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Resumen
La cistinosis ocular es una enfermedad rara que se caracteriza por el de-
pósito de cristales de cistina a nivel corneal, los cuales dificultan la visión 
de los pacientes. La cisteamina oral se administra en forma de cisteamina, 
pero esta no alcanza la córnea debido a la falta de vascularización 
corneal, por lo que es necesaria la aplicación tópica ocular. El objetivo 
del presente trabajo es determinar la estabilidad de un hidrogel oftálmico 
de cisteamina, potencialmente formulable en servicios de farmacia hospi-
talaria, conservado este bajo diferentes condiciones de almacenamiento 
durante un periodo de 30 días. 
Los parámetros físicos y químicos evaluados han sido la osmolalidad, el 
pH y la concentración de cisteamina, siendo esta última valorada median-
te un método de cromatografía líquida de ultra alta presión, empleando 
un detector de masas en tándem (UPLC-MS/MS). Los ensayos descriptivos 
se han basado en la medición de la transparencia y los ensayos microbio-
lógicos en la realización de pruebas de esterilidad. 
Los resultados obtenidos permiten concluir que el hidrogel de cisteamina 
es estable durante un periodo de 30 días, recomendándose que su con-
servación sea en nevera. 

Abstract
Ocular cystinosis is a rare disease characterised by the deposit of cysti-
ne crystals on the corneal surface, which hinder patients’ eyesight. Oral 
cysteamine is given as cysteamine; however, it does not reach the cornea 
due to the lack of corneal vascularization making necessary its adminis-
tration by the topical ocular route. The aim of the present study is to de-
termine the stability of an ophthalmic hydrogel of cysteamine, which can 
be potentially prepared at hospital pharmacy departments, under different 
preservation conditions during a follow-up of 30 days.
 Different physical and chemical parameters were evaluated: osmolali-
ty, pH and cysteamine concentration, which has been measured by a 
method of ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectro-
meter (UPLC-MS/MS). Descriptive assays were also performed, such as 
transparency measurement and microbiological assays in order to verify 
its sterility.
The obtained results allow us to conclude that the cysteamine hydrogel is 
stable during 30 days, being recommendable its preservation in refrige-
rated conditions.
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Introducción
La cistinosis es una enfermedad rara de herencia autosómica recesiva 

que se clasifica dentro de los desórdenes del almacenamiento o depósito 
lisosomal1. Es un trastorno metabólico que se caracteriza por la acumu-
lación del aminoácido cistina en los lisosomas debido a un defecto en 
el transporte de cistina desde el interior del lisosoma hacia el exterior2,3. 
Dado que la cistina es poco soluble en agua, se produce su cristaliza-
ción intralisosomal produciendo daño en diferentes tejidos y órganos, 
entre ellos la córnea. Las manifestaciones oculares de la enfermedad se 
deben a la acumulación de cristales de cistina en la superficie ocular, 
siendo estos ya descritos por Burki en los años cuarenta4. Estos cristales 
pueden ser observados con una lámpara de hendidura y constituyen 
un signo patognomónico de la cistinosis. Su formación comienza en la 
infancia y se empiezan a apreciar mediante la lámpara de hendidura a 
los 16 meses de edad. Inicialmente los pacientes están asintomáticos, 
pero debido a que se produce una acumulación progresiva de los cris-
tales corneales con el tiempo, aproximadamente a la edad de 10 años 
se observan evidentes cristales de cistina corneales que ocasionan los 
síntomas oculares5. 

El tratamiento específico de la cistinosis es la cisteamina, también lla-
mada mercaptamina o 2-aminoetanotiol, un aminotiol con fórmula química 
HSCH2CH2NH2

6. La cisteamina fue introducida como opción terapéutica 
para la cistinosis en 1976 y es a día de hoy el único tratamiento dispo-
nible7. Aunque la cisteamina no produce la curación de la cistinosis, ha 
revolucionado el manejo y la prognosis de los pacientes. Se ha visto que 
retrasa el progreso de la enfermedad y puede reducir la cantidad de cistina 
intracelular en más del 90%. El tratamiento con cisteamina debe empezarse 
tan pronto como se realiza el diagnóstico y es una terapia de por vida. Los 
pacientes con poca adherencia al tratamiento o que lo empiezan tardía-
mente no obtienen unos resultados tan beneficiosos8.

