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RESUMEN. El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la utilidad de los estudios centellograficos in
vitro e in vivo en el desarrollo de una formulacién farmacéutica. Se eligié como trazador del proceso el ra-
diofsrmaco *®™Tc-4cido dietilentriaminopentaacético, que se incorporé a 4 formulaciones (F1 a Fq) de
comprimidos de ranitidina. Se llevaron a cabo estudios de estabilidad del radiofdrmaco en polvos, granu-
lados y comprimidos. Las formulaciones en las cuales se verificé su estabilidad durante 24 h (F2 y Fq) fue-
ron utilizadas para ensayos in vitro de disolucién y desintegracion y estudios en 6 voluntarios sanos. La de-
sintegracion in vitro e in vivo fue monitoreada por centellografia gamma. El radiofarmaco presenté dife-
rentes cinéticas de disolucién a partir de F2 y Fg, siendo las respectivas constantes del mismo orden que
para la ranitidina en cada formulacién en estudio. La centellografia posibilité establecer una correlacion
entre las constantes de desintegracion in vitro e in vivo. Esto permitirfa predecir el comportamiento en el
tracto gastro-intestinal de cada formulacién a partir de la desintegracién in vitro. Los estudios centellogra-’
ficos brindan informacion relevante con economia de tiempo en etapas de desarrollo.

SUMMARY “Scintigraphy in Pharmaceutical Development Stage / In vitro / In vivo Studies of Ranitidine
Tablets”. Scintigraphic studies in vitro and in vivo were carried out to evaluate their utility in the development of
pharmaceutical forms. A radiopharmaceutical (®9mTc-dietilentriaminepentacetic acid) was incorporated as the
tracer in four tablet formulations (F; to F4) of ranitidine. Stability of the radiopharmaceutical with the excipients,
granulates and tablets was assesed. Those formulations where the tracer verified stability during 24 hours (F2 and
Fa4) were tested through dissolution and desintegration studies. Scintigraphic images were acquired in gamma
camera after administration of ranitidine tablets to 6 healthy volunteers. The radiopharmaceutical showed differ-
ent dissolution profiles from F7 and F4, The dissolution constants for ranitidine and the radiopharmaceutical had
similar values in each formulation. A correlation between in vitro/in vivo disintegration was established. This
would enable to predict gastro-intestinal transit from in vitro disintegration data. Scintigraphic studies give rele-
vant information in short time during development stages of a pharmaceutical dosage.

INTRODUCCION

Los estudios de desarrollo de nuevas formu-
laciones implican transitar etapas de evaluacion
en el laboratorio y aquellas que cumplan con
una serie de requisitos se estudiarin en volunta-
rios. Las etapas de desarrollo son costosas du-
rante el “screening” necesario de un conjunto
de parimetros. Los aspectos econdmicos se
multiplican al abordar los estudios in vivo. Por
estos motivos cualquier metodologia que aporte
informacion relevante y permita abreviar las eta-
pas de preformulacién significa un ahorro de
esfuerzos econdmicos, humanos y de tiempo. La
centellografia gamma provee ripidamente infor-
macién complementaria sobre la formulacion

farmacéutica que no se puede obtener por otros
medios. Esta técnica puede ser usada con éxito
en etapas de desarrollo, desde estudios iniciales
de factibilidad hasta la determinacion de pari-
metros especificos del producto terminado. La
informacién generada apoya la investigacion y
desarrollo, los protocolos en la etapa de registro
y la promocién del producto.

La centellografia gamma es una técnica ima-
genologica utilizada en medicina nuclear que
consiste en administrar al paciente un radiofar-
maco (trazador radiactivo del proceso en estu-
dio) y monitorear externamente el trinsito y dis-
tribucion del mismo en el organismo, obtenién-
dose informacién anatémica y funcional a partir
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de la adquisicién de imigenes estiticas y dina-
micas. Esta técnica puede ser utilizada y valida-
da en las etapas de desarrollo de formulaciones
farmacéuticas si se incorpora a la misma un tra-
zador radiactivo de propiedades fisicas adecua-
das para estudios in vitro e in vivo. La bibliogra-
fia reporta diversas aplicaciones de estudios con
comprimidos !, cidpsulas 2, inhaladores 3, gotas
oftilmicas 4 y supositorios 5.

