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1. Resumen

La cistinosis ocular es una enfermedad rara, caracterizada por la acumulacion de cristales
de cistina en el interior de los lisosomas de las células, por un defecto en el transportador de
la cistina, conocido como cistinosina. El Unico tratamiento capaz de detener la progresion de
la enfermedad, es la cisteamina. Esta es un aminotiol, que se combina con la cistina y

permite su salida de los lisosomas.

En este trabajo se busca tratar los sintomas oculares de la enfermedad, mediante la
formulacién de un hidrogel ion sensible y demostrar su estabilidad y seguridad. Se ha
realizado un estudio de estabilidad del gel en dos condiciones de conservacion diferentes: a
temperatura ambiente y en nevera (4-8°C). Los parametros medidos han sido; pH,
osmolalidad, transparencia, bioadhesion, esterilidad y ausencia de particulas. También se
han realizado dos estudios para valorar la seguridad de la formulacion, uno que mide la
irritacién aguda (HET-CAM) y otro que analiza la citotoxicidad mediante RTCA (real time cell

analyzer).

No hubo diferencias significativas en la estabilidad del gel con respecto a la medida inicial,
para ninguno de los dos almacenamientos. La cisteamina se mostrd citotéxica pero no

irritante, mientras que los polimeros que componen el gel, no son irritantes ni citotéxicos.

El uso de un gel hidrogel ion sensible, favorece la permanencia del farmaco en el area
precorneal, dando tiempo a que penetre en la cérnea y disminuye el nimero de aplicaciones

diarias.

Abstract

Ocular cystinosis is a rare disease characterized by the accumulation of cystine crystals
within the lysosomes of cells, by a defect in the transporter of cystine, known as cystinosin.
Cysteamine is the only treatment capable of reducing the progression of the disease. It is an

aminothiol, which combined with cystine permits the output of lysosomes.

This paper seeks to treat eye symptoms of the disease through the formulation of an ion-
sensitive hydrogel and to demonstrate its stability and security. A stability study with two
different storage conditions (room temperature and in a refrigerator 4-8°C) was conducted.

The measured parameters have been; pH, osmolality, transparency, bioadhesion, sterility



and absence of particles. Also two studies to assess the safety of the formulation was
conducted, one measures acute irritation (HET-CAM) and the other analyzes the cytotoxicity
by RTCA (real time cell analyzer).

Significant differences in gel stability were not appreciated with respect to the initial
determination, in any storage. Cysteamine has demonstrated cytotoxic but not acute
irritation, while polymers of the gel are not cytotoxic neither acute irritatives.

Using an ion sensitive hydrogel gel favors retention of the drug in the precorneal area,

increasing time to penetrate the corneal and decreases the number of daily applications.

Palabras clave: Hidrogel oftdlmico, Optimizacion, Seguridad, Cisteamina, Cistinosis.



2. Introduccion

2.1 Cistinosis

La cistinosis es una enfermedad metabdlica rara, que afecta a 1 de cada 100.000-200.000
nifios. Se caracteriza por la acumulacion excesiva de cristales de cistina (un dimero de dos
cisteinas unidas por sus grupos funcionales tiol) en el interior de los lisosomas de las

células.

La cistina actia como reservorio de cisteina, este aminoacido participa en la sintesis de
numerosas moléculas enddégenas como el glutatién, la insulina o la inmunoglobulina G. Los
residuos de cisteina tienen una funcion importante en las proteinas porque intervienen en la

estabilidad, plegamiento, catalisis enzimatica y regulacién de la actividad proteica.

La cistina se forma en los lisosomas celulares, después de que las proteasas degraden las

proteinas liberando cisteina, que rapidamente forma dimeros.

La acumulacion de cistina en los lisosomas, se debe a una disfuncion de una proteina
transportadora llamada cistinosina. La cual se expresa de manera importante en: cérnea,
riidn, pancreas, leucocitos, nédulos linfaticos, tiroides, cerebro, articulaciones y muasculos
(1,2,3). (Figura 2.1)

Figura 2.1. Lugares de acumulacion de cristales de
cistina. (http://www.guiametabolica.org)



La cistinosina se encuentra principalmente en los lisosomas y se encarga de transportar la
cistina desde su interior hacia el citoplasma de la célula. Esta asociada a una ATPasa-H"
gque se encarga de acidificar el interior de los lisosomas. Los errores en la sintesis de esta
proteina, conducen a cambios en su estructura que tienen como resultado la no eliminacion

de la cistina y por tanto que se acumule en su interior (1).

La cistinosina esta formada por 367 aminoacidos, agrupados en 7 dominios transmembrana
(Figura 2.2). El gen que la codifica se conoce como CTNS, esté localizado en la regién
17pl3 del cromosoma, este gen tiene 23kb de longitud y se transmite de forma autosémica

recesiva.
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Figura 2.2. Disposicion de cistinosina transmembrana (4).

Se han descripto mas de 50 mutaciones diferentes del gen CTNS siendo las mas comunes
las deleciones de tamafio variable, entre 60 y 257 pb, que pueden ser facilmente detectadas
por PCR. (3,4,5).

Formas clinicas

Podemos clasificar la enfermedad en 3 formas clinicas en funcién de los sintomas y su

gravedad:



Cistinosis infantil: Se caracteriza por grandes deleciones del gen CTNS, mutaciones
sin sentido o sin alteracién en el marco de lectura. Es la forma de cistinosis mas
severa, llegando a ser letal si no se trata. Tiene dos manifestaciones clinicas
principalmente:

v Renal: La acumulacién de los cristales de cistina en las células tubulares
impide su funcionamiento normal, produce poliuria al impedir la reabsorcién
de agua (se eliminan 2-6 litros de agua al dia), iones (sodio, potasio,
bicarbonato, fosfato, calcio, magnesio), glucosa y aminoacidos. El sindrome
que produce se conoce como Sindrome de Fanconi.

Los principales sintomas son acidosis y retraso en el crecimiento por falta de
fésforo y calcio (6).

El diagnostico precoz de esta forma clinica es crucial, pues un tratamiento
adecuado, puede reducir notablemente el curso de la enfermedad. Sin
embargo, en la mayoria de los casos se necesita un trasplante renal, porque

el dafio producido es irreversible (Figura 2.3) (1,4).

Figura 2.3. Muestras tomadas post mortem de un nifio de 8 afios con
cistinosis nefropéatica. A. Muestra de higado donde se observan cristales de
cistina que exhiben refringencia bajo la luz polarizada. B. Muestra de rifidn
donde se observan cristales de cistina en el glomérulo renal. C. Muestra de
nervio optico y de la arteria central de la retina donde se muestran cristales de
cistina en los espacios entre los haces de nervios. D. Muestra de retina donde
se observan gran cantidad de cristales de cistina en la fibra nerviosa y menos
cristales a nivel de los fotorreceptores. E. Muestra de la union corneal-
escleral, sefialado cristales de cistina en el estroma (lado izquierdo) y los
cristales de cistina con forma irregular en la conjuntiva que cubre la
esclerdtica (4).



v

Ocular: Es comun que estos pacientes presenten de manera prematura
acumulacion de cristales de cistina en las distintas capas de la cérnea
(endotelio, estroma y epitelio), conjuntiva y también en otras partes del ojo
como la esclerética y la retina (Figura 2.3 y 2.4). La deposicion de estos
cristales en la cornea es muy alta en nifios enfermos de 6-10 afios.

