas mas grandes,
como por ejemplo la degeneracion macular asociada a la edad (DMAE), en la
gue se dafa la zona central de la retina. Hasta ahora, las técnicas tradicionales,
como la aplicacion en animales de fotorreceptores maduros, células madre,
laminas retinianas y células del epitelio pigmentario de la retina® no han
conseguido unas buenas propiedades estructurales en los andamiajes 3D ni en
la posicién y orientacion celular, por lo que se pensé que la bioimpresion 3D seria
una buena alternativa 6. En los cultivos celulares, la buena disposicion de los
andamiajes 3D daria apoyo mecanico Yy fisico para que se produjera de forma
correcta la adhesion, la proliferacion y la diferenciacion de las células retinianas.
La especificidad es otro aspecto muy importante, ya que se podria disefiar el
namero de capas, el grosor y la disposicion espacial para que las funciones de
la retina ocurran de forma fisiolégica.?

Las células ganglionares retinianas son necesarias para la transmision de
sefales del ojo al cerebro; también son parte del sistema nervioso central, por lo
gue son incapaces de regenerarse, y a menudo mueren tras una lesion. Lorber
et al. publicé un estudio tras imprimir células gliales junto a células ganglionares
de la retina de ratas adultas mediante impresion de inyeccion de tinta
piezoeléctrica en un intento por reproducir toda la retina.}” Los resultados
mostraron una buena viabilidad, aunque la cantidad total de células bioimpresas
se redujo en comparacién con los controles tradicionales.
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En el estudio de Shi et al. se intenté bioimprimir de forma 3D células del
epitelio pigmentario de la retina y fotorreceptores imitando la interaccion
funcional para conseguir una vision adecuada. Emplearon una solucién hibrida
de alginato y plurénico para imprimir una capa ultrafina de células ARPE-19
(linea celular de epitelio pigmentario humano) a las que luego se les afiadieron
células fotorreceptoras Y79 para analizar sus interacciones.'® La morfologia
general de las células no se vio afectada y las células se mantuvieron bien en
cultivo.

Kador et al. combiné la impresion 3D utilizando la impresion de células
tridimensionales con la guia de los axones impresos utilizando andamios radiales
electrohilados incrustados en matrices de hidrogel, imitando la organizacion de
las células retinianas.® Emple6 este andamio de &cido polilactico como térmico
en la inyeccion de tinta con multiples boquillas. El andamio radial electrohilado
estaba disefiado para regular la orientacion axial. Esta alineacion, de células con
axones alineadas un 72% con su andamio radial con un 49% de dendritas
también alineadas, mejoré significativamente en comparacion con el 11% que
presentaba el cultivo 2D tipico. Pudieron asi lograr una densidad impresa de
aproximadamente 30 células/mm? siendo la densidad celular total en la retina
humana de 2.100 células/mm? aproximadamente.'®

