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Resumen

Experimentalmente se ha encontrado que el comportamiento biolégico de muchas sustancias
en estudios QSAR no se describe adecuadamente utilizando el coeficiente de reparto octa-
nol/agua (log P), situacién que ha llevado a la utilizacién de liposomas, los cuales se asemejan a
estructuras celulares. En este trabajo se presentan los aspectos terrnodindmicos del reparto de
solutos entre vesiculas fosfolipidicas y medios acuosos y ademaés se hace una revisién de los
estudios adelantados con farmacos y otros compuestos de interés farmacéutico.
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Summary
Phospholipidic vesicles as distribution systems in QSAR analysis

Experimentally it was found that biological behavior of a lot of compounds was not ade-
qually described using the octanol/water partition coefficient (log P), for this reason the
liposomes are used. In this article, the thermodynamic aspects of transfer of solutes bet-
ween phospholipid vesicles and aqueous media, and a brief review of the investigations
in the pharmaceutical field about this topic are presented.
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Introduccion

La distribucién de firmacos en membranas fue
descrita cuantitativamente por primera vez por
Collander en 1951 (1), estableciendo una es-
trecha relacién con el coeficiente de reparto en
sistemas solvente orgdnico — agua. Desde en-
tonces se han evaluado muchos solventes y se ha
encontrado que con los semipolares, se obtie-
nen mejores modelos de correlacién frente al
reparto de solutos en membranas bioldgicas
que los encontrados con solventes no polares
(2, 3). En particular se ha observado que el oc-
tanol es un sistema de referencia qtil para estu-
dios extratermodindmicos en una amplia
variedad de sistemas (4). En un articulo ante-
rior, realizamos una descripcién fisicoquimica
del reparto de solutos entre solventes organicos
y medios acuosos (5).

Aunque el sistema octanol saturado — agua
presumiblemente posee caracteristicas estruc-
turales como resultado de la formacién de raci-
mos de octanol alrededor del agua (6), se ha
planteado que los solventes orgénicos carecen
de suficiente similitud estructural con las mem-
branas biolégicas, como se esperarfa para expli-
car el papel de los efectos estéricos de la
estructura molecular del firmaco sobre el re-
parto en la membrana, el transporte, las inte-
racciones receptor y por
consiguiente, la actividad bioldgica (7).

firmaco —

El anilisis mediante QSAR de varios pro-
cesos de transporte ha sido pobremente mode-
lado por el sistema octanol — agua (8); debido a
esto se han utilizado otros solventes orgénicos
para describir en forma més adecuada los pro-
cesos biolégicos, entre los que se tienen el mi-
ristato de isopropilo que simula de mejor forma
el comportamiento de los lipidos de la piel, para
estudios de permeabilidad percuténea (9), y el
dipelargonato de propilenoglicol (PGDP), un
diéster usado industrialmente como plastifican-
te y como base para cosméticos, el cual presenta
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ciertas ventajas sobre los solventes de reparto
més tradicionales como el octanol y otros al-
coholes, principalmente en lo relacionado con
la proporcién de grupos donores y aceptores de
hidrégeno presentes en dichas moléculas (10).

Reparto de solutos entre
liposomas y agua

Nuevas aproximaciones a la modelacién de la
distribucién de solutos en sistemas in vivo uti-
lizan membranas artificiales tales como lipo-
somas como fase lipofilica, puesto que la
importancia de las interacciones firmaco—
membrana en el disefio de nuevas moléculas ha
sido generalmente poco estimada y ha recibido
menos atencion que las interacciones formaco—
proteina. Uno de los métodos para analizar in-
teracciones fdirmaco - membrana es a través de
la medida de los coeficientes de reparto entre
sistemas acuosos tamponados y modelos de fase
de membrana, formados por vesiculas fosfolipi-
dicas (11).

De otra parte, el sistema liposoma — agua
ha demostrado una mejor capacidad para dis-
criminar solutos ramificados que los solventes
organicos de cardcter semipolar similar (3) y
ademds las hidrofobicidades en el sistema lipo-
soma — solucién salina correlacionan mucho
mejor para la actividad biolégica de derivados
del cloranfenicol que en el sistema octanol —
agua (12).