La cisteamina oral se administra en forma de cisteamina bitartrato, pero 
esta no alcanza la córnea debido a la falta de vascularización corneal, 
por lo que es necesaria la aplicación tópica ocular, cuya seguridad y 
efectividad ya se demostró en los años 809-11. Actualmente, existen dos 
formulaciones oftálmicas disponibles de cisteamina clorhidrato. Por un lado, 
el Cystaran® (Sigma Tau Pharmaceuticals Inc.), medicamento aprobado por 
la FDA y el que se debe instilar entre 6-12 veces al día12 ; y por otro lado el 
Cystadrops® (Orphan Europe, Paris, France), el cual tiene mayor viscosidad 
y prolonga más el tiempo de permanencia ocular13,14. Esta última formu-
lación, a pesar de encontrarse en fase III de ensayo clínico, la EMEA ha 
permitido recientemente su comercialización para facilitar su acceso como 
medicamento huérfano15. 

El acceso a medicamentos extranjeros y/o huérfanos, puede en oca-
siones retardase en el tiempo debido a las tramitaciones y aprobaciones 
requeridas necesarias para su utilización. Por otro lado, el precio de los 
mismos, en ocasiones desorbitado, puede dificultar el acceso a los mis-
mos16. Por ello, con el fin de facilitar el tratamiento de la cistinosis ocular, la 
elaboración de colirios de cisteamina como fórmula magistral es habitual 
en los Servicios de Farmacia Hospitalaria. 

Estas formulaciones presentan principalmente dos problemas, el prime-
ro, que la instilación del colirio de cisteamina para conseguir una reduc-
ción de los cristales corneales, debe realizarse cada hora mientras que 
el paciente esté despierto. Para evitar este problema, y así optimizar la 
formulación y evitar incómodas posologías, nuestro grupo ha desarrollado 
y caracterizado en trabajos previos, un hidrogel bioadhesivo de cisteami-
na de alta permanencia ocular, potencialmente formulable en Servicios 
de Farmacia Hospitalaria17,18. El segundo problema de las formulaciones 
con cisteamina, es determinar la estabilidad de las misma, debido a que 
el análisis de compuestos con grupos tiol siempre ha resultado difícil, la 
elevada susceptibilidad que presentan estos compuestos para oxidarse y a 
la falta de un cromóforo estructural necesario para su detección19,20. Ade-
más, el bajo peso molecular de la cisteamina (PM = 77,15 g/mol) dificulta 
su detección directa mediante detectores de masas. Por ello, los métodos 
desarrollados para determinar este tipo de compuestos suelen derivatizar 
previamente la molécula de cisteamina para poder ser posteriormente 
cuantificada mediante masas21.

El objetivo del presente trabajo es determinar la estabilidad de un hi-
drogel bioadhesivo oftálmico de cisteamina bajo diferentes condiciones de 
conservación. 

Métodos
Elaboración del hidrogel oftálmico de cisteamina al 
0,55%

La elaboración del hidrogel se realiza en dos etapas. Inicialmente se 
disuelve una cantidad suficiente de cisteamina (BioXtra, Sigma-Aldrich) en 
BSS® (Balanced Salt Solution Alcon®) para poder alcanzar una concen-
tración del 0,55%, incorporándola progresivamente durante 5 minutos en 
agitación magnética. A continuación, se añade la cantidad de ácido hialu-
rónico (Acofarma®) suficiente para lograr una concentración final del 0,4%, 
manteniendo la agitación magnética. 

Para finalizar, el hidrogel se filtra con vacío, empleando un filtro de mem-
brana de 0,22 micras (Stericup® Merck Millipore ExpressTM Plus 0,22 μm) y se 
envasa en frascos de vidrio topacio clase I de 15 mL de capacidad, en los 
que se dosifican 10 mL de hidrogel por envase. El volumen restante se rellena 
con nitrógeno gaseoso, y se cierran los envases. Todo el proceso es reali-
zado en condiciones asépticas y en campana de flujo laminar horizontal. 