5.4.2. Cbrnea

Las células epiteliales de la cornea se renuevan constantemente a partir
de la capa basal, por lo que cualquier defecto o dafio en esta area podria generar
un excesivo crecimiento de la conjuntiva, aparicion de neovasos, fotofobia y
dolor. La compleja estructura del estroma (fibrillas de laminina y colageno tipo |
super ordenadas) es la clave para comprender la resistencia mecanica y la
trasparencia corneal. En el caso de un traumatismo, a pesar de la poca actividad
de los queratinocitos del estroma, estas células se pueden activar en forma de
fibroblasto, provocando opacidad corneal y formacion de cicatrices.? Por ultimo,
las células endoteliales (capa mas profunda) son las encargadas de mantener el
equilibrio hidrico corneal. Su capacidad de regeneracion in vivo es muy baja, por
lo que cualquier defecto podria degenerar en enfermedades graves o incluso
ceguera irreversible.?° En Espafia, ha ido aumentando paulatinamente el nimero
de pacientes que se someten a un trasplante corneal, en 2014 se alcanzé su
maximo con un total de 3488 pacientes trasplantados.?* Tras una encuesta
mundial publicada en 2016, el 53% de la poblacion mundial carece de
accesibilidad a esta cirugia. Ademas, los pacientes pueden sufrir rechazo al
injerto alogénico incluso afios después.?> Ademas, un trasplante de cérnea no
soluciona una patologia limbar, como el Sindrome de Insuficiencia Limbica, si
las células madre del limbo estan dafiadas o han desaparecido. Es por ello por
lo que se han utilizado técnicas de ingenieria de tejidos basadas en la
combinacion de células del limbo y andamiajes. Por ejemplo, se han utilizado
injertos de células madre autologas del limbo en fibrina 0 en membrana amniotica
para restaurar una superficie corneal dafiada.?® Calonge M. et al. realizaron un
ensayo clinico que consistia en utilizar células madre mesenquimales derivadas
de médula 6sea para tratar el déficit de células madre del epitelio corneal. Este
ensayo de prueba demostro que el trasplante alogénico de células madre
mesenquimales derivadas de médula 6sea era tan seguro y eficaz como el
trasplante alogénico de epitelio del limbo cultivado.?*
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Las técnicas convencionales de cultivo celular no han conseguido
satisfacer las distintas caracteristicas de la cornea, como su transparencia, su
curvatura, su resistencia y su adaptabilidad. Sin embargo, la bioimpresion 3D, al
poder usar distintos materiales con propiedades muy diversas consigue
ajustarse mejor a las necesidades del tejido corneal. La cOrnea posee ciertas
ventajas sobre otros tejidos a la hora de la bioimpresion, ya que es
completamente avascular y tiene una demanda metabodlica extremadamente
baja. La mayoria de los tejidos corneales que se han creado usan la técnica de
extrusién (queratocitos corneales humanos, queratocitos corneales humanos
diferenciados de las células madre mesenquimales derivadas de cornetes
humanos, células epiteliales corneales humanas, células endoteliales corneales
humanas modificadas genéticamente para expresar ribonucleasa (R5)) aunque
en algunos casos, la técnica de inyeccion de tinta (queratocitos corneales
humanos) y la bioimpresion asistida por laser (células madre embrionarias
humanas y células madre derivadas de tejido adiposo humano) podrian ser
ventajosas por reaccionar mejor con las células.?

Cientificos de todo el mundo participan en la produccién de una cornea
artificial. En 2017, un equipo de investigadores espafioles, en el Instituto Espafiol
de Investigaciones Biomédicas, Hospital La Paz de Madrid, anuncio su intencién
de crear una cérnea trasplantable mediante bioimpresién 3D para uso humano.
Otros quipos de investigacién, como por ejemplo Potgieter et al., de la
Universidad de Massey en Nueva Zelanda, estan investigando a partir de
coldgeno extraido de las escamas del pez Hoki, un espécimen que es tolerado
por el sistema inmunoldgico humano. También, se investiga y compara distintos
métodos para preparar injertos de cérnea, encontrando la alternativa mas
rentable qgue mantenga unos buenos resultados visuales.??

A dia de hoy, auin no se ha conseguido obtener un tejido corneal multicapa
completo mediante bioimpresion 3D, pero esta técnica esta en sus inicios y hay
interesantes avances en comparacion a las terapias comunes. 2°

5.4.3. Conjuntiva

Cuando la conjuntiva sufre diferentes lesiones que obligan a cortar el
tejido, los tratamientos habituales para repararla son: injertos autdlogos de
conjuntiva sana o aloinjertos de otros tejidos, como por ejemplo membrana
amni6tica o mucosa oral. Estos tratamientos tienen algunas limitaciones:
ausencia de conjuntiva sana si la lesion o enfermedad es bilateral, mala
respuesta inmune, queratinizacion, pérdida de células caliciformes, infecciones,
y opacidad, entre otras.