El radiofirmaco incorporado a los excipien-
tes de la formulacidén permite cuantificar pari-
metros de disolucién y desintegracion de la for-
mulacién, asi como de su cinética de biodistri-
bucién y determinar los sitios de liberacion 6. Es
importante la seleccién del radionucleido traza-
dor, siendo el 9Tc el mis usado debido a su
Optima energia de emision gamma de 140 Kev,
lo que brinda una alta eficiencia en la adquisi-
cion de imigenes y su corto periodo de semide-
sintegracion de 6 h, que es compatible con ba-
jas dosis de radiacién absorbidas por el volunta-
rio 7.

Para que las formulaciones farmacéuticas
que contienen componentes radiactivos puedan
ser utilizadas en estudios centellogrificos en vo-
luntarios, deben fabricarse bajo los principios de
GMP (Good Manufacture Practices). Sin embar-
go surgen problemas logisticos a la hora de in-
troducir el radionucleido en la formulacién. Las
técnicas de incorporacion del radionucleido va-
rian en complejidad desde la simple manipula-
cion fisica de los preparados a la fabricacién to-
tal de los mismos. Es dificil conseguir dreas de
produccién industriales que tengan instalaciones
adecuadas para el trabajo con material radiacti-
vo, por este motivo se debe acotar el drea de
trabajo a sitios adecuadamente instalados para
la manipulacion de sustancias radiactivas.

Con esta metodologia de estudio ha evolu-
cionado una nueva disciplina, a la que se ha de-
nominado farmacocentellografia. Mediante la
combinacidon de técnicas farmacocinéticas y cen-
tellogrificas se busca relacionar los niveles san-
guineos con la posicidon de la formulacion far-
macéutica en el tracto gastrointestinal. Esto ha
permitido explicar las variaciones entre sujetos,
identificar las ventanas de maxima absorcion y
examinar el efecto de los alimentos en el tracto
gastrointestinal. La farmacocentellografia juega
un rol importante en el estudio de la interrela-
cién entre la fisiologia y las formulaciones far-
macéuticas 810,

El presente trabajo tiene como objetivo eva-
luar la utilidad de los estudios centellograficos
in vitro e in vivo en etapas de desarrollo de una
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formulacion farmacéutica. Para ello se eligié co-
mo trazador el radiofirmaco hidrofilico 99mTc-
icido dietilentriaminopentaacético (¥®»Tc - DT-
PA), que se incorpord a cuatro formulaciones
en estudio (F, a F) de comprimidos de ranitidi-
na. Se realizaron estudios de estabilidad del ra-
diofarmaco (RF) en las distintas etapas de fabri-
cacién. Se compararon los estudios in vitro de
disolucién y desintegracion por centellografia
con el comportamiento i# vivo en voluntarios
sanos mediante la adquisicion de imagenes cen-
tellograficas seriadas y estaticas.

MATERIALES Y METODO
Formulacion farmacéutica

Se estudiaron cuatro formulaciones farma-
céuticas constituidas de la siguiente manera:

Formulacion 1: Avicel 101, PVP K30, Ac-Di-
Sol, Estearato de Magnesio.

Formulacién 2: Almidén, Lactosa Anhidra,
Ac-Di-Sol, PVP k30, Estearato de Magnesio.

Formulacion 3: Almidoén, Sacarosa, Dextrina,
Estearato de Magnesio.

Formulacion 4: Fosfato tricilcico, Almidén,
Talco, Aceite mineral.

Formulacion del “kit” de DTPA-Sn

El juego de reactivos que contiene 25,3 mg
de la sal trisddica monocilcica del acido dieti-
lentriaminopentaacético (DTPA) y 2,0 mg de
SnCl,.5H,0 fue preparado en drea aséptica de
trabajo, bajo forma liofilizada y cerrado bajo va-
cdio.

Obtencion del radiofdrmaco

A un “kit” de DTPA-Sn se le adiciond el ra-
dionucleido de interés bajo forma de #mTc O,
(740 MBq en 2 mL de solucién fisiologica), ob-
tenido de un generador Elumatic III (Cis, Fran-
cia). El agente reductor incorporado en la for-
mulacion lleva al 9nTc a estado de oxidacion
+5, formiandose un complejo de coordinacion
con el DTPA, lo que constituye el RF. Se le reali-
zaron controles cromatogrificos para verificar
que se obtuvo el RF con una pureza radioquimi-
ca superior al 95%, usando los siguientes siste-
mas: a) Papel Whatman N° 1 /acetona y b) Pa-
pel Whatman N2 1 / NaCl 0,9%.

