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Resumen

La cistinosis ocular es una enfermedad rara que se caracteriza por el de-
pdsito de cristales de cistina a nivel corneal, los cuales dificultan la vision
de los pacientes. La cisteamina oral se administra en forma de cisteaming,
pero esta no alcanza la cémea debido a la falta de vascularizacion
comeal, por lo que es necesaria la aplicacion tépica ocular. El objefivo
del presente trabajo es determinar la estabilidad de un hidrogel oftalmico
de cisteamina, potencialmente formulable en servicios de farmacia hospi-
talaria, conservado este bajo diferentes condiciones de almacenamiento
durante un periodo de 30 dias.

Los pardmetros fisicos y quimicos evaluados han sido la osmolalidad, el
pH y la concentracion de cisteamina, siendo esfa Olima valorada median-
te un método de cromatografia liquida de ulira alta presién, empleando
un detector de masas en tandem (UPLC-MS/MS). Los ensayos descripfivos
se han basado en la medicién de la fransparencia y los ensayos microbio-
logicos en la realizacion de pruebas de esterilidad.

Los resultados obtenidos permiten concluir que el hidrogel de cisteamina
es estable durante un periodo de 30 dias, recomendéndose que su con-
servacion sea en nevera.
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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 fo the lack of corneal vascularization making necessary its adminis-
fration by the topical ocular route. The aim of the present study is fo 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 ulira performance liquid chromatography-fandem mass spectro-
meter (UPLC-MS/MS). Descriptive assays were also performed, such as
fransparency measurement and microbiological assays in order fo 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 condifions.
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Introduccion

La cistinosis es una enfermedad rara de herencia autosémica recesiva
que se clasifica dentro de los desérdenes del almacenamiento o depésito
lisosomal'. Es un frastorno metabdlico que se caracteriza por la acumu-
lacion del aminodcido cistina en los lisosomas debido a un defecto en
el transporte de cistina desde el interior del lisosoma hacia el exterior?®.
Dado que la cistina es poco soluble en agua, se produce su cristaliza-
cién infralisosomal produciendo dafio en diferentes tejidos y érganos,
entre ellos la cémea. Las manifestaciones oculares de la enfermedad se
deben a la acumulacion de cristales de cistina en la superficie ocular,
siendo estos ya descritos por Burki en los afios cuarenta®. Estos cristales
pueden ser observados con una lémpara de hendidura y constituyen
un signo patognoménico de la cistinosis. Su formacién comienza en la
infancia y se empiezan a apreciar mediante la lémpara de hendidura a
los 16 meses de edad. Inicialmente los pacientes estan asintomdticos,
pero debido a que se produce una acumulacion progresiva de los cris-
tales corneales con el tiempo, aproximadamente a la edad de 10 afios
se observan evidentes cristales de cistina comneales que ocasionan los
sinfomas oculares®.

El tratamiento especifico de la cistinosis es la cisteamina, también lla-
mada mercaptamina o 2-aminoetanotiol, un aminotiol con férmula quimica
HSCH,CH,NH.¢. La cisteamina fue infroducida como opcién terapéutica
para la cistinosis en 1976 y es a dia de hoy el Unico fratamiento dispo-
nible”. Aunque la cisteamina no produce la curacion 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 cisfina
infracelular en mas del 90%. El tratamiento con cisteamina debe empezarse
tan pronto como se realiza el diagnéstico v es una terapia de por vida. Los
pacientes con poca adherencia al tratamiento o que lo empiezan tardia-
mente no obtienen unos resultados tan beneficiosos®.

La cisteamina oral se administra en forma de cisteamina bitartrato, pero
esta no alcanza la cérea debido a la falta de vascularizacién corneal,
por lo que es necesaria la aplicacion topica ocular, cuya seguridad vy
efectividad ya se demosiré en los afios 807", Actualmente, existen dos
formulaciones oftalmicas 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 dia'? ; y por ofro lado el
Cystadrops® (Orphan Europe, Paris, France), el cual tiene mayor viscosidad
y prolonga mds el tiempo de permanencia ocular®'. Esta dltima formu-
lacién, a pesar de encontrarse en fase lll de ensayo clinico, la EMEA ha
permitido recientemente su comercializacién para facilitar su acceso como
medicamento huérfano'®.

El acceso a medicamentos exiranjeros y/o huérfanos, puede en oca-
siones refardase en el tiempo debido a las framitaciones y aprobaciones
requeridas necesarias para su utilizacién. Por ofro lado, el precio de los
mismos, en ocasiones desorbitado, puede dificultar el acceso a los mis-
mos'®. Por ello, con el fin de facilitar el tratamiento de la cistinosis ocular, la
elaboracién de colirios de cisteamina como férmula magistral es habitual
en los Servicios de Farmacia Hospitalaria.

Estas formulaciones presentan principalmente dos problemas, el prime-
ro, que la insfilacion del colirio de cisteamina para conseguir una reduc-
cién de los cristales corneales, debe realizarse cada hora mientras que
el paciente esté despierto. Para evitar este problema, y asi opfimizar la
formulacién y evitar incémodas posologias, nuestro grupo ha desarrollado
y caracterizado en frabajos previos, un hidrogel bioadhesivo de cisteami-
na de alia permanencia ocular, potencialmente formulable en Servicios
de Farmacia Hospitalaria”'®. El segundo problema de las formulaciones
con cisteaming, es determinar la estabilidad de las misma, debido a que
el andlisis de compuesfos con grupos fiol siempre ha resuliado dificil, la
elevada susceptibilidad que presentan esfos compuestos para oxidarse y a
la falta de un cromoéforo estructural necesario para su deteccion’®2°. Ade-
mas, el bajo peso molecular de la cisteamina (PM=7715 g/mol| dificulta
su deteccién directa mediante detectores de masas. Por ello, los métodos
desarrollados para determinar esfe tipo de compuestos suelen derivatizar
previamente la molécula de cisteamina para poder ser posteriormente
cuantificada mediante masas?'.

El objefivo del presente trabajo es determinar la estabilidad de un hi-
drogel bioadhesivo oftalmico de cisteamina bajo diferentes condiciones de
conservacion.