Condiciones de conservación  
y variables estudiadas

Se han estudiado las formulaciones con y sin conservante, añadién-
dole para ello EDTA al 0,01% a la mitad de los lotes en el momento de 
la disolución de la cisteamina. Por otra parte, ambas formulaciones han 
sido almacenadas durante 30 días, bajo dos condiciones de temperatura 
[22 ºC (ambiente) y 4 ºC (nevera)]. Así, las formulaciones estudiadas se 
denominarán a partir de ahora como HA (Hidrogel a temperatura ambiente 
sin EDTA), HAE (Hidrogel a temperatura ambiente con EDTA), HN (Hidrogel 
en nevera sin EDTA), HNE (Hidrogel en nevera con EDTA). 

Los parámetros físicos y químicos evaluados, han sido la osmolalidad, 
el pH y la concentración de cisteamina. Los ensayos descriptivos se han 
basado en la medición de la transparencia y los ensayos microbiológicos 
en la realización de pruebas de esterilidad. 

Antes de la realización de las diferentes medidas, todas las muestras 
fueron atemperadas durante un tiempo mínimo de 30 minutos para evitar 
variaciones en la determinación debidas a la temperatura. Todos los ensa-
yos han sido realizados por triplicado y se han llevado a cabo los días 0, 
7, 14, y 30 post-elaboración de los hidrogeles. 

Ensayos descriptivos 

El método utilizado para medir la transparencia ha consistido en la 
determinación de la transmitancia de las formulaciones en el intervalo de 
longitud de onda de la luz visible (380 nm-780 nm) utilizando para ello 
un espectrofotómetro UV-VIS (Espectrofotómetro de red de diodos Hewlett 
Packard 8452). Para ello, se realizó un blanco con agua destilada y las di-
ferentes formulaciones se introdujeron en una cubeta de cuarzo para medir 
la transmitancia, obteniéndose una gráfica que representa el porcentaje de 
luz transmitida en función de las longitudes de onda. 

Ensayos físico-químicos

Determinación de Osmolalidad y pH: La osmolalidad se midió utili-
zando un osmómetro Vapor Pressure Osmometer (VAPRO 5520). Para ello, 
10 μL de cada formulación se depositaron en un disco de papel de filtro 
Whatman sobre la cámara. La determinación del pH se llevó a cabo con 
un pHmetro Crison micropH2001®. 

Cuantificación de la cantidad de cisteamina: Para la determinación 
de la cisteamina en las muestras se prepara previamente una disolución 
saturada del reactivo de Ellman (5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) o DTNB) 
como derivatizador22 (Figura 1). Para ello 29,6 mg del polvo fueron disuel-
tos en 10 mL de NaOH acuoso al 0,018 M. Posteriormente, la disolución 
fue filtrada a través de un filtro de 0,45 μm.

Para la cuantificación de la cisteamina, inicialmente se realiza una dilu-
ción 1:1000 de la formulación. De esta muestra diluida se recogen 50 µL y 
se le adicionan 100 µL de reactivo de Ellman y 100 µL de agua purificada. 
La disolución resultante se analiza mediante un método de Cromatografía 
Líquida de Ultra Alta Presión empleando un detector de masas en tán-
dem (UPLC-MS/MS). Para ello se utilizó un sistema Acquity UPLC® H-Class 
(Waters®) conectado a un detector de masas en tándem Waters® Xevo 
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TQD. Los datos fueron recogidos empleando el software Masslynx v4.1 y 
procesados a través del software cromatográfico TargetLynxTM Application 
Manager. La separación cromatográfica se realizó a 40 °C utilizando la 
columna Acquity BEH C18 (2,1 x 50 mm, 1,7 µm de tamaño de partícula, 
Waters®). Los solventes de la fase móvil fueron una disolución de ácido 
fórmico al 0,1% agua MilliQ® (Fase A) y acetonitrilo (Fase B). Se utilizó un 
gradiente con una velocidad de flujo constante a 0,4 mL/min. El gradiente 
se inició con 100% de fase A que cambió a una composición 40% A-60% 
B a los 2,20 minutos de forma lineal para a continuación mantener la com-
posición hasta los 2,60 minutos y volver a las condiciones iniciales a los 3 
minutos. El muestreador automático se ajustó a 10 °C y se inyectaron 10 µL 
de cada muestra. El tiempo de ejecución total, incluyendo el equilibrado 
del sistema cromatográfico antes de la inyección de la muestra, fue de 3 
minutos. La obtención de los datos de espectrometría de masas se llevó a 
cabo mediante el modo de monitorización de reacción múltiple (MRM) a 
través de la ionización de las muestras mediante electrospray positivo. Para 
la cuantificación, se utilizaron las transiciones del ion precursor de m/z 313 
y el fragmento de 196.85 empleando un flujo de gas de desolvatación de 
1,100 L/h, gas del cono 80 L/h y voltaje capilar de 3,2 kV. La temperatura 
de desolvatación y la temperatura de la fuente fueron de 600 °C y 146 °C, 
respectivamente.

