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RESUMEN. L os picos secundarios del perfil plasmatico de ranitidina podrian resultar como consecuencia
de ciertos procesos fisiolégicos implicados en el proceso de absorcion de la droga en el intestino delgado.
Considerando la absorcion preferencial de ranitidina, se estudié su permeacion a través del ileon aislado
deratay la participacion de la glicoproteina-P en el proceso. Los resultados mostraron una permeacion
polarizada neta en la direccién basal-apical, reducida por inhibidores del transportador (verapamil 0,1
mM; quinidina 0,2 mM). Se propone que la glicoproteina-P podria modular la magnitud y determinar la
existencia delos picos del perfil plasmatico, participando de ciclos de cir culacion enter o-entéricos.

SUMMARY. “Influence of Glycoprotein-P on Ranitidine Plasmatic Profile Multiple-Peak Phenomenon”. Sec-
ondary peaks in ranitidine plasmatic profiles may result from some physiologic phenomena implicated in drug
absortion in the small intestine. Considering ranitidine preferential absorption, we studied in this work ranitidine
permeation across the isolated rat ileum and the existence of P-glycoprotein-mediated transport. Results showed
a polarized permeation in the basal-to-apical direction, reduced by inhibitors of the transporter (0.1 mM vera-
pamil; 0.2 mM quinidine). P-gycoprotein is porposed to modulate and determine the existence of peaks in the
plasmatic profiles while taking part of enteroenteric cycles.

INTRODUCCION

La ranitidina es un antagonista del receptor
histaminérgico tipo H, muy utilizada en el trata-
miento de la Ulcera duodenal y en estados de hi-
persecrecién acida. Luego de su administracion
oral, en el perfil plasmético se observan picos
secundarios al pico de absorcidén principal 6.
Esta forma atipica del perfil se acepta que res-
ponde a su absorcidn preferencial a través de
segmentos especificos y discontinuos del intesti-
no delgado del hombre y de la rata. En el caso
de la rata, la droga se absorbe de manera prefe-
rencial a través del segmento distal del intestino
delgado, y en menor proporcion, en el segmen-
to proximal 7. Por el contrario, el duodeno es
el principal sitio de absorcion en el hombre con
una secrecién neta de droga hacia el lumen in-
testinal a nivel del yeyuno.

Este modelo, denominado de multiple sitios
de absorcidn, considera que el transporte de
droga es homogéneo en todo el segmento, pu-
diendo diferir en la velocidad de transporte en-
tre segmentos. Cada fraccidon de droga absorbi-
da a través de un segmento en particular llevara
a un pico en el perfil plasmatico, de tal modo
gue se encontraran tantos picos como segmen-
tos de absorcién cuantitativa de droga existan a
lo largo del tracto 10-12, La hipotesis es perfecta-
mente viable considerando que diferentes seg-
mentos del tracto gastrointestinal difieren en su
anatomia, fisiologia y propiedades fisicoquimi-
cas, lo que a su vez deriva en diferencias en la
capacidad absortiva por una droga en particular.

La existencia de segmentos intestinales de
absorcién de ranitidina separados entre si por
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sitios de transito o de secrecion hacia el lumen
cuestiona las caracteristicas que determinan si
un segmento es absortivo o de transito y los
mecanismos implicados en su transporte. Como
el proceso de absorcion define la forma del per-
fil plasmatico, es importante determinar los fac-
tores involucrados en la transferencia de raniti-
dina, de modo de postular el modelo que mejor
explique las causas del perfil plasmaético atipico
y determinar asi la dosis terapéutica a emplear.

El estudio del proceso de permeacion de ra-
nitidina ha sido investigado anteriormente por
otros autores 1315, Sin embargo, el mecanismo
exacto de transporte a nivel intestinal no esta
completamente dilucidado.

