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RESUMEN
Objetivo: Los pacientes con defectos epiteliales corneales
persistentes son, a menudo, refractarios a los tratamientos
convencionales. La insulina tópica surge como una posible
alternativa, habiendo demostrado su efectividad y seguri-
dad. Sin embargo, en la bibliografía actual disponible, hay
una falta de estudios de estabilidad. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar la estabilidad fisicoquímica y microbio-
lógica de un colirio de insulina 10 UI/ml durante 28 días. 
Método: Estudio de estabilidad fisicoquímica y microbioló-
gica. Se elaboraron 2 lotes (A y B) de colirios de insulina 10
UI/ml, manteniendo el lote B cerrado hasta el día 15. Las
variables fisicoquímicas analizadas fueron la concentración

de insulina mediante inmunoanálisis quimioluminiscente,
pH y osmolaridad. El estudio microbiológico se realizó me-
diante pruebas de esterilidad mientras que el estudio des-
criptivo se analizó mediante visualización directa.
Resultados: No se observaron cambios significativos de con-
centración (±10%) en los colirios a excepción de 2 valores
en una de las muestras del lote B. El pH y la osmolaridad se
mantuvieron dentro de los rangos fisiológicos del ojo. No
se observó crecimiento microbiano ni cambios en las carac-
terísticas organolépticas. 
Conclusiones: Se puede considerar al colirio de insulina 10
UI/ml estable durante 28 días en refrigeración manteniendo
el frasco abierto desde el día de su elaboración.
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SUMMARY
Objective: Patients with persistent cor-
neal epithelial defects are often refrac-
tory to conventional treatments.
Topical insulin emerges as a possible al-
ternative of proven effectiveness and
safety. However, in the current availa-
ble literature, there is a lack of stability
studies. The main objective of this
study was to evaluate the physicoche-
mical and microbiological stability of a

10 IU/ml insulin eye drop for 28 days.
Methods: Physicochemical and micro-
biological stability study. Two batches
(A and B) of 10 IU/ml insulin eye drops
were prepared, keeping batch B clo-
sed until day 15. The physicochemical
variables analysed were insulin con-
centration by chemiluminescent immu-
noassay, pH and osmolarity. The
microbiological study was performed by
sterility tests while the descriptive study

was assessed by direct visualization.
Results: No significant concentration
changes (±10%) were observed in the
eye drops except for 2 values in one
of the samples from batch B. The pH
and osmolarity remained within the
physiological ranges of the eye. No
microbiological growth or changes in
organoleptic characteristics were obser-
ved. 
Conclusions: Insulin 10 UI/ml eye drops
can be considered stable for 28 days
under refrigeration if the bottle is kept
open from the day of its preparation.

Physicochemical and microbiological stability of
a 10 IU/mL insulin eye drop

Key words: Insulin, stability, eye drops, ophthalmic administration, concentration, pharmacotechnics.
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INTRODUCCIÓN
La córnea es un tejido formado por cinco capas (de más su-
perficial a más profunda: epitelio, membrana de Bowman,
estroma, membrana de Descemet y endotelio) de cuya inte-
gridad depende que mantenga la transparencia necesaria
para conseguir una buena capacidad y calidad visual. Puede
verse alterada por diversas razones como son enfermedades
con afectación únicamente ocular, como la mayoría de las
distrofias corneales, o sistémicas, como la diabetes mellitus,
complicaciones postquirúrgicas o traumatismos1,2. Cuando
se produce una erosión ocular y fracasa la renovación y ree-
pitelización que suele tener lugar los primeros 10-14 días,
surgen los defectos corneales persistentes (DECP), cuyo tra-
tamiento se considera un desafío1.

Los tratamientos convencionales, como lágrimas artifi-
ciales, suero autólogo y lentes de contacto terapéutico, se
centran en proteger las capas más superficiales de la córnea
y aportar condiciones favorables para facilitar su cicatriza-
ción1,2. Sin embargo, frente a los DECP, a menudo fracasan.

Otros tratamientos menos estudiados, como los colirios
de insulina, fibronectina o timosina tópica, actúan sobre los
factores de crecimiento implicados en la cicatrización, y aun-
que su mecanismo de acción no está claro, parecen influir
en la regulación de la diferenciación y crecimiento de las cé-
lulas epiteliales y queratocitos estromales1.