Métodos

Elaboracion del hidrogel oftalmico de cisteamina al
0,55%

la elaboracion del hidrogel se realiza en dos etapas. Inicialmente se
disuelve una cantidad suficiente de cisteamina (BioXfra, Sigmo-Aldrich) en
BSS® (Balanced Salt Solution Alcon®) para poder alcanzar una concen-
fracion del 0,55%, incorporéndola progresivamente durante 5 minutos en
agifacién magnética. A continuacién, se afiade la cantidad de écido hialu-
rénico [Acofarma®) suficiente para lograr una concentracion final del 0,4%,
manteniendo la agitacién magnética.

Para finalizar, el hidrogel se filira con vacio, empleando un filiro de mem-
brana de 0,22 micras (Stericup® Merck Millipore Express™ Plus 0,22 pm] y se
envasa en frascos de vidrio topacio clase | de 15 mlL de capacidad, en los
que se dosifican 10 mL de hidrogel por envase. El volumen restante se rellena
con nitrbgeno gaseoso, y se cierran los envases. Todo el proceso es reali-
zado en condiciones asépticas y en campana de flujo laminar horizontal.

Condiciones de conservacion
y variables estudiadas

Se han estudiado las formulaciones con y sin conservante, afiadién-
dole para ello EDTA al 0,01% a la mitad de los lotes en el momento de
la disolucién de la cisteamina. Por ofra parte, ambas formulaciones han
sido almacenadas durante 30 dias, bajo dos condiciones de temperatura
[22°C [ambiente) y 4°C [nevera)]. Asi, las formulaciones estudiadas se
denominardn 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 pardmetros fisicos y quimicos evaluados, han sido la osmolalidad,
el pH vy la concentracion de cisteamina. Los ensayos descriptivos se han
basado en la medicién de la transparencia y los ensayos microbiolégicos
en la realizacién de pruebas de esferilidad.

Antes de la redlizacién de las diferentes medidas, todas las muestras
fueron atemperadas durante un tiempo minimo de 30 minufos para evitar
variaciones en la determinacién debidas a la temperatura. Todos los ensa-
yos han sido realizados por friplicado y se han llevado a cabo los dias O,
7,14, y 30 postelaboracién de los hidrogeles.

Ensayos descriptivos

El método utilizado para medir la transparencia ha consistido en la
determinacién 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 espectrofotémetro UVVIS (Espectrofotdometro de red de diodos Hewlett
Packard 8452). Para ello, se realizé un blanco con agua destilada y las di-
ferentes formulaciones se introdujeron en una cubeta de cuarzo para medir
la fransmitancia, obteniéndose una gréfica que representa el porcentaje de
luz transmifida en funcién de las longitudes de onda.

Ensayos fisico-quimicos

Determinacién de Osmolalidad y pH: lo osmolalidad se midié utili-
zando un osmémetro Vapor Pressure Osmometer (VAPRO 5520). Para ello,
10 pL de cada formulacién se depositaron en un disco de papel de filiro
Whatman sobre la camara. la determinacion del pH se llevé a cabo con
un pHmetro Crison micropH2001€.

Cuantificacién de la cantidad de cisteamina: Para la deferminacion
de la cisteamina en las muestras se prepara previamente una disolucion
saturada del reactivo de Ellman (5, 5-dithiobis-{2-nitrobenzoic acid) o DTNB)
como derivatizador?? [Figura 1). Para ello 29,6 mg del polvo fueron disuel-
tos en 10 mlL de NaOH acuoso al 0,018 M. Posteriormente, la disolucién
fue filirada a fravés de un filiro de 0,45 pm.

Para la cuantificacién de la cisteamina, inicialmente se realiza una dilu-
cién 1:1000 de la formulacién. De esta muestra diluida se recogen 50 ply
se le adicionan 100 pl de reactivo de Ellman y 100 pl de agua purificada.
La disolucién resultante se analiza mediante un método de Cromatografia
liquida de Ulira Alia Presién empleando un defector de masas en tan-
dem (UPLC-MS/MS). Para ello se ufilizé un sistema Acquity UPLC® H-Class
(Waters®) conectado a un detector de masas en tandem Waters® Xevo
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Figura 1. Reaccién de derivatizacién de la cisteamina con el reactivo de Ellman.

TQD. los datos fueron recogidos empleando el software Masslynx v4.1 y
procesados a fravés del software cromatogréfico Targetlynx™ Application
Manager. la separacién cromatogréfica se realizé a 40°C utilizando la
columna Acquity BEH C; (2,1 x 50 mm, 1,7 pm de tamafio de particula,
Wiaters®). los solventes de la fase movil fueron una disolucién de dcido
formico al 0,1% agua MlliQ® (Fase A) y acetonitrilo (Fase B). Se utilizé un
gradiente con una velocidad de flujo constante a 0,4 ml/min. El gradiente
se inicid con 100% de fase A que cambié a una composicién 40% A-60%
B a los 2,20 minutos de forma lineal para a continuacién mantener la com-
posicién hasta los 2,60 minufos y volver a las condiciones iniciales a los 3
minufos. El muestreador automdtico se ajusté a 10°C y se inyectaron 10 pl
de cada muestra. El tiempo de ejecucion total, incluyendo el equilibrado
del sistema cromatogréfico antes de la inyeccion de la muestra, fue de 3
minufos. La obtencién de los dafos de espectrometria de masas se llevo a
cabo mediante el modo de monitorizacién de reaccién miltiple (MRM) a
través de la ionizacion de las muestras mediante electrospray positivo. Para
la cuantificacién, se utilizaron las transiciones del ion precursor de m/z 313
y el fragmento de 196.85 empleando un flujo de gas de desolvatacién de
1,100 L/h, gas del cono 80 L/h y voltaje capilar de 3,2 kV. La tfemperatura
de desolvatacién y la temperatura de la fuente fueron de 600°C y 146°C,
respectivamente.

Ensayos microbiologicos

Cada uno de los hidrogeles, se han analizado a los tiempos previamen-
te indicados, con el fin de establecer la estabilidad microbiolégica. Para
ello, 1 ml de cada uno de los hidrogeles se afiaden en placas de agar san-
gre, agar sabouraud y medio fioglicolato liquido. Estas muestras se cultivan
a 37°C durante un periodo de 48h, 15 dias y 10 dias respectivamente. Al
finalizar de cada periodo de incubacién se observan y se determina si ha
existido crecimiento microbiolégico.