Hasta ahora, el uUnico estudio experimental que ha utlizado la
bioimpresién 3D para obtener una estructura que permita la regeneracion de la
estructura dafiada es Dehghani et al.??; esto se debe a los parametros que se
deben tener en cuenta para conseguir bioimprimirla:

o Espesor: debe estar lo mas cerca del espesor original.

o Densidad celular adecuada tanto de células epiteliales como de
células caliciformes.

o Transparencia, elasticidad y rigidez. Al poder emplear distintos
materiales, se puede controlar la transparencia de la construccion,
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ajustar las propiedades elasticas para que sean similares a las del
tejido sano, y ajustar la rigidez de los andamiajes.

o Actividad bioldgica: el uso de materiales de origen biolégico permite la
capacidad de reepitelizacién, consiguiendo una buena
biocompatibilidad y disminuyendo la formacién de cicatrices. 12

Dehghani et al. publicaron en 2018 la incorporacion de células de
conjuntiva a membranas mediante la bioimpresion basada en extrusion. Las
membranas impresas eran incoloras y transparentes; las células cultivadas en
las membranas demostraron una viabilidad y proliferacién adecuadas, ademas
de presentar una adhesion celular correcta. Estos resultados se obtuvieron con
la mezcla de gelatina al 8% p/v, elastina al 2% p/v y hialuronato de sodio al 0,5%
p/v. La conclusién de la investigacion tras los experimentos in vivo sobre defectos
conjuntivales inducidos en conejos fue que, gracias a la composicion de la
mezcla, la membrana disefiada ofrecia caracteristicas fisicas y mecéanicas
necesarias para la reconstruccion exitosa de la superficie ocular, debido a una
mayor densidad de células caliciformes en el epitelio trasplantado, menos
inflamacién y menor formacién de tejido cicatricial.?°

6. Discusion

Los resultados de este trabajo muestran el avance de la bioimpresion a lo
largo de los siglos XX y XXI. Durante los ultimos 20 afios, ademas de crearse el
concepto de bioimpresion de tejidos, se han disefiado bioimpresoras y biotintas,
han evolucionado las técnicas de bioimpresion y se han desarrollado nuevas
técnicas para obtener distintos tejidos bioimpresos, entre ellos los oculares.

Los conocimientos acerca de la bioimpresion y sus utilidades han hecho
que las investigaciones obtengan cada vez mejores resultados, y que estos
modelos tridimensionales creados se parezcan cada vez mas al tejido humano
que se necesita reemplazar avanzando notablemente en el campo de la
medicina regenerativa. Dependiendo del tejido que se busque replicar, se deben
emplear distintas biotintas y biomateriales, combinandolo con la técnica que
mejores resultados ofrezca para crear ese tejido.

El progreso no ha sido equitativo en todos los tejidos del organismo, lo
gue mas se ha conseguido bioimprimir han sido vasos sanguineos, seguido de
cartilago, huesos, tejido muscular, piel, tejido adiposo y misculo esquelético.?®
Tanto equipos de investigadores académicos como empresas privadas trabajan
para lograr una viabilidad celular éptima bioimprimiendo distintas lineas
celulares, creando nuevas bioimpresoras, investigando nuevas biotintas, etc.,
gue poder emplear en un futuro cercano en el ambito médico-quirdrgico.

Se observa como en los ultimos 10 afios ha crecido el interés de la
comunidad cientifica por la bioimpresion 3D. En las figuras 7 y 8 se aprecia el
aumento significativo de articulos publicados desde 2010 hasta 2021. En la
figura 7 se ve el nimero de publicaciones con las palabras clave 3D bioprinting,
y en la figura 8, se ve en azul el nUmero de publicaciones con 3D bioprinting,
mientras que en naranja con bioprinting AND eye.
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Figura 7. Numero de publicaciones en PubMed con las keywords: 3D bioprinting
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Figura 8. Numero de publicaciones en PubMed con las keywords: 3D bioprintig y eye
(en azul) y bioprinting y eye (en naranja).