Estos cristales tienen forma hexagonal y se agregan formando aciculas, son
caracteristicos de esta enfermedad (Figura 2.4).Los sintomas mas
predominantes suelen ser: fotofobia, lagrimeo y blefarospasmo,
despigmentacion irregular y periférica de la retina que puede dar lugar a una
retinopatia (6,7).

Si no se tratan, los pacientes pueden llegar a desarrollar ceguera. Este

trabajo se centra en el abordaje terapéutico de los sintomas oculares.

Figura 2.4. Cristales de cistina en el epitelio (A) y en el estroma (B)
de la cérnea. Imagenes de cOrneas de pacientes de menor a mayor
porcentaje de depdsito de los cristales (18).

Otras alteraciones que aparecen con frecuencia en los enfermos son: hipotiroidismo,

atrofia muscular progresiva, alteraciones gastrointestinales (reflujo, vomitos,

hepatomegalia), diabetes mellitus, deterioro del SNC o hipogonadismo masculino (8).

- Cistinosis intermedia: Es una forma mas leve de la enfermedad que la anterior, tanto

a nivel

renal como a nivel ocular, y no produce retraso del crecimiento. La esperanza

de vida es mayor (1,7).

- Cistinosis asintomatica: Suele ser benigna y la Gnica manifestacion es la fotofobia.

Para confirmar la enfermedad se buscan los depdésitos de cistina en la cornea.

Generalmente, tampoco es mortal (1,7).

Diagnostico



El diagnostico deberia hacerse antes del primer afio de vida para evitar, de este modo,
complicaciones que pudiesen ser irreversibles. Los estudios bioquimicos son las

herramientas diagnosticas mas utilizadas.

Generalmente cuando se sospecha de la enfermedad, se realiza una medida de los
electrolitos séricos (sodio, potasio, fosfato y bicarbonato que suelen estar disminuidos),
medida de gases respiratorios (acidosis metabdlica derivada de la enfermedad), presencia
de glucosa y proteinas en orina (9).

El diagnostico se confirma mediante la determinacién de los niveles de cistina libre en los
leucocitos polimorfonucleares o también, en fibroblastos cultivados de la piel o la conjuntiva,

siendo este Ultimo método invasivo, por lo que es poco utilizado (1,10).

La determinacién habitual de la cistina se realiza en los leucocitos, puesto que tienen gran
cantidad de lisosomas. La determinacion se realiza por cromatografia de intercambio i6nico.
Este método es poco sensible, por lo que cuando hay los recursos disponibles para ello, se
recurre a uno mas especifico y sensible de tipo ELISA basado en la unién de la cistina libre

a una proteina fijadora de cistina de E. coli (CBP: cystine binding protein) (4,10,11,12).

La concentracion de cistina medida en los leucocitos de individuos sanos, se encuentra por
debajo de 0,2 nanomoles de cistina por cada miligramo de proteina celular, siendo de 5-15
nanomoles en enfermos de cistinosis infanti y entre 3-6 nmoles en pacientes

diagnosticados con la forma intermedia (1,9).

Cuando existe sospecha por antecedentes familiares, se puede hacer un diagnéstico
prenatal, a través de los amniocitos, liquido amnidtico o mediante una muestra de
vellosidades coriales. Empleéndose para ello cistina marcada con un isotopo de azufre (*S)

o por estudios de ADN fetal, cuando la mutacién se conoce en los progenitores (1,4).

En el caso de la afectacion ocular, se pueden observar los cristales de cistina directamente
en la cérnea mediante una lampara de hendidura, esta prueba permite un diagnéstico

confirmatorio de la afectacion ocular (Figura 2.5) (6,7).



Figura 2.5. Cristales de cistina situados en la

cornea observados con una lampara de

hendidura (5).
Otros métodos diagndsticos menos empleados, son los estudios moleculares del gen CTNS
o las técnicas de imagen como radiografia o pruebas de ultrasonidos renal, que se emplean

principalmente para descartar que sean calcificaciones en el tracto urinario (4,9).
Tratamiento

El tratamiento es paliativo, no existiendo hasta la fecha actual ninguna terapia que pueda
interferir en el desencadenante de la enfermedad.

Este debe centrarse por un lado, en reducir las concentraciones de cistina mediante una
terapia especifica y por otro, en dar un tratamiento de soporte que permita reducir los

sintomas y complicaciones derivados de la enfermedad.

o Terapia especifica:

El Gnico medicamento que puede reducir el curso de la enfermedad, es la cisteamina. Esta
molécula provoca la eliminacion de la cistina de los lisosomas. Quimicamente es la sal de
aminotiol (Figura 2.6) (1,2,5).

3
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(B-mercaptoetilamina)

Figura 2.6. Estructura de la cisteamina.



La cisteamina reacciona con la cistina en el interior del lisosoma, dando un disulfuro mixto
de cisteamina y cisteina, ademas de cisteina libre. Posteriormente, el disulfuro sale del
lisosoma a través de un transportador de lisina, por su parecido estructural con este
aminoacido (Figura 2.7). Una vez en el citoplasma, el glutation reduce el disulfuro a cisteina
y cisteamina y esta Ultima vuelve a entrar en el lisosoma. Es un proceso ciclico (4,13,14).

SH
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H,, u,,J:
HR’ (04 ufi‘ (64
Lysine Cysteine-cysteamine

mixed disulphide

Figura 2.7. Mecanismo de accion de la cisteamina y similitud
entre la estructura del aminoacido lisina y el disulfuro mixto de
cisteamina-cisteina (14).

Este tratamiento se puede administrar por via oral, como cépsulas, si se desea un efecto

sistémico o por via tépica, como colirio, si el efecto que buscamos es a nivel ocular.

El tratamiento mejora la progresion de la enfermedad y aumenta la esperanza de vida del

enfermo, incluso sin necesidad de realizar el trasplante renal (4).

La cisteamina esta comercializada para su administracion por via oral como bitartrato de
cisteamina (Cystagon®).Tiene un sabor y un olor muy desagradable, dada su naturaleza
azufrada, por lo que se formula como capsulas de 50mg y 150mg (en los lactantes estas
capsulas se abren y se mezclan con zumo u otros liquidos, para hacer mas facil su

adminsitracion) (4,5).

La posologia de la cisteamina sistémica por via oral se establece en funcion de la edad del

paciente:

- Nifios hasta 12 afios se ajusta por superficie corporal, se administran 1,30 g/m?/dia
divididos en 4 tomas.

- Nifios de mas de 12 afios se administran 2g/dia dividido en 4 tomas.
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El tratamiento se debe iniciar progresivamente para asegurar la tolerancia al farmaco, por lo
que se comienza por ¥4 de la dosis de la que le corresponderia en funcion de los calculos
previamente indicados. Es conveniente tomar siempre el medicamento con comida, porque

es irritante a nivel gastrointestinal (15).

Los efectos secundarios mas frecuentes son nauseas, vomitos, cefalea u olor cutaneo

desagradable, pudiendo llegar a provocar somnolencia si se utilizan dosis elevadas. (15).

También hay cépsulas de bitartrato de cisteamina de liberacion retardada (Procysbi®) pero

s6lo esta comercializadas en EE. UU. (13).

Existen dos formulaciones con concentraciones distintas de clorhidrato de cisteamina,

0.44% (Cystaran®) y 0,55% (Cystadrops®), que se administran de 6 a 12 veces al dia.

Pero por ahora no estan comercializados en Espafia, el Cystadrops® todavia esta en
ensayo clinico de fase lll. Para poder dispensarlos se debe recurrir a la tramitacion como
medicamento extranjero, a pesar de que no tenga licencia definitiva para la indicacién
ensayada (16,17,18,19).