Margenes de variacion permitidos
y andlisis estadistico

Se ha establecido los margenes fijados segun lo indicado en el Pharma-
ceutical Codex?3, estableciéndose la caducidad de la formulacion cuan-
do la concentracién de principio activo se ha reducido en un 10% con
respecto a la concentracion inicial. Por ofra parte, los cambios en pH vy

osmolalidad, se consideran no acepfables si sus valores exceden los crite-
rios de aceptacion para su administracion por via offélmica. La estabilidad
microbiolégica se considera adecuada siempre y cuando no se detecten
crecimiento microbiano en las muestras cultivadas. Por dlfimo, con respecto
a las caracteristicas descriptivas del producto, no se considerard acepta-
ble, si la transparencia no es plena.

El andlisis estadistico ufilizado para comparar los resuliados de las di-
ferentes condiciones de conservacién estudiada ha sido el andlisis de la
varianza multifactorial, realizado con el GraphPad Prism® v.5.0b.

Resultados
Ensayos descriptivos y fisicoquimicos

la transparencia de fodas las formulaciones ha sido tofal, no obser
vandose disminucion de la misma durante todo el periodo estudiado. En
la figura 2, se puede observar como en el rango visible, no se observa
ninguna sefial, signo de la transparencia de la muestra.

En la figura 3 se representa la variacién de la osmolalidad de hidrogel
de cisteamina baijo las cuatro condiciones de conservacion a lo largo del
tiempo. Los valores de osmolalidad en todas las formulaciones se mantie-
nen comprendidos enfre el 90% y el 100% de los valores iniciales durante
todo el periodo de estudio. No se han observado diferencias estadistica-
mente significativas entre las formulaciones bajo las diferentes condiciones
estudiadas, si bien, debe indicarse el valor ligeramente superior de las que
confenian EDTA en su composicién (4274896 mOsm/Kg vs 410+9,48
mOsm/Kg).

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

Concentracion de cisteamina

En las condiciones mefodolégicas desarrolladas se obtiene un pico cro-
matogrdfico estrecho, simétrico y bien definido, con un tiempo de elucion
de 0,33 minutos. En la figura 5, se puede observar un ejemplo de croma-

Figura 2. Grdfica obtenida en la defer-
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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 femperature with
EDTA; HN, refrigerated without EDTA; HNE, refrigerated with EDTA.

tograma de la cisteamina derivatizada obtenido mediante la técnica de
UPLC MS/MS.

El método de determinacion de UPLC MS/MS desarrollado posee una
gran especificidad ya que une la eficacia de la separacion cromatogréfica
y la gran selectividad del detector de masas en tandem, para seleccionar
la estructura quimica que se desea determinar. Con ello conseguimos aislar
la sefial del producto derivatizado entre la cisteamina y el reactivo de
Ellman y separarla de posibles compuestos que se puedan formar durante
la degradacién de la cisteamina.

En la figura 6 se puede observar la variacién de la concentracion de
cisfeamina a lo largo del tiempo, baijo las cuatro condiciones de conserva-
cion. Al representar los valores de concentracion de cisteamina a lo largo
del tiempo, podemos observar que durante el periodo estudiado en ningin
caso se produce una disminucién de la misma por debajo del 90%. Por
ofra parte, se debe sefialar que se ha observado una gran variabilidad
entre los valores de concentracién obtenidos a los diferentes tiempos du-
rante el almacenamiento, obteniéndose en algunos muestreos, porcentajes
superiores al 100% de la concentracién inicial. la variabilidad es debida a

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

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

Estabilidad microbiolégica

Se ha observado una adecuada conservacion de las muestras en todas
las condiciones ensayadas, no observandose crecimiento microbiano en
ninguno de los hidrogeles durante el fiempo de almacenamiento.

. .o
Discusion

Las formulaciones magistrales oftélmicas de hidrocloruro de cisteamina
presentan el problema principal que para conseguir una reduccion de los
cristales comeales deben realizarse insfilaciones horarias con posologias
de dificil cumplimiento. El hidrogel que nos ocupa, ha mostrado en estudios
preclinicos una biopermanencia similar al Cystadrops®'®. Por ofra parte, en
estudios de biopermanencia cuantitativa guiada por PET, se ha mostrado
que el hidrogel de cisteamina con hialurénico presenta una vida media de
60 minutos; muy superior a los 18 minutos presentados por el colirio de
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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; HINE, refrigerated with EDTA.

Figura 6. Representacion de la variacion en porcentaje de la concentracion de
cisteamina a lo largo del tiempo.
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cisteamina habitualmente formulado en los Servicios de Farmacia. Ademds,
la cantidad de cisteamina que llega al estroma tras la administracion de
este hidrogel, es superior a la mostrada por el colirio en solucién, existien-
do diferencias estadisticamente significativas entre ambos para los valores
de permeacién transcorneal. De modo que, con la formulacién de este
hidrogel se consigue una liberacién 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 ocular”. En
el material suplementario, se muestran dos metédicas para su elaboracion.

Los estudios de estabilidad tienen gran repercusién en la organizacion
de los Servicios de Farmacia, suponen un importante esfuerzo técnico y
econémico, y cada vez son més frecuentes para garantizar la calidad
de los medicamentos elaborados®. En el presente trabajo, se presenta la
estabilidad del hidrogel de acido hialurénico con cisteamina, observando-
se que las propiedades del mismo permanecen inalteradas durante fodo
el periodo estudiado y en todas las condiciones de conservacion. Otros
autores, han indicado que la cisteamina se oxida a su dimero cistamina a
tfemperatura ambiente, la cual no es efectiva en la eliminacién de los cris-
tales comneales de cistina?, por ello en la elaboracién del hidrogel hemos
empleado nitrégeno para eliminar el oxigeno presente en el ambiente,
antes del cierre del envase.

la eleccion el acido efilendiaminotetraacético, EDTA (Ethylene Diami-
ne Tetraacetic Acid) como conservante, se ha basado en publicaciones
previas, donde ofros aufores han probado que es el més idéneo para ser
usado en las formulaciones con cisteamina. La concentracién elegida para
su adicién al colirio fue la menor posible para minimizar el componente t6-
xico que pudiese fener a nivel de epitelio corneal”®?¢?%. La adicién de ofros
conservantes como cloruro de benzalconio, se ha descartado, tras una
valoracién beneficioriesgo desfavorable por parte de los oftalmélogos.
Se tuvo en cuenta su potencial toxicidad epitelial, de mayor riesgo en uso
crénico, como seria el caso del hidrogel analizado®.