El estudio del reparto octanol — agua y ci-
clohexano — agua permite evaluar el efecto de
las interacciones por enlace de hidrégeno solu-
to — solvente que se presentan en octanol, a di-
ferencia de lo que ocurre en el caso del
ciclohexano que es un solvente aprético. Para
esto se ha desarrollado el concepto AlogP o pa-
rémetro de Seiler: logP — 108K ioheagea (13); Y
COmo una mejor aproximacién al comporta-
miento biolégico, se adelantan los estudios del
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reparto liposoma — agua, ya que al ser los lipo-
somas vesiculas fosfolipidicas, se asemejan mds
a estructuras celulares; ademds, recientemente
se ha planteado un concepto similar al pardme-
tro de Seiler, basado en la diferencia logP —
108K, posomaragua qU€ representa la contribucién al
reparto por atracciones electrostiticas entre el
farmaco y los liposomas, a los cuales se les con-
fiere la carga por incorporacién de fosfato de
dicetilo o estearilamina segin requieran caréc-
ter negativo o positivo, respectivamente.
Experimentalmente se ha encontrado que
las aminas bdsicas presentan un coeficiente de
reparto mucho mayor en membranas artificia-
les del tipo vesicula que el que se esperaria con-
siderando los correspondientes coeficientes de
distribucién entre octanol y agua. Los solventes
hidrofébicos como el octanol sélo pueden con-
tribuir al reparto de la forma neutra del farma-
co. En cambio una bicapa fosfolipidica puede
soportar el reparto de las formas neutra y carga-
da de las aminas. En muchos casos el reparto de
la forma cargada es tan favorable o incluso ma-
yor que el reparto de la forma neutra, debido al
hecho de que las aminas protonadas pueden in-
teractuar gracias a su carga positiva con el grupo
fosfato cargado negativamente del fosfolipido
de la membrana. La naturaleza ordenada de los
fosfolipidos de la membrana hace que esta inte-
raccién sea posible. La distribucién de cargayla
hidrofobicidad del firmaco son complementa-
rios a las propiedades de la membrana fosfolipi-
dica ordenada, situacién que no se presenta con
un solvente hidrofébico isotrépico (14, 15).
Barton y col. han demostrado que los sitios
de distribucién de firmacos en los tejidos pue-
den ser modelados en forma més adecuada si se
consideran simultdneamente los coeficientes de
distribuci6én octanol — agua y membrana — agua
en lugar de hacerlo independientemente (14).
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Aspectos generales
de los liposomas

En la actualidad los liposomas son aceptados
como agentes farmacéuticos que mejoran la ac-
tividad terapéutica de una amplia variedad de
compuestos ya que pueden operar como siste-
mas de transporte y entrega de férmacos, esto
es bdsicamente debido a su estructura organiza-
da que permite la acomodacién de principios
activos en la fase acuosa o en la lipidica depen-
diendo de la solubilidad del fairmaco (16, 17).
Ademas son reconocidos como excelentes mo-
delos de membranas biolégicas para estudios in
vitro de permeacién de farmacos, conducentes a
la propuesta de relaciones QSAR (18).

Los liposomas son vesiculas fosfolipidicas
uni o multilaminares cuyo tamafio varfa de 25
nm a 10 pm de didmetro, y se preparan disol-
viendo en un solvente orgénico, como el cloro-
formo, un fosfolipido, p.ej. fosfatidilserina o
fosfatidilcolina, y un lipido anfifilico, gene-
ralmente colesterol, permitiendo la evapora-
cién del solvente organico para formar una
fina capa de lipidos en las paredes del reci-
piente. Posteriormente se realiza la adicién
de un medio acuoso para formar las vesiculas
por agitacién.

Los liposomas terminados son casi esféri-
cos y pueden estar formados por una o mas la-
minas de bicapas lipidicas que alternan con
regiones acuosas. Las capas fosfolipidicas pue-
den atrapar farmacos solubles en lipidos y las
capas acuosas pueden disolver compuestos so-
lubles en agua; éstos se introducen en los lipo-
somas por simple mezclado de la pelicula fina
de fosfolipidos y otros componentes lipidicos
con una solucién acuosa del firmaco (19).