Ensayos microbiológicos
Cada uno de los hidrogeles, se han analizado a los tiempos previamen-

te indicados, con el fin de establecer la estabilidad microbiológica. Para 
ello, 1 ml de cada uno de los hidrogeles se añaden en placas de agar san-
gre, agar sabouraud y medio tioglicolato liquido. Estas muestras se cultivan 
a 37 ºC durante un periodo de 48h, 15 días y 10 días respectivamente. Al 
finalizar de cada período de incubación se observan y se determina si ha 
existido crecimiento microbiológico.

Márgenes de variación permitidos  
y análisis estadístico

Se ha establecido los márgenes fijados según lo indicado en el Pharma-
ceutical Codex23, estableciéndose la caducidad de la formulación cuan-
do la concentración de principio activo se ha reducido en un 10% con 
respecto a la concentración inicial. Por otra parte, los cambios en pH y 

osmolalidad, se consideran no aceptables si sus valores exceden los crite-
rios de aceptación para su administración por vía oftálmica. La estabilidad 
microbiológica se considera adecuada siempre y cuando no se detecten 
crecimiento microbiano en las muestras cultivadas. Por último, con respecto 
a las características descriptivas del producto, no se considerará acepta-
ble, si la transparencia no es plena.

El análisis estadístico utilizado para comparar los resultados de las di-
ferentes condiciones de conservación estudiada ha sido el análisis de la 
varianza multifactorial, realizado con el GraphPad Prism® v.5.0b. 

Resultados 
Ensayos descriptivos y fisicoquímicos

La transparencia de todas las formulaciones ha sido total, no obser-
vandose disminución de la misma durante todo el periodo estudiado. En 
la figura 2, se puede observar como en el rango visible, no se observa 
ninguna señal, signo de la transparencia de la muestra. 

En la figura 3 se representa la variación de la osmolalidad de hidrogel 
de cisteamina bajo las cuatro condiciones de conservación a lo largo del 
tiempo. Los valores de osmolalidad en todas las formulaciones se mantie-
nen comprendidos entre el 90% y el 100% de los valores iniciales durante 
todo el periodo de estudio. No se han observado diferencias estadística-
mente significativas entre las formulaciones bajo las diferentes condiciones 
estudiadas, si bien, debe indicarse el valor ligeramente superior de las que 
contenían EDTA en su composición (427±8,96 mOsm/Kg vs 410±9,48 
mOsm/Kg). 

Por otro lado, tal y como se puede observar en la figura 4, ni la adición 
de EDTA al hidrogel ni las condiciones termicas de almacenamiento, han 
influido en los valores de pH del hidrogel a lo largo del estudio. Así, no se 
han observado diferencias estadísticamente significativas entre el pH inicial 
y final en ninguna de las condiciones ensayadas, pese a existir una ligera 
disminución del pH en las formulaciones con EDTA (6,29 vs 6,44). 

Concentración de cisteamina 
En las condiciones metodológicas desarrolladas se obtiene un pico cro-

matográfico estrecho, simétrico y bien definido, con un tiempo de elución 
de 0,33 minutos. En la figura 5, se puede observar un ejemplo de croma-

Cisteamina Reactivo de Ellman Cisteamina-Ellman

Figura 1. Reacción de derivatización de la cisteamina con el reactivo de Ellman.

Figura 2. Gráfica obtenida en la deter-
minación de la transparencia de una de 
las formulaciones. Se observa que en el 
rango de luz visible (380-780 nm) la 
absorbancia es despreciable.
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tograma de la cisteamina derivatizada obtenido mediante la técnica de 
UPLC MS/MS. 