Los efectos adversos mas frecuentes de la administracion tépica del clorhidrato de
cisteamina son: sensibilidad a la luz, enrojecimiento, irritacién y dolor en los ojos, dolor de

cabeza y defectos del campo visual.

Estos productos son medicamentos huérfanos y su precio es muy elevado.

o Terapia de soporte:

La cistinosis renal produce pérdida de agua, electrolitos y moléculas. El tratamiento de
soporte esta destinado a la reposicion de todos ellos. Se debe hacer un aporte adecuado de
agua. Ademas se emplean suplementos de potasio, calcio, magnesio, sodio, cloro,

bicarbonato, aminoécidos, glucosa y carnitina.

También se puede administrar terapia hormonal sustitutiva, en el caso de padecer
raquitismo (hormona del crecimiento), hipotiroidismo (levotiroxina) o hipogonadismo

masculino (testosterona) (4).
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2.2 Caracteristicas de la via ocular

El ojo es un drgano encargado de detectar la luz y convertirla en impulsos eléctricos,
permitiendo la visién. Tiene una estructura compleja, anatbmicamente podemos distinguir

las siguientes partes, (20) (Figura 2.8):

- Parpados: estructura fundamental en la superficie ocular, proporcionan proteccién
mecanica frente a traumatismos e irritaciones y favorecen la dindmica lagrimal sobre
la cornea y la conjuntiva.

- Cérnea: capa transparente y dura, cuya funcién es enfocar la luz y proteger el ojo.

- Esclera: rodea la cornea y une con la conjuntiva, es una capa protectora.

- Conjuntiva: es la capa mucosa que rodea el globo ocular, esta ampliamente
vascularizada.

- Iris: es el arco que rodea la pupila y regula la cantidad de luz que entra.

- Cristalino: se localiza detras del iris y ayuda a enfocar la luz y las imagenes en la
retina.

- Cuerpo ciliar: rodea justo el cristalino, situdndose detras del iris y produce humor
acuoso

- Retina: es la cara posterior del globo y se encarga de transformar las sefiales en
impulsos eléctricos.

- Nervio 6ptico: conduce el impulso eléctrico hasta la corteza.

12
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Figura 2.8. Anatomia del ojo. http://www.nim.nih.gov/medlineplus/

La penetracién de los farmacos al interior del ojo tras la administracién a nivel tdpico
corneal es muy complicada, ya que los farmacos tratan de atravesar las barreras protectoras

del ojo, pero sin causar dafios en su integridad (21).

Los cristales de cistina se localizan por casi todo el ojo, especialmente en la cérnea, las
principales capas de la cérnea son:

El epitelio que est4 en contacto con la film lacrimal y actia como una barrera selectiva para
las pequefias moléculas, evitando la difusion de macromoléculas a través de la ruta
paracelular. Las células epiteliales mas superficiales tienen una vida media de pocos dias y
gran capacidad de regeneracion.

La capa de Bowman es una estructura acelular incapaz de regenerarse y que representa la

capa externa del estroma.
El estroma es una capa muy hidréfila, formada por queratocitos.

La membrana de pre-Descemet o de Dua, se desconoce su funcién y esta en contacto con

la membrana basal del endotelio.
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El endotelio esta formado por una capa de células hexagonales y es la capa responsable de
la hidratacion (22).

La cistina se acumula tanto en la regién central como en la periférica, acumulandose en todo

el espesor corneal. Comienza en el epitelio y va progresando hacia el endotelio. (23).

El ojo tiene numerosos mecanismos de proteccién, que también van a actuar como barreras
en la administracién ocular de farmacos (9). Las principales barreras que debe superar el

farmaco son:

* Drenaje nasolagrimal: provocando que a medida que administramos el colirio, la mayor
parte se pierda por el conducto nasolagrimal, disminuyendo los efectos locales y

aumentando la absorcidn sistémica.

* Pelicula lacrimal (o film lacrimal): es una capa fina de liquido que recubre las capas
externas del globo ocular, podemos dividirla en tres capas: lipidica, hidrosoluble e hidrofilica.
El volumen del film corneal normal son aproximadamente 7L, tras administrar un colirio, el
volumen de medicamento restante se elimina con los parpadeos hasta restaurar el volumen

normal. La funcién principal del film es lubricante, nutritiva y antibacteriana.

El tiempo que tarda en renovarse todo el film es de aproximadamente 2 min, haciendo que
el farmaco no se mantenga el tiempo suficiente para que penetre a través de la cornea y

desarrolle su accion (24).

* Lagrimeo: actia como un lavado de la superficie ocular. La lagrima contiene gran cantidad
de agua, también contiene glucosa, proteinas (lisozima, albumina...) e iones (sodio, potasio,

calcio...).

Todas estas barreras hacen que sélo penetre a la cornea entre el 1-5% del farmaco con
caracteristicas fisicoquimicas adecuadas para penetrar. Esto se traduce en la ineficacia del
farmaco y en el caso de la cisteamina, que haya que administrarlo constantemente (cada

hora) para lograr efectos terapéuticos (21).

2.3 Requerimientos de la via ocular

Ademas las formas de administracion oftalmicas deben cumplir una serie de requisitos como
(25)(22):

v Osmolaridad:

14



La osmolaridad de la lagrima es igual a la del plasma (290 mOsm), la superficie ocular tiene
un amplio margen de tolerancia a los cambios en este parametro, tolerandose mejor las
formulaciones ligeramente hiperténicas. Esta se puede aumentar afiadiendo excipientes a la

formulacion, ya que generalmente las formulaciones suelen ser hipotonicas.
v pH

El pH ideal para una formulacion oftalmica es de 7.4, igual que el del plasma. Cambios
significativos en este valor, pueden provocar irritacion y lagrimeo, provocando un efecto de
lavado del ojo y ademas puede provocar cambios en la absorcion del farmaco. Se pueden

emplear soluciones tampdn para ajustar el pH.
v Esterilidad

Es importante para evitar infecciones oculares, las formas de esterilizacion mas empleadas

son la filtracion esterilizante, autoclave o esterilizacion por calor seco.

También se pueden elaborar las férmulas ya en estéril, mediante una campana de flujo
laminar y materias primas estériles. Se deben realizar controles microbiol6gicos mediante el

cultivo en placas.
v' Limpidez

La limpidez es la ausencia de particulas en suspension en las formulaciones oftalmicas.

Este requisito es importante, puesto que las particulas pueden provocar lesiones corneales.

2.4 Hidrogeles ion sensibles oftalmicos

Los hidrogeles oftadlmicos, han sido disefiados para aumentar el tiempo de contacto del
farmaco con la superficie del globo ocular, aspecto muy importante para que el
medicamento que incorporan, pueda desarrollar su accion, bien a nivel superficial o penetrar
y actuar en el interior. En la elaboracion de los hidrogeles se emplean sustancias
viscosizantes como los polimeros hidrofilicos, estos tienen capacidad mucoadhesiva y

favorecen la permanencia precorneal del farmaco.

Los hidrogeles oftalmicos de gelificacién in situ, se basan en la formulacion de polimeros
con capacidad de experimentar un cambio de fase en respuesta a un estimulo de su
entorno, como pueden ser las variaciones en el pH, la temperatura o la presencia de iones.

Esto va a depender de los polimeros que empleemos en la elaboracion del gel.