Los liposomas se clasifican de acuerdo a
sus pardmetros estructurales: tamafio y lamina-
ridad o segin el método de preparacién (16).
En estudios QSAR se utilizan generalmente li-
posomas tipo MLV, vesiculas multilaminares,
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que son las formadas normalmente bajo las
condiciones de reparto utilizadas (18). Estas
vesiculas estdn constituidas bdsicamente por
alguna lecitina de alta pureza, que puede ser,
dimiristoil-fosfatidilcolina (DMPC), dipalmi-
toil-fosfatidilcolina (DPPC), o dioleoil- fosfa-
tidilcolina (DOPC). Pueden llevar colesterol y
ademds el componente para conferir carga.

En la actualidad los liposomas encuentran
gran aplicacién en diferentes 4reas del conoci-
miento. En la Tabla 1 se presentan algunos ejem-
plos de estas aplicaciones.

Con fines de aplicacién en estudios farm-
macotécnicos y farmacéutico fisicos, las vesiculas
fosfolipidicas se han investigado como posibles
modelos para el estudio de distribucién de solu-
tos en membranas, puesto que los liposomas se
asemejan a las estructuras ordenadas caracterfs-
ticas de las membranas biolégicas. Dependiendo
de la naturaleza del soluto la correlacién con la
actividad biolégica puede obtenerse por debajo o

por encima de la temperatura de transicién de
fase, Tc, lo que sugiere claramente que la estruc-
tura y el orden dentro de las bicapas fosfolipidi-
cas son pardmetros importantes en el grado de
interaccién con el soluto. Lo anterior contribuye
notablemente al entendimiento de los procesos
de transferencia y al planteamiento de relaciones

QSAR (18).

Aspectos fisicoquimicos
del reparto Liposoma — Agua (21)

Por las mismas consideraciones mencionadas
en el caso del reparto en sistemas liquido — li-
quido (5), en este articulo incluimos también
una descripcién fisicoquimica de la transferen-
cia de solutos desde medios acuosos hasta vesi-
culas liposomales. Los coeficientes de reparto
molales aparentes (K “,), se calculan a partir de
los resultados de distribucién mediante la si-
guiente ecuacion:

Tabla 1. Algunas aplicaciones de los liposomas (20)

———
Disciplina Aplicacién |
L. Topologia de superficies bidimensionales en espacios tridimensionales
Matematicas .. .
gobernados por la elasticidad de la bicapa.
Fisi Comportamiento de agregacién de fractales, formas, fluctuaciones de
fsica . . . .
formas, materiales de alta y baja resistencia.
Bioffsica Permeabilidad, transiciones de fase en dos dimensiones, o
Estabilizacién de estados excitados en moléculas fotosen51bles fotosm-
Fisicoquimica tesis artificial, catdlisis, creacién de compartimientos para estudio de |
reacciones. e i
L Reconstruccién de proteinas de membrana dentro de estructuras
Bioquimica e
] artificiales. - -
Biologia Modelos de membranas biolégicas, biomineralizacién.
_Farmacologfa | Estudio de funciones celulares, accién de firmacos. -
Medicina | Liberacién de principios activos y diagnéstico de enfermedades
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K, =W (C-C)/(C,. W) (Ec 1)
Donde,

C, concentracién inicial del firmaco (mg/mL)
en la fase acuosa antes del equilibrio
concentracién final del firmaco (mg/mL)
en la fase acuosa

W, peso (g) de fase acuosa

W, peso (g) de fosfolipido en la muestra

De la misma forma que en el caso de la dis-
tribucién de solutos entre fases liquidas inmis-
cibles, el coeficiente de reparto en este sistema,
también es dependiente del pH (5), y los valo-
res corregidos se calculan a partir de las ecua-
ciones 2, 3 y 4, para firmacos 4cidos, bésicos y
anfotéricos, respectivamente (22).