La ranitidina es una molécula pequefia y re-
lativamente hidrofilica, por lo que se asume que
utiliza la via paracelular de transporte 3. Sin
embargo, datos obtenidos en cultivo de células
Caco-2 derivadas de céncer de colon humano
sugieren que la ranitidina bien puede utilizar la
via transcelular de absorcion. Incluso, se ha re-
portado que la glicoproteina-P regularia la con-
centracion intracelular de droga 5. La glicopro-
teina-P es el producto del gen MDR1 en huma-
nos y mdrla y mdrlb en animales. Su actividad
implica el bombeo de los sustratos hacia el ex-
terior celular en direccidon opuesta a la absor-
cién, luego de su ingreso al interior celular. De
hecho, disminuye la concentracion intracelular
de drogas tales como agentes quimioterapicos,
desencadenando el fendmeno de resistencia a
multiples drogas 16-18, El transportador se locali-
za en diferentes tejidos normales y se halla so-
breexpresado en células tumorales. Uno de los
sitios de localizacion, relevante en el presente
trabajo, es la membrana apical de las células
epiteliales intestinales o enterocitos. Por lo tan-
to, la actividad del transportador se opone al
flujo de absorcion normal, lo que regula la can-
tidad neta de droga (sustrato) que alcanza la cir-
culacion sanguinea a nivel intestinal y modula,
en definitiva, su absorcion 15.16,

Segun lo discutido, el transportador podria
determinar no sdlo la biodisponibilidad de la ra-
nitidina por regular la cantidad que ingresa
efectivamente al torrente circulatorio en cada
segmento intestinal, sino también la forma del
perfil plasmatico.

El objetivo del presente trabajo fue caracteri-
zar la permeacion de ranitidina a través del ile-
on aislado de rata y evaluar la influencia de la
glicoproteina-P en el transporte de la droga.
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MATERIALES Y METODOS
Preparacion del saco intestinal aislado

Se trabajé con ratas macho Wistar, de 2-3
meses de edad y de peso corporal 200-250 g.
Los animales fueron mantenidos en ambientes
con control de temperatura (20 + 2 °C) y ciclos
de luz-oscuridad de 12 h.

Los animales se mantuvieron en condicién
de ayuno durante las 8 h anteriores al experi-
mento. La ingesta de agua fue ad libitum. Bajo
anestesia de uretano (1,2 g/kg, ip), se aisldé un
segmento de intestino delgado de 10 cm de lon-
gitud, ubicado a 5 cm de la unién ileo-cecal. El
segmento aislado se sumergié inmediatamente
en medio de incubacién mantenido a 37 °C y
oxigenado con O, / CO, (95:5). Posteriormente
se lavo gentilmente con medio hasta observar
un efluente limpido y se insuflé aire dentro del
segmento para remover los restos de Krebs. El
medio de incubacién (Krebs-Henseleit) consistid
de glucosa 5,84 mM, NaCl 118 mM, NaHCO; 25
mM, CacCl,.2H,0 2,55 mM, NaH,PO,.H,O 1 mM,
KCI 4,69 mM, MgCl, 6.H,0 1,16 mM y &cido eti-
lendiamintetracetico 4,03 uM (EDTA).

La caracterizacion de la permeacion de rani-
tidina se llevd a cabo en sacos de ileon de rata
aislados evertidos y no evertidos segin se estu-
diase la permeacion de la droga en la direccion
basal-apical o apical-basal del enterocito, res-
pectivamente. En cuanto a los experimentos de
permeacion de ranitidina en la direccion apical-
basal, el segmento intestinal aislado se até en
un extremo y se introdujo en el extremo opues-
to una canula tipo B-TR50 atdndose suavemen-
te. Para la medicion de la transferencia de droga
en la direccion basal-apical, cada saco intestinal
fue evertido con la ayuda de una varilla de vi-
drio y luego se atd6 como se ha explicado pre-
viamente.

Luego de incubar el saco durante 10 min en
5 ml de Krebs a 37 °C y oxigenado, se introdu-
jeron dentro del saco 0.5 ml de solucién de ra-
nitidina 0,1 mM removiéndose a continuacion la
canula y atando firmemente el extremo del sa-
co. Luego, el segmento se lavd y se sumergio
nuevamente en 5 ml de Krebs fresco.

En los experimentos realizados con inhibido-
res de la glicoproteina-P, los sacos aislados se
pre-incubaron durante 10 min en 5 ml de una
solucién del inhibidor, verapamil 0,1 mM o qui-
nidina 0,2 mM, antes de introducir la solucidn
de ranitidina en el interior del saco.