Segin la farmacopea de los Estados Unidos (USP), la estabilidad de
una formulacién magistral se define como la extension o el tiempo durante
el cual un producto mantiene dentro de unos limites especificos y a través
del periodo de almacenamiento y uso las mismas propiedades y caracte-
risticas que posefa en el momento de su fabricacion®. Por tanto, el objetivo
de los estudios de esfabilidad es obtener una informacién que permita
hacer propuestas sobre la caducidad del medicamento y recomendar las
condiciones de almacenamiento, determinando como varia la calidad de
un medicamento dependiendo del tiempo v bajo la influencia de una serie
de factores esfablecidos. El pH y la osmolalidad de los hidrogeles a lo
largo del estudio, permanece practicamente inalterada, sin apreciarse dife-
rencias esfadisticamente significativas (<0,001) entre los valores iniciales y
finales en todas las condiciones de conservacion estudiadas. La adicién de
EDTA a la formulacién incrementa ligeramente la osmolalidad y disminuye
el pH, sin afectar a la estabilidad de la cisteamina. La fransparencia es del
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100% en todas la medidas realizadas. Por tanto puede concluirse que el
hidrogel de hialurénico con cisteamina mantiene sus propiedades durante
30 dios tras su elaboracién. Por ofro lado, debido a que la adicién de
EDTA no ha supuesfo mejoras en términos de estabilidad, y como la adicién
de cloruro de benzalconio como preservante no se ha contemplado, se
recomienda la conservaciéon del hidrogel en nevera por razones microbio-
légicas y como método alternativo si no se produce el sellado de los viales
con nitrégeno previo al cierre®’.

Las propiedades previamente descritas, junto con el actual estudio de es-
tabilidad, hace que el uso del hidrogel de cisteamina pueda proporcionar
imporfanfes mejoras terapéuficas en pacientes con cistinosis ocular. Por ofro
lado, su formulacién, puede representar una herramienta de eficiencia frente
a ofras alternafivas no comercializadas en Espafia, pero disponibles para
su importacion (37.728 euros/afio/paciente vs 1.080 euros/afio/paciente,
coste estimado de la formulacion del hidrogel de cisteaminal.

Tras la realizacion de un sondeo mediante a fravés de la lista de correo
de la Sociedad Espafiola de Farmacia Hospitalaria (SEFH), estimamos que
en Espaiia hay actualmente 39 pacientes a fratamienfo con cisteamina
topica ocular, por lo que el uso del medicamento adquirido a través de
Medicamentos Extranjeros, podria suponer un coste de 1.471.392 euros/
afio. La utilizacién 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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Anexo 1
N SERVIZO Xestién Integrada Xestion Integrada de Santiago de Compostela
dféfl?[% Santiago de postela Complexo Hospitalario Universitario de Santiago

Servicio de Farmacia
FICHA DE FORMULA
A) HIDROGEL DE HIAL URONICO CON CISTEAMINA 0,55%

Forma farma: Hidrogel oftalmico  Caucidad: 30 dias
Via admeon.. Topica ccular  Protegideo luz: Si Validado el: 21/06/2017
A elaborar por: Farmaceuticola Conservar: Frigorifico (2 a2 8 °C) Dispensable: Si

Observaciones

Nivel de Riesgo: MEDIO
Deshechar una vez abierto a los 7 dias.

Elaboracion: Estéril

Composicidn
Componente Cantidad

Hidrocloruro de cisteaming 275,00 mg
Soedio hialuronato {polvo) 40,00 mg
BSS* colirio (Balanced Salt Solution) csp 50,00 mi
Equipamiento Metédica

* 1 - Vaso plastico estéril + Pesar la cisteamina y el hialuronato sddico en vasos de pldstico estériles de

1 - Balanza analitica 100 mi,

e 1 - Agitador magnético
# 1 - Jeringa 60 ml Luer-Lock  * Trasladar & fa cabina de flujo laminar horizontal y afadir 46 mi de BS5® en
* 1 - Filtre 0,22 micras of vaso que contiona ia cisteamina. Agitar, ulilizando agitador magnético, con
= (Millipore Millex®™ GS) o pastilla de agitacidn previamente esterifizada, hasta que se disuelva
{Slericup™ Merck Millipore complotamernta.
Express™Plus )
« Posteriormente, anadir progresivamente el acido hialurdnico, continuando
con la agitacion magnética hasta completa disolucian.

+ Con una jeringa trasvasar y completar hasta 50 m! de BS5*.

* Incorporar de nuevo todo cantenido (50 mi) al vaso de plastico y comtinuar
con la agitacion magnética hasta su homogenizacion.

* Por Uitimao, coger de nuevo los 50 mi del hidrogel de cisteamina en una
feringa y realizar filfracion esterilizante, incorporando el contenido estaril an
los frascos de vidrio fopacios. Observaciones: Ef filfrado de sustancias
viscosas puede ser costoso con los fiftros convencionales, por ello se ofrece
una filtracion alternativa, en la que se uliliza el vacio;

o Opcion 1: Para pequenos volumenes ulilizar Millipore Millex®™ GS).

o Opcion 2: Para grandes voldmenes se puede ulilizar una fiftracion por
vacio, ulilizando ef Stericup”™ Merck Millipore Express™ Plus 0,22 micras.

« Cerrar el frasco y efiquetar.

Envasado: Cantidad a elaborar, 50 mi repartidos en 5 Frasco vidrio estéril cuentagotas 15 ml con 10 ml cada uno

Controles de calidad

Control

Observacién de particulas
Analisis microbioldgico

Documento generado con PharmaSuite™ de Basesoll®™ (www.basasoll.es) Pag. 1/2
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N SERVIZO Xestién In _— Xestion Integrada de Santiago de Compostela
d?g‘lﬁ%% Santiago de d mpostela Complexo Hospitalario Universitario de Santiago

Servicio de Farmacia
FICHA DE FORMULA
HIDROGEL DE HIALURONICO CON CISTEAMINA 0.55% Cod.: 1206

Autores

Anxo Fernandez Ferreiro (Farmacéutico/a)
Miguel Gonzalez Barcia (Farmaceutico/a)
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de cisleamina clorhidrale., Farm. Hosp. 61 Congreso SEFH (2018).
3.- Manuela Atienza Femandez. Formulacion en Farmacia Pediatrica. 2005 Tercera edicion- ISBN; 84- 689- 2529- 2,
4.- M| Kaiser-Kupfer, M.A. Gazzo, M.B. Datiles, R.C. Caruso, E.M. Kuehl, W.A. Gahl, A randomized placebo-

controlled trial of cysteamine eye drops in nephropathic cystinosis, Arch. Ophthalmol. Chic. Il 1960.
108 (1990) 689 693,

Documenta generado can PharmaSuite® de Basesoff® (www. hasesoft.es) Pag 272



i Farmacia Hospitalaria 2017

686: | Vol 41 IN° 61678 - 687 | Anxo FemdndezFerreiro y cols.