El método de determinación de UPLC MS/MS desarrollado posee una 
gran especificidad ya que une la eficacia de la separación cromatográfica 
y la gran selectividad del detector de masas en tándem, para seleccionar 
la estructura química que se desea determinar. Con ello conseguimos aislar 
la señal del producto derivatizado entre la cisteamina y el reactivo de 
Ellman y separarla de posibles compuestos que se puedan formar durante 
la degradación de la cisteamina. 

En la figura 6 se puede observar la variación de la concentración de 
cisteamina a lo largo del tiempo, bajo las cuatro condiciones de conserva-
ción. Al representar los valores de concentración de cisteamina a lo largo 
del tiempo, podemos observar que durante el período estudiado en ningún 
caso se produce una disminución de la misma por debajo del 90%. Por 
otra parte, se debe señalar que se ha observado una gran variabilidad 
entre los valores de concentración obtenidos a los diferentes tiempos du-
rante el almacenamiento, obteniéndose en algunos muestreos, porcentajes 
superiores al 100% de la concentración inicial. La variabilidad es debida a 

la dificultad de tomar muestras volumétricas reproducibles de los hidrogeles 
mediante aspiración, causada por su elevada viscosidad. 

Estabilidad microbiológica
Se ha observado una adecuada conservación de las muestras en todas 

las condiciones ensayadas, no observándose crecimiento microbiano en 
ninguno de los hidrogeles durante el tiempo de almacenamiento.

Discusión 
Las formulaciones magistrales oftálmicas de hidrocloruro de cisteamina 

presentan el problema principal que para conseguir una reducción de los 
cristales corneales deben realizarse instilaciones horarias con posologías 
de difícil cumplimiento. El hidrogel que nos ocupa, ha mostrado en estudios 
preclínicos una biopermanencia similar al Cystadrops®18. Por otra parte, en 
estudios de biopermanencia cuantitativa guiada por PET, se ha mostrado 
que el hidrogel de cisteamina con hialurónico presenta una vida media de 
60 minutos; muy superior a los 18 minutos presentados por el colirio de 
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cisteamina a lo largo del tiempo.
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Figura 4. Change in pH (mean and standard deviation) of cysteamine hydrogel 
over 30 days under the four different storage conditions. HA, room temperatu-
re without EDTA; HAE, room temperature with EDTA; HN, refrigerated without 
EDTA; HNE, refrigerated with EDTA.

Figura 5. Example of chromatogram obtained for cysteamine derivatized with 
Ellman´s reagent, using the UPLC MS/MS method.

Figura 3. Percentage change in osmolality (mOsm/Kg) (mean and standard 
deviation) of cysteamine hydrogel over 30 days under the four different storage 
conditions. HA, room temperature without EDTA; HAE, room temperature with 
EDTA; HN, refrigerated without EDTA; HNE, refrigerated with EDTA.
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cisteamina habitualmente formulado en los Servicios de Farmacia. Además, 
la cantidad de cisteamina que llega al estroma tras la administración de 
este hidrogel, es superior a la mostrada por el colirio en solución, existien-
do diferencias estadísticamente significativas entre ambos para los valores 
de permeación transcorneal. De modo que, con la formulación de este 
hidrogel se consigue una liberación controlada de la cisteamina a lo largo 
del tiempo, y se muestra como una alternativa factible para ser formulado 
desde los Servicios de Farmacia para pacientes con cistinosis ocular17. En 
el material suplementario, se muestran dos metódicas para su elaboración.

Los estudios de estabilidad tienen gran repercusión en la organización 
de los Servicios de Farmacia, suponen un importante esfuerzo técnico y 
económico, y cada vez son más frecuentes para garantizar la calidad 
de los medicamentos elaborados24. En el presente trabajo, se presenta la 
estabilidad del hidrogel de ácido hialurónico con cisteamina, observándo-
se que las propiedades del mismo permanecen inalteradas durante todo 
el periodo estudiado y en todas las condiciones de conservación. Otros 
autores, han indicado que la cisteamina se oxida a su dímero cistamina a 
temperatura ambiente, la cual no es efectiva en la eliminación de los cris-
tales corneales de cistina25, por ello en la elaboración del hidrogel hemos 
empleado nitrógeno para eliminar el oxígeno presente en el ambiente, 
antes del cierre del envase. 