Las muestras (200 pl) del medio de incuba-
cion se recolectaron a los siguientes tiempos: 0
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(blanco), 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50 y 60
min respecto del momento de la introduccién
de la ranitidina dentro del saco. Cada muestra
se reemplazé por el mismo volumen de Krebs
fresco o solucion de inhibidor segun el experi-
mento desarrollado. Las muestras recolectadas
se mantuvieron en tubos de polipropileno a —40
°C hasta el momento del analisis de la droga.

Cuantificacion de Ranitidina

La ranitidina se cuantificé acorde a una téc-
nica por HPLC U.V, previamente reportada y va-
lidada 1°. La linealidad del sistema se registré en
el intervalo de concentraciones [0,05-2,5] pg/ml.
La repetibilidad y reproducibilidad fue del 4 y
7%, respectivamente.

La estabilidad de las soluciones de ranitidina
en Krebs se estudio a temperatura ambiente y
luego de ciclos de congelacién-descongelacion.

El sistema cromatografico consistié de una
bomba Spectra System P2000, un inyector ma-
nual Thermo Separation, un detector UV-100
Spectra Series fijo a 320 nm. En todos los casos,
el volumen de inyeccion fue de 20 pl. La fase
movil consistié de (NH,),HPO, 7 mM / metanol
(50:50), mantenida a una velocidad de flujo de 1
ml/min. Se utiliz6 una columna analitica de fase
reversa RP-C18, 150 x 4,6 mm, 5 um Phenome-
nex, Luna.

Las muestras fueron descongeladas sin ayuda
externa, centrifugadas durante 5 min a 10.000
rpm e inyectadas directamente en el sistema
cromatografico.

Analisis estadistico

En primer lugar, se graficé la cantidad acu-
mulada de droga transferida al medio de incu-
bacion en funcion del tiempo, datos obtenidos
para cada saco intestinal. Luego, se obtuvo la
funciébn matematica que ofrecia el mejor ajuste
de los datos experimentales del grupo en estu-
dio. En todos los experimentos, se observo una
relacion lineal entre la cantidad de droga acu-
mulada y el tiempo de recoleccion de muestras,
determinada a través del andlisis de regresion li-
neal por cuadrados minimos (Prism 2.0, Graph-
Pad Software, Inc., San Diego, CA). Para la eva-
luacién de la linealidad de sistema, se consider6
el valor del coeficiente de determinacion obteni-
do, bajo un nivel de significancia de 0,05.

La velocidad de transporte de ranitidina se
calculd como la pendiente de la recta definida
por la cantidad de droga acumulada en el me-
dio en funcion del tiempo de recoleccion de
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muestras calculada para cada experimento reali-
zado. La comparacion entre tratamientos de la
velocidad de transporte de droga se realizé por
el test de las pendientes. Nuevamente, se consi-
der6 una diferencia significativa si p<0.05. To-
dos los resultados se han expresado como me-
dia + desvio estandar.

RESULTADOS

La cantidad de ranitidina transferida a través
del ileon aislado evertido y no evertido mantu-
vo una relacion lineal en el tiempo durante los
60 min de duracion de la experiencia (Figura 1).
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Figura 1. Transporte de ranitidina a través de O ileon
evertido (direccion basal-apical) y m no evertido (di-
reccion apical-basal). La ecuacion de la recta corres-
ponde a (m) y = 0.013x - 0.160 (r = 0.731, n = 5);
(0), y=0.122x - 0.310 (r = 0.960, n = 6). El grafico in-
serto muestra la velocidad de transporte de ranitidina
(1g/ min) en el segmento intestinal aislado (m) everti-
do y (O) no evertido. * Diferencia estadisticamente
significativa, p < 0.001.

La comparacién de las pendientes de las rec-
tas, equivalente a la comparaciéon de las veloci-
dades de transporte de la droga en el ileon
evertido y no evertido, mostré6 una diferencia
estadisticamente significativa (p < 0,001). Las ve-
locidades de transporte fueron 0,013 + 0,002 ug
/min y 0,122 + 0,004 pg /min medidas a través
del saco no evertido (basal-apical) y evertido
(apical-basal), respectivamente. Este resultado
es un indicativo de la secrecion polarizada de
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Figura 2. Transporte de ranitidina a través del ileon
aislado evertido (direccion basal-apical) en condicion
(O) control y (m) en presencia de verapamil 0.1 mM.
La ecuacion de la recta corresponde a (), y = 0.129x
- 0.554 (r =0.950, n = 4); (m), y = 0.080x - 0.370 (r =
0.973, n = 4). El gréfico inserto muestra la velocidad
de transporte de ranitidina en condicién (m) control
y (0O) en presencia de verapamil 0.1 mM.