.......................................... Y

Anexo 2

s SERVIZO Xestién Intearada Xestion Integrada de Santiago de Compostela
df'ghﬁ%% Santiago de postela Complexo Hospitalario Universitario de Santiago

Servicio de Farmacia
FICHA DE FORMULA

B) HIDROGEL DE HIALURONICO CON CISTEAMINA 0,55%

Forma farma: Hidrogel oftilmico Caucidad; 20 dias
Via admon.: Tépica ocular Protegide luz: Si Validado el: 21/06/2017
A elaborar por: Farmaceutice/a Conservar; Frigorifico (2 a 8 °C) Dispensable: Si

Observaciones

Mivel de Rigsgo: MEDIO
Deshechar una vez abierto a los 7 dias, e -

Elaboracion: Estéril

Composicién
Componente Cantidad

Hidracloruro de cisteamina 275.00 mg
BSS® colirio (Balanced Salt Sclution) 500 ml
Lagrimas artificiales estériles con acido hialurdnico al 0.4% Acuoral® csp 50,00 ml
Equipamiento Metédica

* 1 - \faso plastico estéril * Pesar 1a cisteaming en vaso de plastico esterl,

* | - Balanza analitica

* 1 - Agitador magnéatico + Trasladar a la cabina de fiujo laminar horizontal y afiadir 5 ml de BS5% en el

=1 - Jeringa 60 ml Luer-Lock  vaso gue contiene la cisteamina. Agitar, utilizando agitadar magnético, con

® 1 - Filtra 0,22 micras pastila de agilacion previamente esterilizada, hasta que se disuelva

(Millipare Millex® GS) completamente.

« Cager ia solucion de cisteamina en una jeringa y realizar filtracion
esteriizante (Millipore Millex® GS), traspasando el contenido a una jeringa de
60 mi,

* Posteriormente, artadir tagrima artificial esteéril hasta completar los 50 mi,

» Homogeneizar mediante gl movimiento de fa jeringa v posteriormente
dosificar en los frascos topacios.

« Cerrarlos y stiquetarios.
Envasado: Cantidad a elaborar, 50 ml repartidos en 5 Frasco vidrio estéril cuentagotas 15 ml con 10 ml cada uno

Controles de calidad

Contral

Observacion de particulas

Analisis microbiclegico

Autores

Anxo Fernandez Ferreiro (Farmacéuticola)
Miguel Gaonzalez Barcia (Farmacéutico/a)
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Abstract

Ocular cystinosis is a rare disease characterised by the deposition on
the comneal surface of cystine crystals that hinder the eyesight of patients.
Oral cysteamine is administered as cysteamine bitartrate; however, due fo
the lack of corneal vascularization it does not reach the comea and must
be administered by the topical ocular route. The aim of the present study
was to defermine the stability of an ophthalmic hydrogel of cysteamine
under different preservation conditions during a follow-up of 30 days. This
hydrogel could be prepared in hospital pharmacy services.

Several physical and chemical parameters were assessed: osmolality, pH,
and cysfeamine concentration, which was measured using an ulira-per
formance liquid chromatography-fandem mass spectrometer (UPLC-MS/
MS) method. Descriptive tests were also performed, such as fransparency
measurements and microbiological assays in order fo verify sterility.

The results show that cysteamine hydrogel is stable over 30 days and
should be preserved under refrigeration.

KEYWORDS

Cysteamine; Ellman’s reagent; Hyaluronic acid; Mass
spectrometry; Ocular cystinosis; Ophthalmic hydrogel; Stability.

PALABRAS CLAVE

Acido hialurénico; Cisteamina; Cistinosis; Ocular; Estabilidad;
Espectrometria de masas; Hidrogel oftéImico; Reactivo de
Ellman.

Resumen

La cistinosis ocular es una enfermedad rara que se caracteriza por el de-
posito de cristales de cistina a nivel comeal, los cuales dificultan la visién
de los pacientes. la cisteamina oral se administra en forma de cisteaming,
pero esfa no alcanza la cérmea debido a la falta de vascularizacién
corneal, por lo que es necesaria la aplicaciéon tépica ocular. El objetivo
del presente trabajo es determinar la estabilidad de un hidrogel oftélmico
de cisteamina, potencialmente formulable en servicios de farmacia hospi-
tolaria, conservado este bajo diferentes condiciones de almacenamiento
durante un periodo de 30 dias.

Los parémetros fisicos y quimicos evaluados han sido la osmolalidad, el
pH vy la concentracién de cisteaminag, siendo esta Gltima valorada median-
fe un método de cromatografia liquida de ultra alta presién, empleando
un defector de masas en tandem (UPLC-MS/MS). Los ensayos descriptivos
se han basado en la medicién de la transparencia y los ensayos microbio-
l6gicos en la realizacion de pruebas de esterilidad.

Los resultados obtenidos permiten concluir que el hidrogel de cisteamina
es estable durante un periodo de 30 dias, recomendéndose que su con-
servacién sea en nevera.
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Introduction

Cystinosis is a rare lysosomal storage disorder that follows an aufo-
somal recessive inheritance pattern’. This mefabolic disorder is charac-
terized by the accumulation of the amino acid cystine in lysosomes due
to defective cystine transportation from the interior to the exferior of the
lysosome?®. Cystine has low solubility in water, leading to the formation
of intralysosomal crystals and damage to various fissues and organs, in-
cluding the cornea. As described by Burki in the 1940s, the ocular ma-
nifestations of the disease are due to the accumulation of cystine crystals
in the ocular surface®. These crystals can be observed with a slit lamp
and are a pathognomonic sign of cystinosis. They begin to form during
infancy and from 16 months of age onward they can be observed through
a slit lamp. Patients are initially asymptomatic. Due to the accumulation of
comeal cystine crystals over time, ocular symptoms do not appear until
approximately 10 years of age®.