15



Los geles sensibles a los cambios de temperatura contienen polimeros como por ejemplo:
poloxdmero o pluronic, los sensibles al pH contienen polimeros como: carbopol o &cido
poliacrilico y los sensibles a los iones reaccionan en contacto con la lagrima como: el

alginato, carragenato kappa o la goma gellan (9).

Originalmente son liquidos viscosos, pero cuando experimentan el cambio de fase, gelifican,
prolongando el tiempo de contacto del farmaco con la superficie del globo ocular, y
permitiendo una liberacion continua del farmaco a lo largo del tiempo. Por tanto, ademas de
favorecer la penetracion de més cantidad de farmaco, al aumentar el tiempo de contacto va

permitir que este penetre de manera continua, reduciendo el numero de administraciones.

Dos polimeros ion sensibles ampliamente empleados son: el carragenato kappa y la goma

gellan.

El carragenato es un polisacarido que se extrae de algunas especies de algas rojas
(Rhodophyceae), esta formado por repeticiones de B-D-galactosa y 3,6-anhidro-a-D-
galactosa (Figura 2.9). Hay varios tipos y se diferencian en el grado de sulfatacién de la a-D-
galactosa, que va a condicionar las propiedades gelificantes del mismo: I-carragenato
(mono-sulfato), k-carragenato (di-sulfato), y A-carragenina (tri-sulfato). La A-carragenina se

emplea como espesante y los otros dos en la elaboracion de hidrogeles.

El carragenato kappa, se caracteriza por su capacidad de gelificar en presencia de iones
monovalentes, como el sodio presente en la lagrima. Este polimero forma enlaces fisicos
que ralentizan la salida del farmaco especialmente si este es hidrofébico, pudiendo controlar
su liberacién mediante el control del nimero de enlaces, que esta directamente relacionado
con la concentracion de polisacarido presente en el gel. Otros factores que influyen en la
liberacion son: la carga de farmaco y el agente que provoque la reticulacién. Sus buenas
caracteristicas reoldgicas y la textura de los hidrogeles que forma, hacen que sea un

componente adecuado para la elaboracion de hidrogeles (22,26).

La Goma Gellan, se obtiene a partir de una bacteria conocida como Sphingomonas elodea.
Este polisacarido se compone de 4 tipos de unidades que se repiten: L-ramnopiranosil-(a-
1—-3), D-glucopiranosil-(B-1—4), D-glucuronopiranosil-(B-1—4), D-glucopiranosil-(B-1) vy
sustituyentes acetilo o L-glicerilo (Figura 2.9). Este polimero adopta una estructura
tridimensional en forma de hélice, orientando los residuos acetilo hacia la cara externa y los
glicerilo y los hidrégenos hacia la cara interna, para estabilizar la uniéon. Dependiendo del
grado de acetilacion de la goma gellan se hacen geles flexibles y elasticos (goma gellan

acetilada) o fragiles y no elasticos (goma gellan des-acetilada).
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Existen muchos estudios que avalan su uso en formulaciones oftdlmicas, puesto que es
capaz de gelificar aunque se encuentre en pequefia proporcion. Este polisacarido forma
geles en presencia de cationes mono (Na*y K*) y divalentes (Ca®* y Mg*"), como los que se
encuentran en la lagrima, pero presenta mayor afinidad por los ultimos (22,26).
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Figura 2.9. Estructuras quimicas de la goma gellan y carragenato kappa.

2.5 Ensayos de toxicidad oftalmica

Uno de los factores mas importantes para que un medicamento se pueda comercializar para
Su uso, es que se haya demostrado su seguridad. Para ello se pueden realizar numerosos

estudios tanto in vitro como in vivo.

Los ensayos in vivo presentan la ventaja de que son mas facilmente extrapolables a la
poblacion real. Entre las desventajas: son poco éticos porque producen sufrimiento animal,
hay mas variables que en los ensayos in vitro y muchas de ellas no se pueden controlar,

complicando el ensayo.

Los ensayos in vitro simplifican mucho el trabajo, porque se pueden controlar algunas
variables, pero presentan como desventaja la falta de extrapolacion que pueden tener sus

resultados.

Por ejemplo, los ensayos de citotoxicidad, son ensayos in vitro que se basan en determinar
las alteraciones, que una sustancia produce en las células con las que va a estar en
contacto. Mediante la medicibn de propiedades de las células como: su actividad

metabdlica, su morfologia (empleando colorantes), la adhesion o su viabilidad.

También se puede determinar la irritacion ocular aguda a un medicamento, antiguamente la
irritacion ocular se media mediante el test de Draize, que es un test in vivo. Que consiste en

administrar la sustancia objeto de estudio en uno de los ojos del conejo, mientras que el otro
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se emplea como control. Después se observan durante un tiempo a ver si hay alguna
reaccion. Hoy en dia, se estdn empezando a emplear ensayos organotipicos cuyos
resultados parecen ser extrapolables.
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3. Objetivo

El objetivo del presente trabajo es desarrollar un sistema oftalmico para la administracion

tépica de cisteamina, asegurando un nivel adecuado de seguridad ocular.

El gel debera ser estable durante al menos 3 meses de almacenamiento. Se pretende que
esta formulacién pueda ser elaborada en un Servicio de Farmacia hospitalaria, ya que la
cantidad de enfermos de cistinosis es muy reducida y por lo tanto no posee interés

comercial para la industria farmacéutica.

La formulacién de un gel ion sensible, que gelifique en presencia de los iones de la lagrima,
es una buena estrategia para aumentar el tiempo de contacto del farmaco con la superficie
ocular, podria mejorar el tratamiento de los sintomas oculares de la enfermedad. Las
propiedades bioadhesivas de los polimeros que forman parte del gel, pueden llegar a

disminuir el nUmero de administraciones diarias, mejorando el intervalo de administracién.
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4. Material y método

El presente estudio se ha desarrollado en diferentes etapas, inicialmente se ha centrado en
el desarrollo de una parte galénica destinada al desarrollo de un hidrogel oftdlmico
adecuado para su administracion ocular, seguido de una segunda etapa centrada en

asegurar la seguridad toxicolégica del mismo.

4.1 Elaboracién y ensayo de estabilidad del hidrogel sin farmaco

Como punto de partida, hemos utilizado un hidrogel desarrollado en un trabajo previo, dadas

sus buenas propiedades bioadhesivas y de permanencia en el ojo (27).

En la elaboracion de esta formulacion se han empleado los siguientes polimeros:
carragenato kappa (Genugel® carrageenan GC-130) y goma gellan (Kelcogel ® CG-LA). El
hidrogel ensayado tiene una concentracién de polimero total de 0,75%, con una proporcion
de 66% Goma Gellan y 33% Carragenato Kappa. El proceso de elaboracion se describe a

continuacion:

Se calienta agua purificada (Ellix, Merck-Millipore) en un vaso de precipitados hasta
aproximadamente 60°C. Se afiade la goma gellan de manera progresiva hasta completa
homogeneizacion, la disolucibn se mantiene con calor y agitacion magnética (350rpm).
Cuando el polimero estd completamente disuelto, se afiade el carragenato kappa y se retira
del calor, manteniendo Unicamente la agitacion magnética hasta que no se aprecien

particulas del polvo en el gel, aproximadamente 2 horas (Figura 4.1).

Figura 4.1. Elaboracion del hidrogel.