K, =K’, (1 + 10vH-pks) (Ec 2)
K, = K", (1 + 10ws-pH) (Ec 3)
K, =K’, (1 + 100l + [Opipa2)  (Ec 4)

En las cuales, K °,, es el coeficiente de re-
parto aparente y pKa, pKal y pKa2 son las res-
pectivas constantes de disociacién.

El cambio de energia libre estindar,

AG®,,, debido al proceso de reparto est dado

por:

AG®, ., = —=RTInK, (Ec 5)
La dependencia del coeficiente de reparto

frente a la temperatura se utiliza para obtener

informacién sobre la entalpfa del proceso basa-
do en la relacién (23):

(OH® i/ OT)p = T (0S°4=/ OT); (Ec 6)

Asumiendo que AH® y AS°,, son casi
independientes de la temperatura dentro del
intervalo estudiado (24).

Puesto que:

InK, = —-AH®°,_,,/RT + AS°_,/R (Ec7)
Una gréfica lineal ponderada de (—In K, )

en funcién de (T-') permite obtener AH®,,a

partir de la pendiente y AS°, ., del intercepto.
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Sin embargo el cambio de entropia de transfe-
rencia se puede obtener a partir de:

AS°,. = (AHOW-»/— AGOW-»/) /T (Ec 8)

AH°, y AS°,, tienen el significado fisico
del cambio en la entalpfa y la entropia respecti-
vamente, cuando una mol de soluto es transferi-
da desde el agua hasta el lipido a dilucién
infinita (23).

Aspectos extratermodinamicos

El reparto de solutos organicos entre vesiculas
fosfolipidicas y ambientes acuosos es uno de los
ejemplos en los cuales las relaciones extrater-
modindmicas encuentran utilidad en el tratamien-
to de problemas bioquimicos y bioldgicos. En al-
gunos trabajos (23, 25, 26) en los cuales se ha
estudiado el efecto de compensacién, se ha en-

contrado linearidad entre AH y AS, pero cuando

se usan coordenadas de AH y AG se ha eviden-
ciado un comportamiento més complejo.

Los liposomas tienen una estructura parti-
cular que se altera con la temperatura, de tal
forma que por debajo de la temperatura de
transicion Tc, estas vesiculas existen en un esta-
do cristalino o congelado mientras que por en-
cima de ella se presentan en un estado liquido o
fundido. El efecto de la transicién de fase no se
refleja en las energfas libres de distribucién
pero si en los términos entilpico y entrépico,
de forma que por debajo de Ic, estos pardme-
tros son a menudo reportados como una mag-
nitud mds positiva. Lo anterior ha sido
interpretado en términos de que en el estado
cristalino, las colas hidrocarbonadas de la leciti-
na se empacan més cerca una de la otra, de tal
forma que la insercién de moléculas de soluto
en la membrana requiere del rompimiento de
fuerzas intermoleculares hidrocarburo — hidro-
carburo, hecho que no es necesario en el estado
de fase liquida. Aparte de esto, la fraccién de
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volumen de bicapa lipidica ocupada por el solu-
to puede incrementarse con la temperatura
(23).

Ejemplos particulares de estudios de com-
pensacion en el reparto de solutos de interés
farmacéutico y bioquimico entre vesiculas lipo-
somales y medios acuosos, y su correspondien-
te interpretacién han sido presentados por
Tomlinson (27).

Estudios realizados sobre el
reparto de solutos liposoma/agua

El reparto de solutos entre liposomas y agua ha
sido estudiado casi exclusivamente por el méto-
do de van’t Hoff, aunque recientemente se ha
empezado a utilizar la titulacién termométrica
para determinar la entalpia de transferencia.

Segun el método de van't Hoff

En la literatura se encuentran reportados estu-
dios termodindmicos del reparto de solutos de
interés farmacéutico, realizados mediante tra-
tamientos de van’t Hoff por estudio de la varia-
cién del coeficiente de reparto liposoma — agua
en funcién de la temperatura.