Fabricacion de los comprimidos

Los comprimidos se prepararon mediante
granulacion por via himeda. La humectacién de
los polvos se hizo con la solucién del radiofar-
maco preparada segin se describe en el parrafo
anterior. La masa himeda se granul6 por extru-



sion a través de malla de acero inoxidable N2 14.
El granulado se seco a estufa a 70 °C durante 10
min. Posteriormente se tamiz6 por malla N° 16 y
se agrego el lubricante y el desintegrante.

Estudio de estabilidad del radiofdarmaco
con excipientes y en las formulaciones

Se realizaron estudios de estabilidad del RF
en presencia de cada excipiente en forma indi-
vidual y en cada uno de los diferentes granula-
dos (F, F,, F, y Fp, tomindose como referencia
la estabilidad del RF en el vial de preparacion
(blanco) en las mismas condiciones y durante
igual periodo. Las muestras se sometieron al
proceso de humectacion, granulado y secado.
Tanto las muestras en estudio como el blanco se
resuspendieron en una solucion salina para
sembrar las cromatografias de control utilizando
los sistemas antes descritos (¢fr. “Obtencién del
radiofirmaco” y Sephadex G25 / NaCl 0,%%.
Con aquellas formulaciones que resultaron esta-
bles se fabricaron comprimidos cilindricos de 10
X 4 mm y un peso promedio 420 mg en una
maquina de comprimir excéntrica.

Controles de los comprimidos

Se realizaron los siguientes controles: unifor-
midad de peso segiin USP XXiIl y aspecto y me-
dida de la actividad incorporada con el radiofar-
maco utilizando un calibrador de dosis CAPIN-
TEC CRC 25.

Estudio de disolucion

El test de disolucién se realizé en equipo
VANKEL USP tipo II a una temperatura de 37 °C
y una velocidad de agitacion de las paletas de
50 rpm. El medio de disolucién usado fue agua,
previamente filtrada y desaereada. El volumen
total del medio de disolucién fue de 900 mlL,
extrayendo muestras de 3 mL a tiempos de
muestreo prefijados en 1, 2, 3, 5, 10, 15, 30 y 45
min. Dichas muestras se pasaron a través de fil-
tros de acetato de celulosa de 0,22 pm de poro.
En las mismas de determiné la concentracion de
actividad del RF (por determinacién de las
cuentas por unidad de tiempo en equipo de
centelleo sélido Ortec-Maestro MCB1) y de la
ranitidina mediante técnica espectrofotométrica
a 314 nm (Shimadzu-Baush & Lomb Spectronic
210 UV).

Estudio de estabilidad del RF en el medio
de disolucion

Se realiz6 por seguimiento cromatogrifico en
los sistemas descritos en “Obtencion del radio-
firmaco”.
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Estudios centellogrdficos
In vitro

A los comprimidos de las formulaciones F2 y
F4 se le realizaron estudios centellogrificos in
vitro. El equipo de disolucion, con el medio ter-
mostatizado, se enfrent6 al detector de la gam-
ma cimara. La cinética se llevd a cabo en condi-
ciones sink, emitiendo el comprimido radiactivi-
dad que fue detectada en la gamma camara;
luego de sucesivas transformaciones se obtuvo
un registro computarizado. Se trabajo en una
gamma cimara DYNA (Picker) 4/15, de campo
circular con colimador de energias bajas y alta
resolucién, con una ventana de 20% centrada en
140 KeV (fotopico del 99m Tc) y detector de
centelleo solido con cristal de Nal(TD.

Se adquirieron imdgenes seriadas durante 45
min a razén de un cuadro cada 30 seg, con una
matrix de 128 x 128, sin zoom de adquisicion.
Se delimitaron dreas de interés sobre el compri-
mido y el vaso que contiene el medio de disolu-
cién. También se realizb6 fuera del vaso el con-
teo de actividad a los efectos de determinar la
radiacién de fondo del ambiente (“back-
ground”). Se generaron curvas a partir de las
ireas estudiadas, graficindose la actividad en
funcién del tiempo.