Una vez elaborado el gel se procedié a su esterilizacién y envasado. Para ello, se ha
seleccionado la filtracion esterilizante en campana de flujo laminar a través de filtros de

0,22um de diametro Stericup® (Merck-Millipore).
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Los geles se envasaron directamente en botes de vidrio topacios de 10ml y se almacenaron
en dos condiciones de conservacion: unos en nevera (4-8°C) y otros a temperatura
ambiente, para estudiar si las condiciones de almacenamiento afectaban a las propiedades
del hidrogel (Figura 4.2) (28).

r V R

\ umum,/mm--,.
T
. iy ",

Figura 4.2. Esterilizacion y envasado del gel.

Posteriormente se midieron las propiedades durante 3 meses. Los parametros que se
determinaron fueron: transparencia, esterilidad, ausencia de particulas, pH, bioadhesion y
osmolalidad. Las medidas se realizaron los dias 0, 7, 15, 30, 60 y 90 del almacenamiento.
Para ello, todas las muestras se atemperaron durante 20 min a temperatura ambiente antes
de la medicién de las propiedades, de este modo cuando realizamos la determinacion
podemos eliminar variaciones debidas a la temperatura, y una vez agitados manualmente se

procedié a la determinacion de las sus propiedades (Figura 4.1) (29,30,31,32,33,34,35):

- Transparencia (Espectrofotometro de red de diodos Hewlett Packard 8452): Se mide
la transmitancia en un intervalo de A entre 300 y 700 nm (zona visible) (Figura 4.3).
Para medirla se emple6 un espectrofotometro que esta conectado a un ordenador,
este recoge los datos en una gréfica, que representa el porcentaje de luz transmitida
frente a las longitudes de onda a las que se ha medido. Se considera que la
transparencia maxima se obtiene cuando los valores de luz transmitida son del cien

por cien. Como blanco se ha empleado agua destilada.

21



Figura 4.3. Espectrofotdmetro de red de diodos
Hewlett Packard 8452.

- Esterilidad y ausencia de particulas; la esterilidad se verificé mediante la siembra del
gel en agar Columbia y agar Sabouraud. La ausencia de particulas se analizd
mediante la observacion del gel con una inspectora de particulas convencional
(Figura 4.4).

Figura 4.4. Control microbiolégico y ausencia de particulas.

- pH (pHmetro WTW inoLab® con un electrodo especial para formulaciones viscosas).
Tras la calibracion se midié cada muestra por triplicado, agitando manualmente el gel

antes de cada medida (Figura 4.5).

Figura 4.5. Determinacion del pH mediante pHmetro WTW inoLab®.

- Bioadhesion (Analizador de textura TA-XT Plus); Se realiz6 un ensayo para medir la

fuerza maxima y el trabajo necesario para romper los enlaces establecidos entre el
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gel y el sustrato (piel curtida de cabra pakistani), siendo estos parametros los que
determinan las caracteristicas bioadhesivas del hidrogel.

Para ello se adhiere con cinta de doble cara, un circulo de piel de cabra al punzon
superior (movil) de su mismo diametro (cubriendo su base) y se cubre la placa
inferior también con piel de cabra, de manera que al bajar el punzén coincidan. A
continuacion, se pipetean 50uL del gel sobre la piel de la placa. Se realiza un ciclo de
presion de 0,5N durante 1 min de contacto, para a continuacion separar las dos
muestras de sustrato a una velocidad de 1mm/s. Durante el ensayo se procede al
registro de la curva de fuerza vs deformacién (extension) (Figura 4.6).

Se realizan 5 medidas de cada gel, sustituyendo la piel del punzén y de la placa, en

cada medida.

Figura 4.6. Procedimiento para medir la bioadhesion.

Este parametro esta relacionado con la capacidad del gel para mantenerse en la
superficie del ojo.

La curva fuerza vs extensién nos permite determinar la fuerza maxima necesaria
para separar los dos sustratos, y por lo tanto, para romper la unién bioadhesiva que
los mantiene unidos.

El trabajo de adhesién, que se calcula como el area bajo la curva fuerza frente al
desplazamiento, representa la energia o el trabajo necesario para separar los
sustratos.

Osmolalidad: se determin6 mediante un Vapor Pressure Osmometer (VAPRO
5520®) (Figura 4.7), tras la calibracion del aparato, se procedio a la medicion de la

osmolalidad del gel. Cada muestra se midi6 por triplicado.
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Solo se determinaron en la formulacién recién preparada y una vez finaliz6 el periodo

de almacenamiento del hidrogel.

Figura 4.7. Osmémetro VAPRO 5520®.

4.2 Incorporacion de la cisteamina en el hidrogel

Una vez comprobada la estabilidad del vehiculo durante los tres meses de almacenamiento
se procedio a la incorporacion de la cisteamina en el hidrogel. Para ello se incorporé el
farmaco a la disolucion acuosa antes de la dispersion de los polisacéridos.

La incorporacion de la cisteamina supuso un aumento importante de la viscosidad del gel
empleado, por lo que se procedié a la disminucién de las proporciones de los polimeros.
Para ello, inicialmente se elaboraron geles a diferentes concentraciones de polimero, pero
manteniendo constante la proporcion 66% goma gellan y 33% carragenato kappa.
Posteriormente viendo los resultados obtenidos, se decidid modificar la proporcion de los
polimeros, disminuyendo la cantidad de carragenato kappa hasta una proporcion final del
12% carragenato kappa y 88% goma gellan.

En todos los casos la elaboracién se realizé en las siguientes etapas:

1. Se calienta el agua en un vaso de precipitados hasta aproximadamente 60°C y se le
afiadi6 la cisteamina, se deja agitando hasta completa disolucién.

2. Adiccion de goma gellan con calor y agitacién, hasta la obtencién de una disolucion
transparente.

3. Por ultimo, se le afiade el carragenato kappa y se retira la disolucién del calor,
manteniendo Unicamente la agitacion, hasta que no se observen particulas en

suspension.
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Una vez elaborados, a todos los geles se le midi6 la transparencia, pH y bioadhesion en

el momento inicial.

4.3 Estudios de toxicidad

Ensayo in vitro de citotoxicidad celular:

En este caso se realiz6 un ensayo que cuantifica como varia el crecimiento in vitro de las
células en presencia de las sustancias que queremos estudiar, en tiempo real, conocido
comunmente como RTCA (real time cell analyzer). Mediante la medicibn de la
bioimpedancia del cultivo de queratocitos cada 15 minutos durante aproximadamente 50
horas.

Evaluamos la citotoxicidad de los componentes del hidrogel y de la cisteamina de manera
independiente. EIl método empleado consiste en la medida de la variacion de una poblacion
de queratocitos estromales primarios, en contacto con diferentes concentraciones de los

compuestos.

Para ello se emplea un cultivo primario de queratocitos humanos, obtenido siguiendo el
método modificado de Ramke (36). Se emplea como medio de cultivo el medio Eagle
Modificado de Dulbecco (DMEM) / Ham F-12 suplementado con suero fetal bovino al 10%,
con 2 mM L-glutamina, y antiinfeciosos (100 IU de penicilina, 100 mg / ml de estreptomicina,
50 mg / ml de gentamicina).

El método de obtencién y la calidad de los cultivos de queratinocitos han sido caracterizados
previamente mediante pruebas inmunohistoquimicas (22,37).

Para este estudio se ha utilizado el xCELLigence Real-Time Cell Analyzer System (RTCA),
este sistema mide, mediante unos microchips localizados en cada paocillo, las variaciones de
la bioimpedancia debidas a los cambios en el nimero de células adheridas a la base de la

placa, este dispositivo toma medidas cada 15 min (Figura 4.8 y 4.9).
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Figura 4.8. Sistema XxCELLigence Real-Time System Cell Analyzer (RTCA) (ACEA
Biosciences, San Diego, CA) con Eplates 16 pocillos con sensores de bioimpedancia.
(22)

A. SensoT Unit

Microelectrode

Microelectrode
Array

Microelectrode

Figura 4.9. Esquema de funcionamiento del sistema xCELLigence Real-Time
Cell Analyzer System (RTCA) (38).