Una comparacién de los mecanismos de
reparto de alcanoles polares en un sistema sol-
vente — agua contra liposoma — agua utilizando
una aproximacién termodindmica ha sido reali-
zada por Katz y Diamond (23), sus resultados
apuntan a una mayor inmovilizacién de los so-
lutos en las bicapas fosfolipidicas que en los sol-
ventes organicos como el octanol.

Rogers y col. encontraron relaciones linea-
les entre el coeficiente de reparto y el reciproco
de la temperatura en el estudio de p-halofenoles
y p-alquilfenoles en el sistema liposoma DMPC
— agua, por encima y por debajo de la tempera-
tura de transicién del fosfolipido, T¢, encon-
trando energfas libres negativas lo que indica
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que los alquilfenoles se estabilizan mejor en las
bicapas que en el ambiente acuoso externo y la
facilidad de acomodacién se da con el aumento
en la longitud de la cadena alquilica (28).

Se han encontrado entalpias y entropias
positivas para el reparto de derivados fendlicos
en liposomas de DMPC por debajo de la Tc (29,
30), y en sistemas hidrocarburo —NaCl 0.15 M
(30). Sin embargo, se han determinado ental-
pfas y entropfas de reparto negativas en el siste-
ma octanol — agua (7, 30) y por encima de la Tc
en liposomas de DMPC (29). La termodindmi-
ca del reparto de fenotiazinas en sistemas sol-
vente — agua y liposomas — agua ha sido
reportada (31), con entalpfas y entropias positi-
vas en el intervalo de 5 a 40 °C en los sistemas
formados por ciclohexano, octanol y liposomas
frente a soluciones acuosas de pH 6.0.

Anderson y col. mediante la determinacién
espectrofotométrica del coeficiente de reparto
de fenoles p-sustituidos en sistemas solvente or-
génico — agua y vesicula fosfolipidica — agua,
hicieron el estudio termodindmico correspon-
diente y examinaron los resultados a la luz de la
teorfa del pardmetro de solubilidad de Hilde-
brand y Scott, y de los complejos de colisién en-
tre el solvente orgénico y el soluto. Ademds
discutieron el posible uso de los datos de coefi-
ciente de reparto de los sistemas evaluados en
estudios de relaciones estructura — actividad de
farmacos (30).

Go y col. estudiaron la termodindmica de
reparto de la 7-cloro-4-(4’-metoxi)-anili-
noquinolina y de la 3-cloro-8-metoxi-11H -
indolo(3,2-c)quinolina en los sistemas octanol
— agua y liposoma — agua. Obtuvieron graficos
lineales de van’t Hoff para el reparto de los dos
compuestos en el sistema octanol — agua, en-
contrando que el reparto de la primera sustan-
cia es controlado entrépicamente, mientras que
el reparto de la segunda es controlado entdlpi-
camente (32).
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Recientemente, Go y Ngiam estudiaron el
reparto de la mefloquina, un firmaco antimala-
rico, en los sistemas ciclohexano — agua, octa-
nol — agua y bicapas fosfolipidicas — agua,
realizando también el correspondiente trata-
miento termodindmico, y comparando los re-
sultados obtenidos con los presentados por la
quinina, también usada como agente antimalé-
rico (33).

Rogers y col., han utilizado liposomas de
diferentes composiciones para estudiar el re-
parto de algunos tipos de farmacos y con la in-
formacién generada han planteado relaciones
QSAR que describen mas adecuadamente el
comportamiento biolégico de estos compues-
tos, comparado con los modelos que utilizan el
octanol como simulador del ambiente lipidico
de los tejidos. Los grupos de farmacos estudia-

dos por estos investigadores han sido: B-blo-
queadores (21), nitroimidazoles (34), agonistas

ot-adrenoceptores (35), algunos derivados de
imidazolidina (36), ademds han realizado estu-
dios termodindmicos de tipo van’t Hoff con

B-bloqueadores en sistemas liposoma — agua y
octanol — agua (21), encontrando comporta-
mientos diferentes por encima y por debajo de
la Tc de las vesiculas formadas por DMPC; simi-
lar a lo hallado en el estudio de otros farmacos
(33).