Como se aprecia, los estudios de bioimpresion de tejidos oculares son
muy pocos, en comparacion con el total de los publicados, pero desde el 2018 el
namero ha aumentado de forma considerable.

7. Conclusiones

La conclusion general de este trabajo es que la bioimpresion de tejidos
oculares ha avanzado de forma considerable a lo largo de los afios, encontrando
distintos materiales para biotintas cada vez mejores y mas compatibles, y
creando distintas bioimpresoras con diferentes funciones y técnicas para obtener
tejidos oculares bioimpresos cada vez mas semejantes a los naturales.

De forma especifica:

1. Las técnicas de bioimpresion empleadas para los tejidos oculares son la
bioimpresion basada en la extrusion, la basada en goteo y la basada en
laser.

2. Las biotintas empleadas en la bioimpresion pueden ser basadas en
biomateriales naturales, basadas en biomateriales sintéticos y basadas
en compuestos con moléculas.

3. Los tejidos oculares mas investigados y publicados son retina, cornea y
conjuntiva.
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ANEXO |

IOBA - Proyectos Investigacion "o

- Conformidad del Director del IOBA / Comision de Investigacion Oftalmobioloaia Aplicada
Universidad deValladolid

D? M2 Paz Garcia Garcia, como Secretaria de la Comision de Investigacion del IOBA, por
delegacion del Director.

Hace constar:

Que conoce |la documentacion relativa al estudio con codigo de la Comision de Investigacion 04
que lleva por titulo Bioimpresion de tejidos oculares
, Y que la misma ha sido evaluada previa realizacion por la Comision de Investigacion del IOBA.

El investigador principal del proyecto sera:

D//D? Yolanda Diebold Luque
Declaro tener conocimiento y apruebo la realizacion del estudio en el IOBA.
En Valladolid a, 5/2/2021

Fdo.: M2 Paz Garcia Garcia

Secretaria de la Comision de Investigacion

FUn UVa ﬁ IOBA - Campus Miguel Delibes - Paseo de Belén 17 - 47011 - Valladolid UEC-CEIM-02
Ge w Tel. 98342 35 59 | Fax 983 18 37 33 | ioba@ioba.med.uva.es | www.ioba.es V1 199 ! -




ANEXO I

Avda. Ramén y Cajal, 3 - 47003 Valladolid
Tel.: 983 42 00 00 - Fax 983 2575 11
gerente.hcuv@saludcastillayleon.es

COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS
AREA DE SALUD VALLADOLID

Valladolid a 11 de febrero de 2021
En la reunién del CEIm AREA DE SALUD VALLADOLID ESTE del 11 de febrero de

2021, se procedidé a la evaluacion de los aspectos éticos del siguiente proyecto de
investigacion.

PI 21-
: IP: YOLANDA DIEBOLD LUQUE,
2152 | BIOIMPRESION DE TEJIDOS OCULA- | |5k GARCIA POSADAS
e EQUIPO: LAURA GARCIA POSA-
L e DAS, MARIA RUIZ CUESTA
HCUV 1930

A continuacién, les sefialo los acuerdos tomados por el CEIm AREA DE SALUD VA-
LLADOLID ESTE en relacién a dicho Proyecto de Investigacién:

Considerando que el Proyecto contempla los Convenios y Normas establecidos en la
legislacion espafiola en el ambito de la investigacion biomédica, la proteccién de da-
tos de caracter personal y la bioética, se hace constar el informe favorable y la
aceptacién del Comité de Etica de la Investigacién con Medicamentos Area de Salud
Valladolid Este.

Un cordial saludo.

7 chur Yoy

Dr. F. Javier Alvarez.

CEIm Area de Salud Valladolid Este
Hospital Clinico Universitario de Valladolid
Farmacologia, Facultad de Medicina,
Universidad de Valladolid,

¢/ Ramoén y Cajal 7,47005 Valladolid
alvarez@med.uva.es,
jalvarezgo@saludcastillayleon.es

tel.: 983 423077

W Junta de

Castilla y Leén