El método de la impedancia bioeléctrica se basa en determinar la resistencia que oponen los
materiales, a la conduccion de una corriente de baja intensidad a través la base de la placa.
El medio de cultivo por su alto contenido en agua, conduce bien la corriente en cambio las
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células por su contenido en grasa (membranas, lipoproteinas...) oponen mayor resistencia
al paso de la corriente. Por tanto la impedancia ser4 mayor, cuantas mas células haya en el
pocillo.

Cuando una célula se adhiere a la placa, aumenta el area de contacto de las células con la
placa (aumenta la cantidad de materia grasa en contacto con la placa) y esto se traduce en

un aumento de la bioimpedancia.

Los valores de la bioimpedancia se transforman mediante un algoritmo matematico en otro
parametro conocido como indice celular (IC). Para calcularlo se emplea la siguiente férmula
IC= (Rn-Rb) /15, donde Rn es la impedancia de la célula-electrodo del pocillo cuando
contiene células y Rb es la impedancia del fondo del pocillo s6lo con el medio de cultivo.
Para estudiar la citotoxicidad vamos a emplear los IC normalizados (ICN); ICNi= ICi(t) / ICi(t
de la dosis), donde ICi(t) es el IC en cualquier momento, e ICi(t de la dosis) es IC en el
momento de afadir los compuestos al medio de cultivo (22,38).

Las graficas obtenidas muestran los cambios dindmicos, donde se representa el ICN desde
la adicion de los compuestos, frente al tiempo, para para cada una de las concentraciones
ensayadas.

Por otro lado, se calcula el porcentaje de respuesta normalizado de las células expuestas a
cada uno de los medicamentos (ICN tratamientos) en comparacién con las células no
expuestas a toxicos (ICN control) usando la siguiente ecuacién: Respuesta (%)= [ICN
(tratamiento)/ ICN (control)]*100 (22,39).

Las concentraciones de compuestos, que inhiben el crecimiento del 50% de las células
tratadas, en comparacion con las células control, se conocen como IC50 y se calculan por la
interpolacion en los gréaficos que representan la actividad de respuesta normalizada. Cuanto

mas bajo sea este valor, mas toxico sera el compuesto (22,40).

» Procedimiento:

i. Para realizar este ensayo, la poblacion inicial de células en todos los pocillos
debe ser igual. Para ello, es necesario conocer la cantidad que hay en el cultivo
original, el contaje se realiza mediante una cdmara de Neubauer. En nuestro
caso se parte de una poblacién de 20.000 células/ml, como la poblacion inicial se
ha acordado que sea de 3.000 en cada pocillo, se afladen 150uL de la
suspension de células a cada uno.

Posteriormente se incuban durante 24h a 37 "C y 5% CO,.
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Se elimina el medio y se le afiade uno nuevo que contiene las sustancias, que
gueremos ensayar a diferentes concentraciones (Tabla 4.1). El dltimo pocillo de
cada columna es el control, se le afiade medio de cultivo sin polimero ni farmaco

(22,41). En la Tabla 4.2 aparece el método de dilucién.

Nf’ ] Cistt_egrnina _Gom?Gellan c da;;r;ﬂi?;:o
Pocillo | disolucién madre diselucion madre

5.5 mg/ml 6.6 mg/ml 3_;’:1";,;'
1 2.75 mg/mi 3.3 mg/mi 1.6 mg/ml
2 1.83 mg/ml 2.2 mg/m 1.067mg/ml
3 1.1 mg/ml 1.32 mg/ml 0.64 mg/ml
4 0.786 mg/m 0.943 mg/ml 0.457 mg/mi
5 0.611 mg/ml 0.733 mg/ml 0.355 mg/ml
] 0.5 mg/mi 0.6 mg/mil 0.281 mag/ml
7 0.262 mg/ml 0.314 mg/ml 0.152 mg/mil
8 0 0 0

Tabla 4.1. Concentracién de farmaco o polimero en cada pocillo.
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N° pocillo Diluciones

1 0.5 mL disolucion madre del farmaco + 0,5 mL cultivo celular
2 0,5 mL disclucién madre del farmaco + 1mL cultivo celular
3 0,5mL disolucion madre del farmaco + 2mL cultivo celular
4 0,5mL disolucion madre del farmaco + 3mL cultivo celular
5 0,5mL disolucion madre del farmaco+ 4mL cultivo celular
] 0,5mL disolucion madre del farmaco + 5mL cultivo celular
7 0,25mL disolucion madre del farmaco + SmL cultivo celular

Tabla 4.2. Procedimiento de dilucién.

ii.  Las sustancias se mantienen en contacto con las células depositadas en el fondo
del pocillo durante 50 horas en las mismas condiciones de conservacion (37 °Cy
5% COy).

Determinacion de la capacidad de irritacion corneal aguda “The Hen's Egg Test
(HET-CAM)

Este ensayo permite evaluar la irritacion ocular aguda de los farmacos. Es un ensayo
organotipico alternativo al test de Draize. Se realiza sobre la membrana corioalantoidea del
embrién de pollo, esta membrana tiene gran cantidad de vasos sanguineos funcionales y

puede reflejar los dafios que produciria una sustancia en contacto con la superficie ocular.

Si el compuesto ensayado es irritante, se puede apreciar la coagulacion, lisis vascular o

hemorragia en estos vasos, durante los 5 min siguientes a la aplicacién del compuesto.

La preparacion de los huevos comienza con la eleccion de huevos Broiler embrionados, que
se incubaran a lo largo de 8 dias a 38°C y 70% HR, dandoles 5 volteos diarios. En este
caso la incubadora empleada lo hacia de manera automéatica y continua, durante todo el dia.
Al noveno dia de incubacion, se colocan en posicion vertical para crear el espacio aéreo
superior y ya no se les vuelve a dar ninguna vuelta. Se mantienen en la posicion vertical

durante las siguientes 24horas.
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Pasado este tiempo, se perfora la cascara externa por la parte superior del huevo, donde
esta situada la camara de aire, con el disco cortante de la Dremel. Se humedece la
membrana interna con una solucion estéril de NaCl 0,9% durante al menos 5 min, para

facilitar su extraccion y se retira esta membrana (Figura 4.10).

De este modo el huevo queda con la Membrana corioalantoidea expuesta (CAM), y ya esta

preparado para el ensayo (42).

Figura 4.10. Procedimiento del ensayo HET-CAM. (42)

Se realiz6 el ensayo por triplicado para cada sustancia y se hizo un control negativo y otro
positivo mediante la adiccién, directamente sobre la membrana corioalantoidea, de 300uL de
NaCl 0,9% y NaOH 0,1N), respectivamente.

Una vez ya esta el huevo preparado, se le adicionan 300uL de las sustancias que vamos a
estudiar: carragenato kappa (0,32%), goma gellan (0,66%) y cisteamina (0,55%) (Figura
4.11).
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Figura 4.11. Adiccion de las disoluciones al
huevo.

Se han empleado las concentraciones mas altas que se van a emplear en la elaboracién de

los geles.