The specific treatment of cystinosis is cysteamine, also called mercapta-
mine or 2-aminoethanethiol, which is an aminothiol with chemical formula
HSCH,CH,NH,¢. Cysteamine was infroduced as a possible therapeutic
agent for cystinosis in 1976 and remains the only available treatment’.
Although cysteamine does not cure cysfinosis, it has revolutionized patient
management and prognosis. It has been shown to slow disease progres-
sion and can reduce the amount of intracellular cystine by more than 90%.
Cysteamine therapy should be started as soon as the diagnosis is made
and should be continued for the lifetime of the patient. Patients with poor
adherence to freatment or begin it later do not achieve such beneficial
outcomes®.

Oral cysteamine is administered in the form of cysteamine bitartrate, but
does not reach the cornea due to the lack of corneal vascularization. Thus,
a topical ocular application was developed, whose safety and effective-
ness had already been demonstrated in the 198057 Currently, there are
two available ophthalmic formulations of cysteamine hydrochloride: Cysta-
ran® (Sigma Tau Pharmaceuticals Inc.], an FDA-approved medication, which
must be instilled from 6 to 12 times a day'?; and Cystadrops® (Orphan
Europe, Paris, Francel, which has a higher viscosity and increased ocular
permanence'®'*. Cystadrops is currently in Phase Il frials; however, the Euro-
pean Medicines Agency has recently allowed it be marketed as an orphan
drug to facilitate access'®.

Access fo foreign and/or orphan drugs can sometimes be delayed by
the obligatory procedures and approvals required for their use. In addition,
the sometfimes exorbitant price of these drugs can hamper access'®. In or
der to facilitate the treatment of ocular cystinosis, cysteamine eye drops as
a compounded formulation are commonly prepared in hospital pharmacy
services.

Two major problems are associated with these formulations. Firstly,
cysteamine eye drops must be instilled every hour while the patient is
awake to reduce the amount of corneal crystals. To optimise the formu-
lation and avoid these difficult dosage schedules, our group develo-
ped a bioadhesive cysteamine hydrogel with high ocular permanence,
which could be prepared by hospital pharmacy services”'®. Secondly,
there is a lack of studies on the stability of cysteamine formulations. The
analysis of compounds with thiol groups has always proved difficult,
owing fo their susceptibility o oxidisation and the lack of a structural
chromophore needed for their detection'*?°. Furthermore, the low mo-
lecular weight of cysteamine (MW = 7715 g/mol) hinders its direct
detection by mass detectors. Thus, the methods used to determine these
types of compounds usually derivatize the cysteamine molecule before
quantification?'.

The obijective of this arficle was to defermine the stability of a bio-
adhesive ophthalmic cysteamine hydrogel under different storage con-
ditions.

Methods

Preparation of 0.55% ophthalmic cysteamine hydrogel

The preparation of the hydrogel is performed in 2 stages. Firstly, a suffi-
cient quantity of cysteamine (BioXira, Sigma-Aldrich) is gradually added fo
Balanced Salt Solution Alcon® and magnetically stired over a period of
5 minufes to achieve a concenfration of 0.55%. While continuing fo sfir,

hyaluronic acid [Acofarma®) is then added fo achieve a final concentration
of 0.4%.

Secondly, the resulting hydrogel is vacuum filtered using a 0.22-pym mem-
brane filter (Stericup® Merck Millipore Express™ PLUS 0.22 pm) and poured
info 15-ml type-1 amber glass confainers, adding 10 ml of hydrogel to
each container. The remaining volume is filled with nitrogen gas, and the
containers are closed. The entire process is performed under aseptic condi-
fions using a horizontal laminar flow hood.

Preservation conditions and study variables

The formulas were divided into 2 batches: those without preservatives
and those with preservatives. The latter batches were prepared by adding
0.01% Ethylene Diamine Tetraacetic Acid (EDTA] while dissolving the cys-
teamine. Half of the batches with and without preservatives were stored
for 30 days at 22°C [room temperature) and the other batches were
stored at 4°C (refrigerated). In the rest of this arficle, these formulations
are referred fo as HA (room temperature without EDTA), HAE [room tempe-
rature with EDTA), HN [refrigerated without EDTA), and HNE (refrigerated
with EDTA.

Osmolality, pH, and cysteamine concentrations were assessed. Descrip-
five tests were based on fransparency measurements, and microbiological
tests were based on sferility testing.

All samples were allowed to reach and stay af room temperature for a
minimum of 30 minutes fo avoid measurement errors due to femperature va-
riations. All tests were performed in friplicate and were conducted on days
0, 7, 14, and 30 dfter the preparation of the hydrogels.

Descriptive tests

The transparency of the samples was determined by measuring trans-
mittance in the visible light range (380 nm - 780 nm) using a UV-VIS spec-
frophotometer [model 8452 Diode Array Spectrophotometer, Hewleft
Packard). A blank was made with distilled water, the different formulations
were placed in quartz cuvettes, and then fransmitiance was measured, thus
obfaining @ graph representing the percentage of transmitted light as a
function of wavelength.

Physicochemical tests

Determination of osmolality and pH: Osmolality was measured using
a vapour pressure osmometer (VAPRO 5520). 10 pl of each formulation
was deposited on a disk of Whatman filter paper on the chamber. pH was
determined using a Crison micropH2001® pH-metre.

Quantification of cysteamine: A saturated solution of Ellman’s reagent
(5,5"dithiobis{2-nitrobenzoic acid)) was prepared as a derivatizing agent
22 (Figure 1), by dissolving 29.6 mg of the powder in 10 mL of 0.018 M
aqueous NaOH. Subsequently, the solution was filtered through a 0.45 pm
filter.