La elección el ácido etilendiaminotetraacético, EDTA (Ethylene Diami-
ne Tetraacetic Acid) como conservante, se ha basado en publicaciones 
previas, donde otros autores han probado que es el más idóneo para ser 
usado en las formulaciones con cisteamina. La concentración elegida para 
su adición al colirio fue la menor posible para minimizar el componente tó-
xico que pudiese tener a nivel de epitelio corneal20,26-28. La adición de otros 
conservantes como cloruro de benzalconio, se ha descartado, tras una 
valoración beneficio-riesgo desfavorable por parte de los oftalmólogos. 
Se tuvo en cuenta su potencial toxicidad epitelial, de mayor riesgo en uso 
crónico, como sería el caso del hidrogel analizado29. 

Según la farmacopea de los Estados Unidos (USP), la estabilidad de 
una formulación magistral se define como la extensión o el tiempo durante 
el cual un producto mantiene dentro de unos límites específicos y a través 
del periodo de almacenamiento y uso las mismas propiedades y caracte-
rísticas que poseía en el momento de su fabricación30. Por tanto, el objetivo 
de los estudios de estabilidad es obtener una información que permita 
hacer propuestas sobre la caducidad del medicamento y recomendar las 
condiciones de almacenamiento, determinando como varía la calidad de 
un medicamento dependiendo del tiempo y bajo la influencia de una serie 
de factores establecidos. El pH y la osmolalidad de los hidrogeles a lo 
largo del estudio, permanece practicamente inalterada, sin apreciarse dife-
rencias estadísticamente significativas (α<0,001) entre los valores iniciales y 
finales en todas las condiciones de conservacion estudiadas. La adición de 
EDTA a la formulación incrementa ligeramente la osmolalidad y disminuye 
el pH, sin afectar a la estabilidad de la cisteamina. La transparencia es del 

100% en todas la medidas realizadas. Por tanto puede concluirse que el 
hidrogel de hialurónico con cisteamina mantiene sus propiedades durante 
30 días tras su elaboración. Por otro lado, debido a que la adición de 
EDTA no ha supuesto mejoras en términos de estabilidad, y como la adición 
de cloruro de benzalconio como preservante no se ha contemplado, se 
recomienda la conservación del hidrogel en nevera por razones microbio-
lógicas y como método alternativo si no se produce el sellado de los viales 
con nitrógeno previo al cierre31.

Las propiedades previamente descritas, junto con el actual estudio de es-
tabilidad, hace que el uso del hidrogel de cisteamina pueda proporcionar 
importantes mejoras terapéuticas en pacientes con cistinosis ocular. Por otro 
lado, su formulación, puede representar una herramienta de eficiencia frente 
a otras alternativas no comercializadas en España, pero disponibles para 
su importación (37.728 euros/año/paciente vs 1.080 euros/año/paciente, 
coste estimado de la formulación del hidrogel de cisteamina). 

Tras la realización de un sondeo mediante a través de la lista de correo 
de la Sociedad Española de Farmacia Hospitalaria (SEFH), estimamos que 
en España hay actualmente 39 pacientes a tratamiento con cisteamina 
tópica ocular, por lo que el uso del medicamento adquirido a través de 
Medicamentos Extranjeros, podría suponer un coste de 1.471.392 euros/
año. La utilización del hidrogel de cisteamina supone un mejor acceso de 
los pacientes al tratamiento y un ahorro importante al Sistema Nacional 
de Salud. 
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Aportación a la literatura científica
La elaboración de colirios de cisteamina como fórmula magistral es 

habitual en los Servicios de Farmacia Hospitalaria. Estas formulaciones 
presentan principalmente dos problemas, el primero, la baja perma-
nencia de estas formulaciones a nivel ocular, y el segundo la falta de 
estudios sobre su estabilidad. Con el presente trabajo se presenta el 
primer estudio de estabilidad de un hidrogel de cisteamina de alta 
permanencia ocular, potencialmente formulable desde los Servicios de 
Farmacia Hospitalaria, pudiendo suponer por tanto un gran avance en 
el tratamiento de la cistinosis ocular.
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Anexo 1
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