Se observa si se producen fendmenos vasculares durante los 5 min de observacién.
Ademas se graba en video para que evaluadores independientes contabilicen el tiempo de
aparicion de los posibles fendmenos, puesto que es un ensayo que presenta cierta
subjetividad. Para ello se emplea una camara integrada Standalone digital en un
microscopio estereoscopico Olympus SZ-STN con Full HD Live Salida de video Leica IC80
HD (Figura 4.12).

Figura 4.12. Camara digital conectada a un microscopio
estereoscopico con salida de video similar a la empleada.
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» Interpretacion:

Los posibles fendmenos vasculares que podemos observar son: Hemorragia, Lisis y
Coagulacion (42).

Midiendo el tiempo que tardan en aparecer estos fendmenos, podemos determinar el

potencial irritante de la sustancia (IS), mediante la formula:
IS=[(301 - t hemorragia)/300) x 5] + [(301 —t lisis)/300) x 7] + [(301 — t coagulacion)/300) x 9]

Dependiendo del IS la clasificaremos en:

IS 0-0.9 = no irritante

IS 1-4.9- ligeramente irritante

IS 5-9.9->moderadamente irritante

IS 10-21-> severamente irritante
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5. Resultados

5.1 Elaboracion y ensayo de estabilidad del hidrogel sin farmaco
El gel obtenido se comporta como un liquido viscoso que se fluidifica al ser agitado de forma

intensa, lo que favorece su dosificacion.

e Transparencia

De acuerdo con los resultados de la figura podemos afirmar que el gel se mantuvo
transparente durante el periodo de estudio. Ademds, las dos condiciones de

almacenamiento dieron resultados similares (Figura 5.1).

Transparencia

1107

= Transmitancia (nevera)
1051

— Transmitancia (ambiente)

1004

Transmitancia

95 A

90 T T T 1
0 200 400 600 800

Longitud de onda (ﬂ)

Figura 5.1. Representacion de la transmitancia frente a la longitud de onda.

e Esterilidad y ausencia de particulas

El control microbiol6gico demostré que todos los geles, tanto los almacenados a
temperatura ambiente como los de nevera, estaban estériles. Ademas, no se observaron

particulas en ninguno de ellos.
° pH

Este parametro permanece inalterado a lo largo del tiempo (Figura 5.2).
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Figura 5.2. Representacién de la variaciéon del pH con el tiempo de
almacenamiento a temperatura ambiente o en nevera.
e Bioadhesion

Los resultados indican que el gel mantiene su capacidad bioadhesiva durante el

almacenamiento en las dos condiciones ensayadas (Figura 5.3y 5.4).

g
19

Figura 5.3. Gréfica de bioadhesion donde se representa la
fuerza frente al desplazamiento del punzén superior.
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Figura 5.4. En la primera grafica se representa la fuerza maxima frente al tiempo de
almacenamiento del gel. En la segunda grafica se representa el trabajo frente al tiempo
de almacenamiento del gel.

e Osmolalidad:

Se ha realizado dos medidas de la osmolalidad del hidrogel, la inicial y la final. Las medidas
iniciales fueron 108, 99, 110mOsm/Kg y la medida final, en el caso del gel almacenado en
la nevera 116,116 y 109mOsm/Kg y para el gel almacenado a temperatura ambiente 92, 93
y 101mOsm/Kag.

5.2 Incorporacién de la cisteamina en el hidrogel

La incorporacién de la cisteamina al hidrogel produce su gelificacion prematura durante su
preparacion, aumentando la viscosidad de manera importante. La causa puede deberse al
caracter iénico de la cisteamina, que debido a su pKa de 9,42 se encuentra ionizada al pH
del gel, pudiendo interaccionar con los grupos sulfato del carragenato o los 4cido de la goma

gellan. Para minimizar el aumento de la viscosidad se procedié a adaptar la formulacion.

Después de ensayar varias concentraciones de polimero total y dentro de estas diferentes
proporciones de polisacaridos, se llegé a la conclusion de que el grupo amino de la
cisteamina reacciona en mayor medida con el carragenato y por ello se ha disminuido su

proporcion en el gel.

Las primeras concentraciones de polimero total ensayadas fueron las de 0,75%, el hidrogel

guedaba muy consistente con apariencia de solido, siendo incapaz de reconstituirlo con una
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simple agitacién. Tuvimos que reducir sustancialmente las concentraciones de polimero
total. Como el carragenato era el que reaccionaba mayoritariamente con la cisteamina,
disminuimos su proporcion del 33% al 12% de carragenato, y aumentamos el porcentaje de
goma gellan al 88%. En todos los casos la reduccion del polimero no modifica el pH final del
gel. Los geles con una textura adecuada para poder medirlos estan recogidos en la Figura
5.5.

pH

10

pH

0.0 0.1 0.2 0.3
Concentracién (%)

Figura 5.5. La grafica representa como el pH es independiente de la
concentracién de polimero total.

Se aprecia una reduccion significativa, sobre todo en la fuerza maxima de adhesion, al
reducir la cantidad de polimero en el gel, si bien el trabajo no se ve tan afectado. La
disminucién puede estar relacionada con la resistencia de la capa de gel que se forma entre
los sustratos que es mas débil cuanto menor es la proporcién de polimero y por lo tanto mas
fragil. Sin embargo, pese a la reduccion el valor del trabajo de adhesion es adecuado para

las concentraciones menores de polisacaridos (Figura 5.6).
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Figura 5.6. La grafica representa como la fuerza maxima y el trabajo son
proporcionales a la concentracion de polimero total.

Desde el punto de vista de su administracion, el gel con concentracién total de polimero de
0,15% ha sido el que ha demostrado mejores propiedades. Por su facil reconstitucion y su

aspecto transparente.

5.3 Estudios de toxicidad

Ensayos in vitro de citotoxicidad celular

En la Figura 5.7, 5.8 y 5.9 se muestran los resultados del estudio de citotoxicidad de los
componentes del hidrogel.

El carragenato kappa no ha mostrado signos de citotoxicidad, sino que incluso favorece la
proliferacién de los queratocitos, dando mayor crecimiento celular que en el caso del control.
Este efecto es dosis y tiempo dependiente y los incrementos mas marcados ocurren a las

dosis mas altas.

No tiene sentido calcular el IC50 para este parametro, ya que tiene un efecto promotor del
crecimiento, favorece la proliferacion de los queratocitos. El indice celular normalizado es

incluso superior al observado con el grupo control (Figura 5.7)
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Figura 5.7. Representacion de los indices de crecimiento normalizados tras la
adiccion del carragenato kappa frente al tiempo.

La goma gellan presenta un aumento del indice celular normalizado por debajo del grupo
control, dependiente de la concentraciéon del polimero. Cuanto mayor es la concentracion
menor es el indice celular normalizado y mas se inhibe el crecimiento normal de los
gueratocitos. Por tanto, la proliferacion de estas células se haria mas lenta de lo normal tras
la adiccion del polimero y este efecto se mantiene constante en el tiempo (Figura 5.8).

Tampoco se halla el IC50 de la goma gellan porque no tiene efecto citotoxico.

Gellan Gum
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4
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1 |

0 . : : , .
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Figura 5.8. Representacion de los indices de crecimiento normalizados tras la
adiccion de la goma gellan frente al tiempo.
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La cisteamina presenta una toxicidad importante, durante las cinco primeras horas tras la
adiccion del farmaco el indice celular normalizado disminuye un 50%, mostrandose todas las

concentraciones testadas con similar citotoxicidad (Figura 5.9).

2 Cisteamina
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— 24
o
™
E
=
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' _— Dﬁm;{-".m]
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0 10 20 30 40 50

Tiempo (horas)

Figura 5.9. Representacién de los indices de crecimiento normalizados tras la adiccion
de la cisteamina frente al tiempo.