In vivo

Las formulaciones seleccionadas se estudia-
ron en 6 voluntarios sanos (3 hombres y 3 mu-
jeres) cuyo peso promedio fue de 61 + 11 kg,
con una edad promedio de 36 t 3 afos. El pro-
tocolo tuvo en cuenta la Declaracion de Helsin-
ki para investigaciones biomédicas asi como las
resoluciones de la XXIX y XXXV Asamblea Mun-
dial de Medicina. Los comprimidos fueron admi-
nistrados con 200 mL de agua, luego de un ayu-
no de 8 h. La actividad promedio de los compri-
midos fue de 14,8 MBq y las imigenes fueron
adquiridas en equipo Sophy Camera de campo
rectangular de 21,2 x 15,7” con cristal de NaI(TD
de 3/8” y 96 fotomultiplicadores. Se adquirieron
imdgenes seriadas durante 45 min a razdén de un
cuadro cada 30 seg, con una matrix de 128 x
128, sin zoom de adquisicion. Se delimitaron
ireas de interés sobre estdbmago e intestino.
También se realiz6 conteo de actividad fuera de
las dreas mencionadas a los efectos de descon-
tar el “background”. Los voluntarios permane-
cieron de pie durante el lapso de realizacion del
estudio. Las curvas de actividad en funciéon del
tiempo permitieron determinar las constantes de
velocidad de vaciamiento gistrico utilizando un
modelo compartimental por €l método de las
residuales.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se ha elegido como trazador del proceso de
desarrollo de las formulaciones al radiofirmaco
9mTc-DTPA, de caracter hidrofilico, cuya incor-
poracion durante la fabricacion de los compri-
midos permite distribuirlo homogeneamente en
los mismos. Previo a su incorporacion en las
formulaciones en estudio se chequea su pureza
radioquimica, siendo ésta superior al 99% en to-
dos los marcados realizados.

Es posible que las etapas de fabricacién y es-
tudios coordinados en voluntarios impliquen
hasta 24 h, por lo que se exige que el radiofar-
maco sea estable en contacto con los excipien-
tes durante dicho lapso de tiempo. Si bien el
99mTc-DTPA permanece incambiado durante 24
h post marcado, asi como en contacto con cada
excipiente en forma individual, cuando se mez-
clan estos excipientes segin cada formulacién
estudiada, la estabilidad del RF presenta varia-
ciones. Se constatd descomposicion del RF a

a) Formulacién 2
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9mTcO," en las formulaciones F; y Fs del orden
del 20%. Por este motivo se selecciona las for-
mulaciones F, y F; para estudios in vivo. Las
formulaciones 2 y 4 de ranitidina verifican los
requisitos de disolucién establecidos en la USP
XX111, mayor del 80% en 45 min.

Es importante constatar si el trazador no se
ve afectado en las condiciones del estudio de
disolucién, lo cual fue comprobado para las for-
mulaciones ya seleccionadas previamente.

La Figura 1 muestra los porcentajes de diso-
lucién de ranitidina y del RF hasta 45 min para
F, y F4; a pH 7. Los porcentajes miximos de di-
solucion del trazador (cuantificado en contador
de centelleo sélido) alcanzaron valores menores
que para el principio activo. Esto se debe a que
el RF quedé fuertemente adsorbido sobre los ex-
cipientes tras el proceso de fabricacién, verifi-
cindose que el remanente no liberado a la solu-
cibn quedd retenido en el filtro de acetato de
celulosa.

b) Formulacién 4
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Figura 1. Porcentajes de disolucion del trazador 9mTc-DTPA y del principio activo ranitidina para las Formula-

ciones 2 (@) y 4 (b) . (&) trazador, () ranitidina.

La Figura 2 muestra las constantes de veloci-
dad de disoluciéon del RF y del principio activo
en F, y Fy, Los valores correspondientes al traza-
dor en ambas formulaciones difieren en un 16%,
lo cual muestra sensibilidad del método frente a
variaciones de excipientes de las formulaciones,
teniendo en cuenta ademis el fenémeno de ad-
sorcion registrado. Las constantes de disolucion
de ranitidina de F4 y F, difieren en un 45%.

En la Figura 3 se muestran las curvas de de-
sintegracion en funcién del tiempo adquiridas
por técnica centellogrifica, mostrando un com-
portamiento cualititativamente similar a la raniti-
dina en ambas formulaciones. Los estudios cen-
tellogrificos posibilitan adquirir imigenes cada
cierto lapso de tiempo prefijado, sin necesidad
de extraer muestras. Durante el estudio de de-
sintegracion se adquirieron imigenes cada 30
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seg a lo largo de 45 min, por lo que sin necesi-
dad de extraer muesiras se construye la curva
de desintegraciéon con un nimero importante de
datos de la cinética (90 puntos) de cada formu-
lacién en estudio.

0,200 4

0,150 -

0,100 A

K (min-1)

0,050 -

0,000 e ,
F2 F4

ranitidina

Figura 2. Constantes de velocidad de disoluciéon del
radiofarmaco y del principio activo en las Formula-
ciones 2y 4.

[] %mTc-DTPA



tiempo (min)

F4 @ F2

Figura 3. Perfiles de desintegracién de las formula-
ciones F2 y F4 adquiridos por centellografia.