* Diferencia estadisticamente significativa, p < 0.001.

ranitidina bajo las condiciones experimentales
de trabajo.

Probablemente, la glicoproteina-P medie el
transporte de la ranitidina fuera del enterocito
en la direccion basal-apical luego de haber en-
trado a la célula a través de un mecanismo
transcelular. Para probar éstas hipotesis se de-
terminé la velocidad de transporte de ranitidina
en la direccion basal-apical en presencia de ve-
rapamil 0,1 mM en el medio de incubacién. La
velocidad de transporte fue de 0,129 + 0,006 pg/
min y 0,080 + 0,003 pg/ min para el grupo con-
trol y en presencia de verapamil, respectivamen-
te (p<0,001). Es decir, se observé una disminu-
cion del transporte de ranitidina del 38 % en la
direccién basal-apical. Los resultados discutidos
se reportan en la Figura 2.

Por el contrario, seria de esperar un aumento
en la velocidad de transporte de ranitidina en la
direccién apical-basal por bloqueo de la glico-
proteina-P en presencia de un inhibidor del
transportador, ya que ésta, actuaria bombeando
la droga nuevamente hacia el lumen intestinal.
Como se observa en la Figura 3, se registré un
aumento de la velocidad de transporte en la di-
reccidn apical-basal a pesar de no presentar sig-
nificancia estadistica (p = 0,052).
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Figura 3. Transporte de ranitidina a través del ileon
aislado no evertido (direccion apical-basal) en condi-
ciéon (O) control y (m) en presencia de verapamil 0.1
mM. La ecuacion de la recta corresponde a (0), y =
0.014 x -0.181 (r=0.817,n= 4); (m ),y = 0.020 x
- 0.094 (r = 0.791, n = 3). El grafico inserto muestra la
velocidad de transporte de ranitidina en condicién
(m) control y (O) en presencia de verapamil 0.1 mM.
(p = 0.052).

Asimismo, el transporte de ranitidina en la
direccién basal-apical se redujo en presencia de
quinidina 0,2 mM, resultando en una velocidad
de 0,116 + 0,003 pg/ min y 0,104 = 0,004 pg/
min para los grupos control y tratado con inhi-
bidor, respectivamente (p<0,05). El transporte
de ranitidina en las condiciones experimentales
expuestas se observa en la Figura 4.

Considerando que la reducciéon de la veloci-
dad de transporte de ranitidina en la direccién
basal-apical fue mayor en presencia de verapa-
mil que de quinidina, y que en presencia de ve-
rapamil no se observd una diferencia estadistica
en la velocidad de transporte de la droga en la
direccién apical-basal, se considerdé innecesaria
la cuantificacion de la velocidad de transferencia
en ésta direccién en presencia de quinidina.

DISCUSION

La cinética de la ranitidina y en particular los
fenémenos relacionados con el proceso de ab-
sorcién, han sido objeto de estudio dados los
perfiles plasmaticos atipicos con mas de un pico
luego de su administracion en el hombre. Uno
de los mecanismos postulados y mas aceptado
gue explica el fendbmeno de mdltiples picos es
el que considera la existencia de sitios de absor-
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Figura 4. Transporte de ranitidina a través del ileon
aislado evertido (direccion basal-apical) en condicion
(O) control y (m) en presencia de quinidina 0.2 mM.
La ecuacion de la recta corresponde a (O), y = 0.116x
-0.324 (r = 0.983, n = 4); (m), y= 0.104x - 0.513 (r =
0.963, n = 5). El gréfico inserto muestra la velocidad
de transporte de ranitidina en condicion (m) control y
(0) en presencia de quinidina 0.2 mM.
* Diferencia estadisticamente significativa, p< 0.05.

cion de ranitidina especificos y discontinuos a
lo largo del tracto gastrointestinal, demostrado
para la rata y el hombre 7-9.