Para esta sustancia, calculamos el IC50, concentracion de compuesto que hace disminuir al
50% el indice celular (Figura 5.10). Podemos observar que en las 5 primeras horas pasamos
de un IC50 de 1.34mg/ml a 0.5mg/ml y a partir de ahi se mantiene practicamente constante.

IC50 Cisteamina

1.59
IIC50= 1,34 mg/ml I

‘c 1.0
>
IS IICSO= 0,5 mg/mII
o
o - e e —— ettt S * S ° S % e s e s s s s e s s
0 0.5

OO i T 1 T | 1

0 10 20 30 40 50

Tiempo (horas)

Figura 5.10. Representacion del 1C50 para la cisteamina.

Determinacion de la capacidad de irritacion corneal aguda “The Hen's Egg Test
(HET-CAM)
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En la Figura 5.11 se observa el resultado del control negativo, tras la adiccion del NaCl
0,9%. No observandose ninguna reaccion o cambio que indique irritacion durante los 5 min

de estudio.

I 4

Figura 5.11. Membrana corioalantoidea intacta tras la adiccién de 300ul de
NaCl 0.9%.

En la figura 5.12 se observa el resultado del control positivo, tras la adiccion del NaOH 0,1N.

Se observo la coagulacién instantanea de los vasos y ademas cierta hemolisis.

Figura 5.12. Membrana corioalantoidea con coagulacién tras la adiccion de
300!l de NaOH 0.1N.

En el caso de los compuestos ensayados, no se observé ningun indicio de coagulacion, lisis
o0 hemolisis en la membrana corioalantoidea de los huevos durante los 5 min de
observacion. Los resultados indican que ninguno de los productos posee capacidad irritante,

dando lugar a indices de irritacion de 0. (Figura 5.13).
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Figura 5.13. A. Membrana corioalantoidea tras 5 min desde la administracion de
300 pl de carragenato kappa 0.32%. B. Membrana corioalantoidea tras 5 min desde
la administracion de 300 pl de goma gellan 0,66%. C. Membrana corioalantoidea
tras 5 min desde la administracion de 300 ul de cisteamina 0,55%.
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6. Discusion

La eficacia de la mayoria de los farmacos oftdlmicos, esta condicionada por la baja
retencién del principio activo en la superficie ocular, debido al fluido lacrimal y al
aclaramiento del ojo, favoreciendo el drenaje por el conducto nasolacrimal y con ello, la
aparicion de efectos adversos y la absorcién sistémica. En el caso de la cisteamina, en el
arsenal terapéutico espafiol no existen preparaciones oftalmicas para su administraciéon por
lo que o bien se preparan como formula magistral en el hospital o se importa el colirio
CYSTARAN®. En ambos casos se requiere de una administracion muy continuada debido al

elevado aclaramiento ocular de estas formulaciones.

La formulacién de la cisteamina en un sistema de gelificacion in situ, podria presentar
ventajas importantes con respecto a los colirios oftalmicos utilizados, puesto que estos
sistemas favorecen la permanencia del farmaco en contacto con el area precorneal y
pueden mejorar su penetraciéon, incluso permiten una liberacion controlada del farmaco,

pudiendo incrementar el intervalo de administracion (22,27) .

Para la formulacién de la cisteamina, se seleccion6 un hidrogel sensible a los iones mono y
divalentes, presentes en la lagrima, elaborado a partir de carragenato kappa y goma gellan.
Ya que en estudios previos demostrd gran capacidad bioadhesiva y de permanencia ocular
(27). Para cumplir con los requisitos de la via de administracion, fue necesario establecer
un protocolo de esterilizacion adecuado. Finalmente, la esterilizacion del gel se realizd
mediante filtracion esterilizante, ya que se ha observado que cuando sometemos la goma
gellan a un ciclo estdndar de autoclavado, 121°C durante 15 minutos, esta pierde sus
propiedades viscosizantes, bioadhesivas y adquiere un tono amarillento, probablemente

resultado de su degradacion por efecto de la temperatura.

Para evaluar la utilidad del gel es necesario garantizar que no va a sufrir alteraciones
durante su almacenamiento, desde que se elabora hasta su utilizacién. Por ello se realizé un
ensayo de estabilidad del gel sin principio activo durante tres meses de almacenamiento a
temperatura ambiente o en nevera. Los resultados han demostrado su buena estabilidad en
ambas condiciones, no modificando significativamente ninguna de las propiedades del gel

estudiadas.

La inclusién de la dosis de cisteamina seleccionada en el hidrogel, dio lugar a un aumento
de la viscosidad muy importante, debido a un proceso de gelificacion en presencia del

principio activo. Probablemente, se establecen interacciones entre los grupos &cido
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carboxilico de la goma gellan y sobre todo, los radicales sulfato del carragenato kappa, con
los grupos amino de la cisteamina, causando la gelificacion del sistema. Por ello, ha sido
necesario modificar la concentracion de los polisacaridos en el gel, para conseguir unas
propiedades adecuadas que permitan su administracion. Finalmente tras varias pruebas, se
disminuyo6 el contenido de polimeros a un 0.15%, con unas proporciones de goma gellan y
k-carragenato del 88 y del 12%, respectivamente. En estas condiciones se consigue una
disolucion manejable, que continla con sus propiedades de sensibilidad a iones sin

comprometer su bioadhesion.

En las pruebas de toxicidad realizadas, se ha observado que los polimeros no producen
irritacion aguda ni citotoxicidad. El carragenato kappa, incluso ha demostrado mejorar la
proliferacioén de los queratocitos por encima del grupo control. Al contrario que la cisteamina,
que si se ha mostrado citotoxica, a pesar de no producir irritacion aguda.

La falta de un método sencillo de determinacion de la cisteamina, constituye una limitacién
muy importante del ensayo (9), puesto que no se pueden realizar ensayos de liberacion del
farmaco incluido en el gel. Ademas seria conveniente estudiar la penetracion del farmaco a

nivel corneal.
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7. Conclusion

En Espafa, no existe ninguna formulacion oftalmica comercializada para el tratamiento de
los cristales de cistina, que se acumulan en la cérnea. El Servicio de Farmacia hospitalaria,
elabora el colirio a partir de hidrocloruro de cisteamina, pero este presenta algunas
desventajas, como que el farmaco no se mantiene en la superficie ocular el tiempo suficiente
para penetrar y desarrollar su accion. Por ello, se tiene que administrar de 6 a 12 veces al
dia. Otro de los mayores inconvenientes es que no se han realizado ensayos de
citotoxicidad de esta molécula en los queratocitos, por lo que se desconoce su perfil de
seguridad.

Para solucionar estos problemas se ha propuesto la elaboraciéon de un hidrogel de
gelificacién in situ, a partir de carragenato kappa y goma gellan. Este experimenta un

cambio de fase en presencia de los cationes mono y divalentes de la lagrima.

Este gel, al igual que el colirio, se puede elaborar en Servicio de Farmacia hospitalaria.
Ademas se ha estudiado su estabilidad y la toxicidad, demostrando que es estable al menos
a lo largo de 3 meses, independientemente de su almacenamiento en nevera 0 a
temperatura ambiente. Los polimeros empleados no presentan citotoxicidad ni irritacion

ocular aguda.

Con la formulacién de estos geles se espera mejorar, tanto la penetracién del farmaco,
como su intervalo de administracion, al aumentar el tiempo de permanencia del mismo en la

superficie ocular.
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