Betageri y Dipali estudiaron la termodind-
mica del reparto del dipiridamol en los sistemas
octanol — agua y liposoma — agua, encontrando
que éste es mayor en el caso de los liposomas
que en octanol, y ademds es mayor en liposomas
de DMPC que en las de DPPC a todas las tem-
peraturas estudiadas. Concluyeron que la inte-
raccién de esta sustancia depende de la rigidez
de las bicapas lipidicas y que los liposomas
constituyen un sistema de reparto més selectivo
que el sistema octanol — agua (37).

Betageri y col. estudiaron la termodindmi-
ca del reparto de firmacos antiinflamatorios no

22

esteroidales (AINEs) en los sistemas octanol —
agua y liposoma — agua, encontrando que las in-
teracciones de estos agentes dependen de su es-
tructura y que los liposomas son més adecuados
que el octanol para identificar las diferentes in-
teracciones que pueden presentarse entre los
farmacos y el medio biolégico (38).

Wunderli-Allenspach y col. mediante el
uso de vesiculas de fosfatidilcolina, evaluaron el
efecto del pH sobre el reparto liposoma — agua
de diferentes farmacos, entre ellos: (RS)-pro-
pranolol y (S)-dihidroalprenolol a 37 °C (39), y
mas recientemente los farmacos: lidocaina, dia-
zepam, warfarina, 4cido salicilico y ciclosporina
A(11).

Austin y col. (40), analizaron también el
efecto del pH sobre el reparto de los solutos de
interés  farmacéutico:  amilodipina,  4cido
5-fenilvalérico, 4-fenilbutilamina y 5-hidroxi-
quinolina, entre vesiculas de DMPC y soluciones
acuosas. En un trabajo mds reciente, evaluaron el
efecto de la fuerza iénica sobre el reparto de sal-
meterol y proxicromil entre vesiculas de DOPCy
soluciones acuosas a pH 7.4 (41).

En un estudio reciente Fruttero y col. eva-
luaron el comportamiento del reparto de algunas
p-(metilbencil) alquilaminas en los sistemas oc-
tanol — agua y liposoma — agua, enfatizando en
los efectos de la lipofilicidad en series homélogas
e interpretando los resultados en términos de in-
teracciones polares y electrostaticas (42).

Si bien, en los trabajos de Wunderli- Allens-
pachycol. (11, 39), Austin y col. (40, 41), y Frut-
tero y col. (42), s6lo se reportan resultados a una
temperatura y no se hacen estudios calorimétri-
cos; a partir de los valores de coeficiente de repar-
to liposoma — agua puede hallarse la energfa libre
de transferencia, quedando pendiente la informa-
cién correspondiente a la entalpfa y la entropfa del
proceso, propiedades que contribuyen de forma
notoria a la propuesta de posibles mecanismos
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para explicar los fenémenos de transporte
involucrados.

Estudios calorimétricos

Puesto que los estudios de reparto con liposo-
mas se realizan a concentraciones muy bajas de
soluto, los métodos calorimétricos clésicos no
resultan adecuados para la determinaci6n de las
energfas de transferencia, recientemente se ha
empezado a usar la calorimetria de titulacién
isotérmica (ITC) como método estandar para la
investigacién de la unién de ligandos a las molé-
culas del receptor y para el estudio del reparto
de solutos entre agua y vesiculas fosfolipidicas,
en este caso los solutos se mezclan con las
membranas y se miden los correspondientes
calores de incorporacién (43).

Rowe y col. han estudiado la termodindmi-
ca del reparto de alcanoles frente a membranas
artificiales utilizando calorimetria de titulacién,
evaluando el papel de los efectos hidrofébicos
sobre la transferencia (44).

Mais recientemente Heerklotz y col. han
presentado una férmula general que permite la
modelacién de los calores obtenidos por ITC en
sistemas de unién ligando — receptor y de re-
parto de solutos (43).

Se espera que muy pronto se adelanten in-
vestigaciones para determinar calorimétricamente
la entalpfa de transferencia de firmacos desde
medios acuosos hasta vesiculas liposomales.
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