La insulina, fármaco sistémico ampliamente conocido,
es un péptido estrechamente relacionado con el factor de
crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1), el cual está impli-
cado en la cicatrización de heridas mediante la inducción
de la migración y proliferación de las células epiteliales cor-
neales1,3. La presencia de receptores de insulina en la glán-
dula lagrimal y en la superficie ocular4-6 hacen pensar que
la insulina tópica puede ser un tratamiento relevante en los
DECP refractarios7. El IGF-1, junto con la sustancia P, au-
menta la tasa de curación del epitelio después de la quera-
tectomía fotorrefractiva en conejos8. Además, se demostró
que la combinación de ambos acelera la cicatrización de he-
ridas epiteliales corneales en animales diabéticos9.

El estudio de Zagon et al.2, fue el primero en demostrar
que la insulina tópica mejora la cicatrización de heridas cor-
neales en animales diabéticos. En ratas diabéticas, la insulina
tópica mejora la sensibilidad corneal y la cicatrización de he-
ridas después de abrasiones corneales10. También, se ha de-
mostrado que la insulina tópica ralentiza la pérdida de los
nervios corneales del plexo subbasal11 y previene la cicatri-
zación tardía de las heridas del epitelio de la superficie ocu-
lar en ratones diabéticos2.

Posteriormente, se extrapolaron los estudios a sujetos hu-
manos diabéticos, reflejando también una mejora en la tasa
de curación de los DECP sin efectos secundarios locales o sis-
témicos apreciables3. Bartlett et al.12,  observaron que la insu-
lina formulada con solución salina hasta 100 UI/ml, no tenía
toxicidad clínica para el ojo humano incluso tras varias dosis. 

Para determinar las concentraciones de insulina tópica,
se desarrolló un estudio donde se demuestra que la con-
centración más eficaz para curar el defecto epitelial corneal
en pacientes diabéticos tras la vitrectomía fue de 0,5 UI/ml
frente a otras superiores o placebo5. Sin embargo, en otros
estudios se refleja como la insulina tópica 1 U/ml 4 veces al
día mejora la tasa de curación de los DECP en pacientes dia-
béticos después de la vitrectomía3. 

A pesar de propuestas históricas sobre el uso de colirio de
insulina13, es actualmente cuando dicha práctica clínica está re-

surgiendo. En la mayoría centros hospitalarios de España se for-
mulan colirios de insulina 1 UI/ml pero algunos pacientes son
refractarios a dicho tratamiento siendo la insulina tópica a
mayor concentración una posible alternativa. Por ello, se crea
la necesidad de la realización de estudios en los que se deter-
mine la estabilidad y seguridad de preparaciones a mayor con-
centración. Aunque actualmente se conoce la ausencia de
toxicidad de colirio de insulina hasta 100 UI/ml12, la reducida
experiencia con dicho colirio crea la incertidumbre del intervalo
de concentración que pueden llegar a requerir estos pacientes.

El objetivo del presente trabajo es determinar la estabi-
lidad fisicoquímica y microbiológica de un colirio de insulina
10 UI/ml.

MÉTODOS
Material
Para la elaboración del colirio de insulina 10 UI/ml, siguiendo
la experiencia en la elaboración del colirio de insulina 1 UI/ml,
se empleó:

- Insulina humana soluble neutra (Actrapid® 100 UI/ml vial).
- Colirio de polietilenglicol y propilenglicol (Systane Ultra®).
- Cloruro sódico 0,9% 10 ml disolvente para uso parenteral. 

Método de elaboración
Los colirios se prepararon en condiciones asépticas de tra-
bajo, según la Guía de Buenas Prácticas de preparación de
medicamentos en los Servicios de Farmacia Hospitalaria14,
en campanas de flujo laminar horizontal.

La elaboración se realizó en dos etapas. Inicialmente se
diluyó Insulina Actrapid® 100 UI/ml en una proporción 1:4
con cloruro sódico al 0,9% mediante una homogeneización
obteniendo una solución de 20 UI/ml. A continuación, se
realizó una segunda dilución de la solución obtenida ante-
riormente en proporción 1:1 con el colirio Systane Ultra®

para lograr una concentración final de 10 UI/ml.
Para finalizar, se realizó una filtración a través de un filtro

de 5 micras y se envasó en frascos estériles de vidrio de to-
pacio de 10 ml de capacidad, en los que se dosificaron 5 ml
de colirio de insulina 10 UI/ml.

Condiciones del estudio
Para el estudio de los colirios se elaboraron dos lotes (A y B)
de dos muestras cada uno. La apertura de un colirio de cada
lote se realizó el día de su elaboración (A1 y B1), manteniendo
los otros cerrados hasta el día 15 (A2 y B2). Todos ellos se al-
macenaron refrigerados (2-8ºC) durante todo el estudio.