Supongamos que una fraccion F de la dosis
D de droga administrada por via oral se transfie-
re a partir del primer sitio de absorcién desde el
lumen al torrente circulatorio. Esta transferencia
de droga llevara al primer pico en el perfil plas-
matico. Luego, la fraccion remanente (1-F) po-
dria continuar su trénsito a través del tracto has-
ta alcanzar un nuevo sitio de absorcion con la
aparicion concomitante de un segundo pico en
el perfil plasmatico. El proceso se desarrollaria
tantas veces como numero de sitios de absor-
cion a lo largo del tracto gastrointestinal se en-
cuentren en la especie animal para la droga en
estudio 10.11,

En la dltima década se ha relacionado la acti-
vidad de un grupo de proteinas transportadoras
dependientes de ATP con el fenébmeno de resis-
tencia a multiples drogas anticancerigenas 1617,
Esto se debe a que dichas proteinas extruyen la
droga sustrato hacia el exterior celular luego de
su ingreso a través de un mecanismo transcelu-
lar, lo que resulta en la disminucién de su con-
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centracion efectiva intracelular. El transportador
mejor caracterizado es la glicoproteina-P. Uno
de los sitios de localizacion es la membrana api-
cal de los enterocitos que forman el epitelio in-
testinal. El transportador media el bombeo nue-
vamente hacia el lumen intestinal de aquellos
sustratos que han ingresado al interior del ente-
rocito. De esta manera, la proteina regula la
cantidad de droga neta que alcanza la circula-
cion sistémica, reflejandose su actividad en la
magnitud de los picos plasmaticos de la droga
1619, En los Gltimos afios se han caracterizado
un gran nimero de drogas sustratos del trans-
portador que, en presencia de otros sustratos,
compiten por el sitio de transporte de la glico-
proteina-P. En la competencia, el transporte del
sustrato de menor afinidad se ve reducido por
la presencia del de mayor afinidad que actla
como sustrato alternativo o inhibidor 16.20. Dos
de los sustratos alternativos o inhibidores de la
glicoproteina-P mejor caracterizados son el vera-
pamil y la quinidina 2122,

De estar implicada la glicoproteina-P en el
pasaje intestinal de ranitidina, podria modular
su transferencia a través de los segmentos de
absorcion preferencial segun el balance estable-
cido entre su absorcion y la excrecion nueva-
mente hacia el lumen intestinal.

Suponiendo que la ranitidina es un sustrato
de la glicoproteina-P, de la cantidad FD de dro-
ga capaz de ser transferida a partir del primer si-
tio de absorcion, solo una fraccion se transfiere
a la circulacién sanguinea gracias al bombeo de
droga por el transportador en la direcciéon con-
traria a la absorcion. La cantidad devuelta al lu-
men junto con aquella que no ha sido absorbida
en el primer segmento continGia avanzando por
el tracto intestinal hasta alcanzar un nuevo sitio
de absorcion. Este proceso denominado recircu-
lacion entero-entérica, permite que la droga en-
tre en contacto con el enterocito y su maquina-
ria enzimatica numerosas veces, regulando la
cantidad de droga que finalmente alcanza circu-
lacion sistémica 23. Consecuentemente, la glico-
proteina-P modularia la cantidad de droga neta
absorbida, el sitio de absorcion (segin los sitios
de concentracion de transportador) y la existen-
cia y magnitud de los picos del perfil plasmati-
co.

Por lo tanto, es importante determinar en
primer lugar cudl es la via de absorcién que uti-
liza la ranitidina y en segunda instancia, si es un
sustrato de la glicoproteina-P.

Considerando las caracteristicas fisicoquimi-



cas de la ranitidina, se esperaria que la droga
utilizase la via paracelular de absorcion 1314, In-
cluso se ha propuesto que la misma ranitidina
puede modular las interacciones entre las prote-
inas que participan del complejo de uniones es-
trechas, resultando en una modulacién negativa
de su propio transporte 24.

Sin embargo, algunos investigadores han re-
portado que en cultivo de células Caco-2, la ra-
nitidina utiliza la via transcelular de pasaje intes-
tinal en la direccion basal-apical (15). Los mis-
mos autores ademas, encontraron que la perme-
acion de droga en la direccién apical-basal se
realizaba principalmente a través de la via para-
celular.