To quantify cysteamine, a 1:1000 dilution of the formulation was
prepared. 100 pl of Ellman’s reagent and 100 pl of purified water
were added to this diluted sample. The resulting solution was analy-
sed using an ultra-performance liquid chromatography-fandem mass
spectrometer (UPLC-MS/MS) method. Measurements were taken using
an Acquity UPLC® H-Class system (Waters® Milford, Massachusetts)
coupled to a Xevo TQD mass spectrometer (Waters®). Data were co-
llected using Mass lynx v4.1 software and processed using Target
Lynx™ Application Manager chromatographic software. Chromatogra-
phic separation was conducted at 40°C using an Acquity BEH C,
column (2.1 mm x 50 mm; particle size 1.7 pm) (Waters®). The mobile
phase solvents used were a 0.1% formic acid solution in water [MilliQ®)
(Phase A) and acetonitrile (Phase B). A gradient with constant flow rate
of 0.4 mL/min was used. The gradient was started at 100% phase A,
changing linearly to a 40% A — 60% B composition at 2.2 minutes,
maintaining the composition until the 2.60-minute mark, and then retur-
ned to initial conditions at 3 minutes. The autosampler was set to 10°C
and 10 pl of each sample was injected. Total run time was 3 minutes,
which included equilibration of the chromatographic system prior to
sample injection. Mass spectrometry data were obtained using the
multiple reaction monitoring (MRM) mode through positive electrospray
ionization. Quantification was achieved by means of the transitions of
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Figure 1. Cysteamine derivatization using Ellman’s reagent.

the precursor ion at m/z 313 and the 196.85 fragment ion using a de-
solvation gas flow rate of 1.1 L/h, cone gas flow rate of 80 L/h, and a
capillary voltage of 3.2 kV. Desolvation and source temperatures were

600°C and 146°C, respectively.

Microbiological tests

Each of the hydrogels was analysed on the aforementioned days to de-
termine microbiological stability. 1 mL of each of the hydrogels was added
to plates containing blood agar, sabouraud agar, and fluid thioglycolate
medium. The samples were cultured at 37°C for 48 hours, 15 days, and
10 days, respectively. At the end of each incubation period, the samples
were inspected for any signs of microbiological growth.

Allowed variation range and statistical analysis

The Pharmaceutical Codex was used to establish the expiry date of
the formulation, which was set?® when there was a 10% reduction of
active ingredients compared fo the initial concentration. Changes in pH
and osmolality were considered unacceptable if their values exceeded
the acceptance criteria for ophthalmic applications. Microbiological sta-
bility was considered acceptable providing no microbial growth was
detected in the cultured samples. Finally, the product was considered
unacceptable in the absence of complete transparency on descriptive
tests.

The results of the different preservation conditions were compared
by multivariate analysis of variance using Graph Pad Prism® v.5.0b soft-
ware.

Results
Descriptive and physicochemical tests

All the formulations were completely transparent and no decrease in
fransparency was observed over the study period. No signal was obser
ved in the visible range, demonstrating the transparency of the sample (see
figure 2).

Figure 3 shows variations in osmolality of the cysteamine hydrogel under
all four preservation conditions over time. Osmolality values of all formu-
lations remained between Q0% and 100% of the initial values over the
study period. Under the different study conditions, no statistically significant
differences were observed between the formulations, although those con-
taining EDTA showed slightly higher values (427 + 896 mOsm/Kg vs 410
+ 9.48 mOsm/Kg.

However, as shown in figure 4, neither the addition of EDTA to the hydro-
gel nor storage temperature influenced the pH values of the hydrogel over
the study period. Under all the conditions tested, no statistically significant
differences were observed between the initial and final pH, except for a

slight decrease in pH in the EDTA formulations (6.29 vs 6.44).

Concentration of cysteamine

A narrow, symmetrical, and well-defined chromatographic peak was
obtained with an elution time of 0.33 minutes. Figure 5 shows an example
chromatogram of the derivatised cysteamine obtained using the UPLC-MS/
MS method.

Absorbance Sample Spectra

2.2 4

1.7 4

1.2 4

079 < No signal >
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Figure 2. Graph obtained by determining
(380 nm - 780 nm).

the ftransparency

of one of the formulations, showing negligible absorbance in the visible light spectrum
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Figure 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 femperature with
EDTA; HN, refrigerated without EDTA; HNE, refrigerated with EDTA.

The UPIC-MS/MS determination method employed is highly specific,
because it combines the efficiency of chromatographic separation and the
high selectivity of a tandem mass detector fo select the chemical structure to
be determined. Using this method, the derivatised product was separated
from any compounds that may have formed from cysteamine degradation.

Figure 6 shows variations in cysteamine concentrations over time un-
der the four different storage conditions. Cysteamine concentrations did
not fall below 90% at any point during the study period. Nevertheless,
it should be noted that a wide range of concentration values was ob-
served at different time points during the storage period. Some samples
had percentages of more than 100% of the initial concentration. This
variability was caused by the high viscosity of hydrogels, which makes it
difficult to obtain reproducible volumetric samples by aspiration.

Microbiological stability

Adequate sforage of samples was maintained under all study condi-
tions, and no microbial growth was observed in any of the hydrogels during
the sforage period.

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

Discussion

Difficult dosage schedules are the major challenge to the use of
ophthalmic compounded formulations of cysteamine hydrochloride, be-
cause they require hourly instillations to reduce the amount of corneal crys-
tals. A preclinical study has shown that the biopermanence of the hydrogel
under study is similar to that of Cystadrops®'®. Quantitative PET bioperma-
nence studies have shown that cysteamine hydrogel with hyaluronic acid
has a 60-minute halflife, which is much higher than the 18-minute halflife
of cysteamine eye drops typically prepared by hospital pharmacy servi-
ces. In addition, more cysteamine reaches the stroma after administration
of this hydrogel than reaches it with eye drops, and there are statistically
significant differences in transcomeal permeation values between the two
media. This hydrogel formulation achieves a controlled release of cystea-
mine over time, and can be prepared by pharmacy services for patients
with ocular cysfinosis”. Two preparation methods are presented in the
supplementary materials.

Stability studies are a relevant technical and economic challenge for hos-
pital pharmacy services and are becoming more frequent to guarantee the
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Figure 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; HINE, refrigerated with EDTA.

Figure 6. Percentage of change in cysteamine concentrations over 30 days.
HA, room temperature without EDTA; HAE, room temperature with EDTA; HIN,
refrigerated without EDTA; HNE, refrigerated with EDTA.
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quality of the prepared drugs?. The present study investigated the stability
of cysteamine hydrogel with hyaluronic acid, and showed that its properties
were unchanged in a variety of storage conditions over the study period.
Other authors have shown that at room temperature cysteamine oxidises info
its cystamine dimer, which is ineffective for the removal of corneal cystine
crystals?. For this reason, nifrogen was used fo remove environmental oxygen
before sealing the containers.