Para determinar el plazo de validez del colirio se evaluó la
concentración de insulina (UI/ml), pH, isotonicidad (mOsm/L)
y ausencia de crecimiento microbiano, cambios en las carac-
terísticas organolépticas, aspecto y limpidez. 

Todos las determinaciones se realizaron los días 0, 7, 15
y 28 para los colirios A1 y B1 y los días 15 y 28 para A2 y
B2. Dichas determinaciones se corresponden con el periodo
de tiempo transcurrido desde abril 2021 hasta mayo 2021.

Esta metodología pretende simular la conservación de
los colirios en el domicilio del paciente si se le dispensan
desde el Servicio de Farmacia 2 envases de colirio de insulina
para su posterior administración domiciliaria, manteniendo
uno abierto y otro cerrado hasta que se precise. 

Se consideró cambio significativo de concentración
cuando el colirio sufría variaciones de ±10% con respecto
a la concentración inicial, considerándose por tanto no vá-
lido. Respecto al pH y osmolaridad, los colirios fueron esta-
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blecidos como no aptos cuando los valores obtenidos se en-
contraban fuera de los márgenes fisiológicos del ojo
(pH=7,4-9,5 y osmolaridad 270-300 mOsm/L). Ante la au-
sencia de crecimiento bacteriano y fúngico o la ausencia de
partículas o cambios de color mediante visualización directa,
las muestras se consideraban adecuadas. 

Estabilidad fisicoquímica
Determinación de la concentración de insulina
La determinación cuantitativa de insulina se realizó me-

diante la técnica de inmunoanálisis quimioluminiscente de
micropartículas en el analizador Alinity i (Abbott®). Para ello,
se recogieron 0,5 ml de muestra, sin ser necesaria su dilu-
ción previa. 

El ensayo Alinity i utiliza un método de cálculo de datos
de ajuste a una curva logística de 4 parámetros (4PLC, Y pon-
derado) para generar la calibración y obtener resultados. Res-
pecto a la comprobación de la calibración, el sistema Alinity
i cuenta para la determinación de la insulina con 6 puntos de
calibración (A-F) desde 0 UI/ml a 30 UI/ml. En el momento
del ensayo el ajuste estaba establecido en -0,52 UI/ml a 30,09
UI/ml. La sensibilidad analítica, definida como el limite inferior
de detección, es ≤0,1 UI/ml mientras que el intervalo analítico
para dicho ensayo es de 0,1 UI/ml a 30 UI/ml.

En dicha técnica, los resultados se miden en unidades
reactivas de luz (URL), existiendo una relación directamente
proporcional entre la cantidad de insulina en la muestra y
las URL detectadas por el sistema óptico.

Determinación de pH
El pH de la nueva formulación se determinó mediante el

analizador Gem Premier 5000 (Werfen®). Se considera cómo
adecuado el rango de pH entre pH=7,5-9,5 sin embargo el sis-
tema de medición presenta un límite superior de detección de
7,92 por lo que todos valores superiores a dicho valor se ex-
presan como >7,92. Con el fin de asegurar que dichos valores
superiores a 7,92 se encuentran dentro del margen fisiológico
del ojo se realizó una determinación visual complementaria a
través de tiras reactivas graduadas (Merck®).

Determinación de osmolaridad
La osmolaridad se midió utilizando un osmómetro Ad-

vance 3300 (Tecil®) mediante la técnica de punto de fusión.

Estabilidad microbiológica
La estabilidad microbiológica de los colirios se determinó me-
diante pruebas de esterilidad, siguiendo  las recomendaciones

de la Sociedad Española de Enfermedades Infecciosas y Micro-
biología Clínica (SEIMC)15. Se inoculó una alícuota de 1 ml en
medios convencionales para bacterias aerobias (agar sangre,
agar chocolate), un medio selectivo para aislamiento de bacilos
gramnegativos (agar MacConkey), y un  medio selectivo para
estreptococos (CNA). Además se inoculó un medio líquido de
enriquecimiento tioglicolato los días establecidos anterior-
mente. Las placas de agar sangre, agar chocolate y CNA se in-
cubaron a 35-37ºC en atmósfera enriquecida con un 5% de
CO2 .El agar MacConkey y el caldo se incubaron a 35-37ºC.
Las placas y los medios líquidos se examinaron diariamente
para detectar la presencia de microorganismos. La primera lec-
tura de las placas se hizo a las 24 horas de incubación. Los me-
dios líquidos se examinaron diariamente para ver si existía
turbidez indicativa de crecimiento, y se realizó subcultivo del
caldo a las 48 horas de incubación en los medios sólidos des-
critos previamente. El tiempo de incubación de las placas ini-
ciales fue de 4 días, y el de los subcultivos de 48 horas.