En los experimentos de captacién de droga
en anillos aislados de intestino delgado de rata,
Mummani et al. observaron que la region de
mayor captacion correspondia al ileon de rata.
Méas adn, la captacion de droga en el epitelio
colénico fue del 70% respecto de aquel registra-
do para la porcion del yeyuno 3. Considerando
gue las uniones intercelulares son més firmes en
los segmentos intestinales mas distales lo que
lleva a la disminucion de la capacidad de per-
meacion paracelular de moléculas polares, la so-
la consideraciéon de un transporte paracelular de
ranitidina en el ileon de rata se opone a los re-
sultados obtenidos por los autores.

Los datos bibliograficos reportados hasta el
momento no mostraban una respuesta clara en
cuanto al mecanismo de permeacion de la rani-
tidina en el intestino delgado. Incluso, los repor-
tes mas concluyentes acerca del mecanismo de
permeacion de ranitidina se realizaron en culti-
vos de células Caco-2, derivado de un tumor de
colon humano. Es discutible la representatividad
de los resultados obtenidos en el cultivo celular
respecto del transporte de droga a través del te-
jido normal, dado el origen de la linea celular,
su procedencia (colon) y las caracteristicas celu-
lares e intercelulares.

En el presente trabajo se caracterizé el trans-
porte de ranitidina a través de ileon aislado de
rata y se estudié la influencia de la glicoprotei-
na-P en el proceso. Se registrd un transporte po-
larizado de ranitidina a través del ileon aislado
de rata aproximadamente 10 veces mayor en la
direccion basal-apical respecto de la transferen-
cia en la direccién apical-basal (p < 0,001). La
direccion de transferencia neta de droga se ase-
meja al proceso de secrecién y podria influir so-
bre la absorcion regional de ranitidina, contribu-
yendo con los ciclos de recirculacidn entero-en-
téricos.
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La velocidad de transporte de ranitidina en la
direccion basal-apical disminuy6 parcialmente
por la presencia de verapamil 0,1 mM y de qui-
nidina 0,2 mM en el medio de incubacion. Tan-
to el verapamil como la quinidina son compues-
tos que presentan una reconocida afinidad por
el transportador 2122, Estos resultados demues-
tran que existe una componente del pasaje de
ranitidina a través del epitelio intestinal que uti-
liza la via transcelular y es mediada por la glico-
proteina-P. Por el contrario, el pasaje de ranitidi-
na en la direccion apical-basal practicamente no
se modificé por la presencia de verapamil 0,1
mM, indicando que en ésta direccion probable-
mente predomine el pasaje paracelular.

Al igual que el verapamil, la presencia de
quinidina en el medio de incubacién redujo sig-
nificativamente la velocidad de transferencia de
ranitidina en la direccion basal-apical (p < 0,05).
Sin embargo, el verapamil fue mas eficiente que
la quinidina en reducir la velocidad de transpor-
te de ranitidina probablemente por una mayor
afinidad por la glicoproteina-P o una mayor ca-
pacidad de atravesar la membrana basal de las
células epiteliales.

La permeacién de ranitidina mostré en todos
los casos una respuesta lineal en el tiempo tanto
en presencia como en ausencia de inhibidores
de la glicoproteina-P. Sin embargo, cabe sefialar
gue la transferencia de droga a través del saco
no evertido mostré una leve curvatura parabéli-
ca. Probablemente, ésta observacion derive de
gue la cantidad de droga cuantificada resulta de
la sumatoria de los procesos simultaneos de ab-
sorcién en la direccion apical-basal y de secre-
cién en la direccidon basal-apical lo que no ne-
cesariamente resulta en un transporte lineal en
el tiempo.

Concluyendo, el estudio de la permeacion
de ranitidina a través del ileon aislado de rata
mostro la existencia de un transporte polarizado
de droga en la direccion basal-apical disminuido
por la presencia de inhibidores de la glicoprote-
ina-P. Considerando que la cantidad de droga
neta que alcanza la circulacion sistémica deter-
mina la existencia y la magnitud del pico en el
perfil plasmatico y que la glicoproteina-P media
el transporte de ranitidina en la direccién
opuesta a la de absorcion intestinal, se propone
que el transportador podria modular la existen-
cia y la magnitud de los picos del perfil plasmé-
tico luego de la administracion oral de ranitidi-
na, participando activamente de ciclos de circu-
lacion entero-entéricos.
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