The choice of EDTA as a preservative was based on previous publications,

which have shown it to be the most suitable preservative for use in cystea-
mine formulations. The lowest possible concentration of EDTA was chosen to
minimize pofential foxicity on the corneal epithelium? 228, Other preserva-
tives, such as benzalkonium chloride, were ruled out after an unfavourable
benefitrisk assessment by ophthalmologists. This decision was based on their
potential epithelial toxicity, which would be higher during the chronic use of
the hydrogel under study??.

According to the United States Pharmacopoeia, the stability of a com-

pounded formulation is defined as the amount of time during which a product
mainfains, within very specific limits, the properties and characterisfics that it
possessed af the time of manufacture, throughout storage, and during use®.
Stability studies determine how the quality of a drug varies over time under
the influence of a number of factors, and use this information 1o provide re-
commendations on its expiration date and storage conditions. Over the study
period, the pH and osmolality of the hydrogels remained practically constant,
with no statistically significant differences [® <0.001) between the initial and
final values under all storage conditions. The addition of EDTA fo the formu-
lation led 1o a slight increase in osmolality and a decrease in pH without
affecting the stability of cysteamine. All the measures applied showed that
transparency was 100%. Cysteamine hydrogel with hyaluronic acid main-
tained its properties for 30 days affer preparation. However, because the
addition of EDTA did not improve stability and the use of benzalkonium chlo-
ride as a preservative was discarded, it is recommended that the hydrogel
should be stored in a refrigerator fo prevent microbiological growth and as an
alternative method to sealing the containers with nifrogen®.

The properties of cysteamine hydrogel have been described in previous

studies and the results of this stability study show that the use of cysteamine
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hydrogel may increase therapeutic benefit in patients with ocular cystinosis.
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addition, this formulation may be an effective alternative to those not mar
ted in Spain, but which are available for importation. The cost of imported

formulations is €37,728/y/patient, whereas the estimated cost of producing
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cost of this drug acquired through the Access fo Medicines not Authorized

in

Spain process would be €1,471,392/y. The use of cysteamine hydrogel

prepared in hospital pharmacy services would provide patients with better
access to freatment and achieve significant savings for the Spanish Nafional
Health System.
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N SERVIZO Xestion | l:lu Xestion Integrada de Santiago de Compostela
dféfl?[% Snrltlugo postela University Hospital Santiago de Compostela

Pharmacy Service
PHARMACEUTICAL COMPOUNDING PROTOCOL
A) CYSTEAMINE HYDROGEL WITH HYALURONIC ACID 0.55%

Dosage form: Ophthalm, hydrogel Shelf life; 30 days
Administrat. route: Topical ocular Prot, from light: Yes Validation date: 06/21/2017
Compounding by: Pharmacist Storage: Refrigerated (2 - 8 °C) Dispensable: Yes
Additional information Risk isvel: MEDIUM

Dispose 7 days after opening. Compounding: Steme

Ingredients
Ingredient Quantity
Cysteamine hydrochloride 275.00 mg
Scdium hyaluronate (powder) 40.00 mg
BSS® eye drops (Balanced Salt Solution) qs8 50.00 ml
Equipament Directions
« | - Sterile plastic cup - Waigh the cysteamine and sodium hyaluronate in 100 mL sterile plastic

* | - Analytical balance cups.
+ 1 - Magnstic stirrer
* | - B0-mL Luer-Lock syringe  « In @ horizontal laminar fiow hood, add 40 mL of BSSE to the cup confaining
& 1 - 0.22-um filter (Millipore the cysteamine. Stir in @ magnetic stirrer with a previousiy sterflized stirmng
Millex® GS) or {Stericup® tabiet until completely dissolved.
Merck Millipore
Express'™MPlus) = Once feady, slowly agd the hyaluromnic acid, continuing to stir until
completaly dissohvead.

» Transfer with a syringe and add BSS%to 50 mL.

« Transfer the entire content (50 mL) back fo the plastic cup and continue
magnetic stiring until homogeneous.

« Finally. use a syringe lo lransfer the 50 mL of cysteamine hydrogel and

petform sterilizing fitfering, storing the stenlized content in amber glass

bottles. Mote: Filtering of viscous substances can be expensive with

conventional filters. Therefore. vacuum filtering is used as an allernative:
o Option 1: For small volumes use Millipore Millex® GS).

o Option 2; For larger volumes use Stericup® Merck Millipare Express™
PLUS 0.22 um for vacuum filtering.

» Seal and label botfla.

Packaging: Amount made, 50 mL distributed into 5 sterile 15-mL glass dropper bottles each filled with 10 mL.

Quality Control
Test

Particulate testing
Microbiological analysis

Document generated with PharmaSuite™ from Basesoft® fwww basesoft es) Pg. 1/2
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PHARMACEUTICAL COMPOUNDING PROTOCOL
B) CYSTEAMINE HYDROGEL WITH HYALURONIC ACID 0.55%

Dosage form: Ophthalm hydrogel Shelf life: 30 days
Administrat. route: Topical ocular Prot. from light: Yes Validation date: 08/21/2017
Compounding by: Pharmacist Storage: Refrigerated (2 - §°C)  Dispensable: Yes

Additional informaticn '

Risk level: MEDIUM
Dispose T days after opening.

Compounding: Sterile

Ingredients

Ingredient Quantity
Cysteamine hydrochloride 275.00 mg
BSE® eye drops (Balanced Salt Solution) 5.00 mi
Sterile artificial tear drops with hyaluronic acid 0.4% Acuoral® 5. 50.00 mi
Equipament Directions
* 1 - Sterile plastic cup « Weigh the cysteamine in a sterile plastic cup.
* 1 - Analytic balance
* 1 - Magnetic stirrer = In a honzontal laminar flow hood, add 5 mL of BSS® fo the cup containing
*1-60 mL Luer®Lock cysteamine. Mix in a magnetic stirer with a previously sterilized stirring tablet,
syringe until completely dissolved.
® 1 - 0.22-um filter (Millipore
Millex® GS) - Transfer the cysteaming solution to a syringe and perform steriiizing fittering

(Miliporex Millex® GS), then transfer the filtered content to 3 60-mL syringe.
- Mext, add artificial tear drops to complete 50 mL.

- Homogenize by moving the syringe and then distribute inta amber glass
bottles.

« Seal and label botiles.

Packaging: Quantity to manufacture, 50 mL distributed in & sterile 15-mL glass dropper botles each filled with 10 mL

Quality Control

Test

Particulate testing

Microbiological analysis
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