Estudios descriptivos
El método utilizado fue la visualización directa de las carac-
terísticas organolépticas, aspecto y limpidez, con el fin de
asegurar la ausencia de partículas en suspensión o cambios
de color. 

RESULTADOS
Estabilidad fisicoquímica

Determinación de concentración de insulina
En la tabla 1 se recogen las concentraciones obtenidas

mediante inmunoanálisis quimioluminiscente de micropartí-
culas. Desde el mismo día de elaboración se observaron con-
centraciones inferiores a las establecidas para la formulación. 

En los colirios cuya apertura se realizó en el día 0, A1 y
B1, no se observaron cambios significativos al obtener va-
riaciones máximas de 6,7% y del 2,8% respectivamente.
Los valores de los colirios de insulina A2 y B2, abiertos el día
15, se encontraron dentro de los márgenes de variación es-
tablecidos, a excepción de los valores del lote B2 medidos
en el día 15 y 28 (14,8% y 14,2%).

En la figura 1 se pueden observar las concentraciones
de insulina de cada colirio, la variación de concentración de
los 4 colirios respecto a la teórica y el porcentaje de con-
centración remanente de insulina respecto a la inicial
(tiempo 0) a cada tiempo de muestreo. 

Para la expresión de la variación de los colirios A2 y B2
se supone una concentración de 10 UI/ml hasta el momento
de su apertura.

Tabla 1. Concentración y variación de concentración de insulina con el tiempo

LOTE A LOTE B

A1 A2 B1 B2

Tiempo
(días)

[]
insulina
(UI/ml)

Variación
(%)

[]
remanente

(%)

[]
insulina
(UI/ml)

Variación
(%)

[]
remanente

(%)

[]
insulina
(UI/ml)

Variación
(%)

[]
remanente

(%)

[]
insulina
(UI/ml)

Variación
(%)

[]
remanente

(%)

0 9,45 5,5 - - - - 9,95 0,5 - - - -

7 9,33 6,7 98,73 - - - 9,86 1,4 99,1 - - -

15 9,83 1,7 104,02 9,06 9,4 - 9,72 2,8 97,69 8,52 14,8 -

28 9,71 2,9 102,75 9,83 1,7 108,5 10,06 0,6 101,11 8,56 14,2 100,47
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Determinación de osmolaridad
Los valores se mantuvieron estables, obteniendo un

valor medio de 277,58±3,12 mOsm/L, el cual se haya den-
tro del rango fisiológico del ojo. En la tabla 2 se puede ob-
servar la variación de la osmolaridad de los 4 colirios a lo
largo de todo el estudio.

Determinación de pH
En la tabla 2 se reflejan los datos obtenidos de medidas

de pH. Cinco valores superaron el límite superior del pHme-
tro por lo que fueron expresados como >7,92. Para confir-
mar que dichos valores no se encontraban fuera del rango
establecido, se confirmaron por visualización directa me-
diante tiras reactivas (Merck®). Todos ellos se consideraron
aptos, con un valor de pH aproximado a 8. A pesar de estas
diferencias, el pH se mantuvo dentro de los márgenes fisio-
lógicos para el ojo, con un valor medio 7,94±0,04. 

Estabilidad microbiológica
De acuerdo a las condiciones de almacenamiento estable-
cidas, no se observó crecimiento microbiano en las muestras
durante el tiempo del estudio. 

Estudios descriptivos
No se apreciaron cambios de las características organolép-
ticas, aspecto y limpidez al confirmar mediante visualización
directa la ausencia de partículas o cambios de color durante
el estudio.

DISCUSIÓN
La elaboración de fórmulas magistrales es una práctica fre-
cuente cuya finalidad es cubrir vacíos terapéuticos y adaptar
la administración de medicamentos disponibles en otras for-
mas farmacéuticas, entre otros. Una vez establecida la com-
posición cuali-cuantitativa de la preparación, surge la
necesidad de realizar controles de estabilidad para garanti-
zar una calidad y seguridad adecuada para la formulación. 