En la Figura 4 se observan imigenes cente-
Hlogrificas en un estudio dinimico adquiridas a
los 0, 15, 30 y 45 min post administracion de
comprimidos F, y F4 de ranitidina en un volun-
tario. Si se analizan imdgenes en color, las zonas
de menor conteo de actividad corresponde al
azul y a medida que la actividad aumenta pasa
por el rojo, amarillo y blanco para las zonas de
mayor conteo, que son aquéllas que se pueden
apreciar en las Figuras 4 y 6 en escala de grises.
Se puede apreciar el trinsito en el tracto gastro-
intestinal de ambos comprimidos, zonas de libe-
racion, tiempos de permanencia en estbmago y
de ingreso a duodeno.
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K de vaciamiento K de vaciamiento
Voluntario gastrico F2 gastrico F1
(min1) (minr1)
1 0.01 0.002
2 0.02 0.004
3 0.01 0.04
4 0.002 0.04
5 0.05 0.09
6 0.03 011
Promedio 0.020 + 0.016 0.05 0£ 0.046
Kdg.";";g’j;;"" 0.071 + 0.003 0.126 + 0.005

cps

Tabla 1. Constantes de velocidad de vaciamiento gés-
trico en voluntarios normales tras la administracién

No se detect6 actividad en pool sanguineo ni
en o6rganos de eliminacién a través de las imé-
genes adquiridas en gamma cidmara y la activi-
dad medida en muestras de orina es del orden
del background, lo cual permiti6 verificar que el
radiofirmaco no ingresa sistémicamente.

Los valores de actividad en estomago en fun-
cién del tiempo mostraron un mejor ajuste a un
modelo monocompartimental, siendo los tiem-
pos de vaciamiento gistrico de 35 min para F,,
mientras que para la F; este tiempo fue de 14
min (n=6) segln se observa en la Figura 5.

b) Formulacién 4
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Figura 5. Actividad en estémago e intestino en funcién del tiempo para las Formulaciones 2 (a) y 4 (b).

(O) Estdmago, (A) Intestino.

La Figura 6 muestra imigenes estiticas 2 h
post-administracién de la formulacion 4, que
permitieron apreciar la gran variabilidad entre
los voluntarios, lo que se corrobora en la Tabla
1 con las constantes de vaciamiento gistrico pa-
ra las formulaciones 2 y 4 en cada uno de los
mismos.

El cociente entre las constantes de velocic-
dad de desintegracién in vitro /in vivo es de 3,5

+ 0,1 (p<0,0D) y 3,5 + 0,2 (p<0,01) para las for-
mulaciones 2 y 4, respectivamente. Mis alld de
la amplia variabilidad inter individuo, los estu-
dios centellogrificos permitirian predecir el
comportamiento en el tracto gastrointestinal, co-
nociendo el perfil de desintegracion in vitro in-
dependientemente de la formulacién en estudio
para los comprimidos de ranitidina.
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Formulacién 2 Formulacion 4

[F%

3
LIMnfI 7o

Figura 4. Imigenes centellograficas de estudio dindmico a los 0, 15, 30 y 45 min post administracién del com-
primidos F; y F4 en un voluntario.
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Voluntario 1 Voluntario 4

Voluntario 2 Voluntario 5

Voluntario 3 Voluntario 6
Figura 6. Imigenes tardias a las 2 h post administracién de comprimidos F4 en 6 voluntarios.
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CONCLUSIONES

Es necesario validar el uso de cada radiofir-
maco en una aplicacién en concreto, ya que de-
be tenerse presente que es el radiofirmaco adi-
cionado a la formulacion el que actaa como tra-
zador y no el principio activo.

El radiofirmaco evaluado no es un trazador
adecuado para el estudio de la cinética de diso-
lucién de las formulaciones de ranitidina. Sin
embargo los estudios centellogrificos permitie-
ron establecer una correlacién in vitro/in vivo
para cada formulacion evaluada.

El presente estudio permiti6 verificar que a
pesar de la gran variablidad interindividuo en el
trinsito gastro-intestinal, las imédgenes centello-
grificas suministran informacién relevante para
modelizar con economia de tiempo y recursos
materiales, con una dosis de radiacién absorbi-
da muy baja que no implica riesgos para la sa-
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lud del operario ni del voluntario.

Futuros estudios permitirin caracterizar otros
radiofirmacos y delimitar la potencialidad y li-
mitaciones de su uso en el desarrollo farmacéu-
tico.
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