La estabilidad de un medicamento se define como el
tiempo durante el cual se conservan las propiedades físicas,
químicas y microbiológicas adquiridas desde su fabricación
dentro de unos límites específicos durante un periodo de
conservación16. A raíz de dichos estudios se obtiene la in-
formación necesaria para establecer una recomendaciones
de almacenamiento. 

En estudios realizados previamente se ha demostrado la
eficacia, efectividad y seguridad del colirio de insulina a di-
ferentes concentraciones2,3,5,12. Sin embargo, en la biblio-

grafía actual disponible, nos encontramos con la ausencia
de estudios de estabilidad y cierta discrepancia acerca del
tiempo de validez de estos colirios. En los estudios de Diaz-
Valle et al.7 y Alvarado Fernandez et al.17, realizados con
concentraciones 1 UI/ml, la estabilidad definida fue de 28 y
14 días respectivamente en refrigeración. La estabilidad de-
terminada en otro estudio con colirio de insulina 0,5 UI/ml
fue de 3 días18. 

Dicha disparidad crea la necesidad de realizar un estudio
específico de estabilidad fisicoquímica y microbiológica. En
el presente trabajo, debido a las necesidades de los pacien-
tes, se estudió el colirio de insulina 10 UI/ml. Esta concen-
tración es 10 veces superior a las fórmulas más usadas
actualmente en la práctica clínica diaria pero guarda un
margen considerable con la concentración máxima sin to-
xicidad para el ojo12, quedando otras opciones terapéuticas
de mayor concentración estudiadas como 50 UI/ml19, si esta
no fuera eficaz.

Se aplicó la matriz de riesgo de preparación de medica-
mentos estériles de Sociedad Española de Farmacia Hospi-
talaria (SEFH)14 obteniendo un nivel de riesgo bajo. El tiempo
de conservación establecido según la matriz es de 14 días
refrigerado (2-8ºC), pero tras el análisis de los resultados del
presente estudio, se determinó una estabilidad de 28 días,
una vez abierto y en refrigeración.

Cabe destacar que desde el día de elaboración de los
colirios de insulina 10 UI/ml se encontraron concentracio-
nes inferiores a las establecidas, lo cual se asoció al proceso
de elaboración. Además, durante el tiempo del estudio, se
determinaron concentraciones variables según el día de
apertura. Mientras que los colirios abiertos el día de su ela-
boración mantuvieron una variación de concentración den-
tro de los rangos establecidos como aptos, los colirios
abiertos el día 15 desde su formulación sufrieron cambios
significativos de concentración, sin poder determinar actual-
mente el motivo de ello. La ausencia, en el momento actual,
de publicaciones similares disponibles impide la posibilidad
de comparación. 

Como limitaciones del trabajo cabe destacar el reducido
tamaño muestral, tiempo de seguimiento y número de
muestreos. En futuros estudios de estabilidad siguiendo la
misma línea de investigación, éstos podrían aumentarse,
siendo necesarios para validar y confirmar la replicabilidad
de nuestros resultados y esclarecer las cuestiones que este
trabajo no ha sido capaz de abarcar ya que excedían sus ob-
jetivos, como por ejemplo la degradación significativa de in-
sulina en colirios que se mantienen cerrados desde su

Figura 1. Representación de las concentraciones de insulina lo largo del tiempo
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elaboración (A2 y B2) y la variabilidad de concentración en
un mismo tiempo de muestreo. Si dicha degradación se
confirmase resultaría de interés realizar estudios adicionales
para determinar posibles factores que afecten a la estabili-
dad química como temperatura, envases o vehículos.

CONCLUSIONES
Este estudio no pretende evaluar la efectividad de un colirio
de insulina 10 UI/ml pero si concluir que la atención farma-
céutica en la elaboración y dispensación es segura, con el
rigor metodológico que ha permitido establecer su estabili-
dad fisicoquímica y microbiológica durante 28 días mante-
niendo el frasco abierto desde el día de su elaboración
según la formulación y condiciones del estudio descritas.

Conflicto de intereses: Las autoras declaran no tener con-
flicto de intereses.
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Tabla 2. Valores de osmolaridad y pH de las muestras insulina 10 UI/ml según periodo y apertura

LOTE A LOTE B

A1 A2 B1 B2

Tiempo (días) Osmolaridad pH Osmolaridad pH Osmolaridad pH Osmolaridad pH

0 275 7,92 - - 274 7,92 - -

7 279 > 7,92 - - 271 >7,92 - -

15 278 > 7,92 274 > 7,92 271 7,90 273 7,92

28 279 7,90 279 7,92 280 7,92 279 7,91
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