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Lipozomii au fost si sunt larg utilizati in cercetarea medicala
fundamentali si in special in cea fizio-farmacologica. In plus, implicatiile
in sfera farmacologiei depédsesc cadrul cercetérii pure, intrucit structurile
lipozomale s-au validat in timp si continud sd evolueze ca Sisteme Tera-
peutice de succes pentru transportul si eliberarea controlata a diverselor
substante active medicamentoase, in special din clasa chimioterapicelor.
Din acest motiv o intelelgere cuprinzitoare a comportamentului lor in
contact cu mediul intern al organismului este extrem de importanta.
Parcurgerea literaturii din domeniu relevd o mare abundenta de studii in
acest sens, o parte chiar contradictorii, progresele inregistrate in ultimii
20 de ani fiind semnificative. Aceasta situatie impune unele sistematiziri,
utile in evaluarea sintetici a interactiei lipozom-organism viu. In acest
sens, scopul materialului prezentat este acela de a incerca succint o astfel
de sistematizare care, avind in vedere volumul enorm de date existente,
este susceptibild a suferi rafiniri ulterioare.

Abreviar:

LC - Lipozom conventional

LSS - Lipozom stabilizat steric

PEG - Polietilenglicol

SRE — Sistem Reticulo-Endotelial

GM, — Gangliozidul M,

PS — Fosfatitilserina

CAM — Complexul de atac membranar
Apo-LP — Apolipoproteine

Pharmacokinetical and Immunological Interactions of Liposomal
Drug Delivery Systems

Liposomes are largely used in fundamental medical research and espe-
cially in physio-pharmacological one. They are often used as transporters for
different types of substances including drugs. That is why a comprehensive
understanding of their interaction within the body is extremely important.
There is a great amount of experimental data in this respect in the field
literature, few even contradictory. Because of this great diversity of data
there is need for some systematization which will be useful in understand-
ing the liposome biological interactions. This material tries succinctly to
present such a synthetic view, which, because of the huge amount of data
published in the last 20 years, will surely be subjected to refinements.
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Introducere

Lipozomul este o formulare reusitd de protectie
a medicamentelor in fata inactivarii metabolice
si non-metabolice. Totodatd, transportul ansam-
blurilor macromoleculare prin peretele capilar fiind
limitat, trecerea cu dificultate a lipozomilor prin
endoteliul integru evita acumularea lor in tesuturile
sanatoase (Working, 1994). Aceste doud calitati fac
din structurile lipozomale o solutie deosebit de
atractivd pentru realizarea unor Sisteme Terapeutice
cu administrare sistemica.

Structura lipozomilor este comparabild cu cea a
unei membrane inchise, care delimiteaza un spatiu
interior apos utilizat pentru captarea diferitelor
substante active medicamentoase (frecvent agenti
chimioterapici) pentru terapie sau diagnostic.

Existd in prezent, din punct de vedere al
formularii si eficientei terapeutice doud clase de
lipozomi transportori de medicamente: lipozomi
conventionali (LC) si lipozomi stabilizati steric
(LSS), ultimii fiind protejati in fata reactivitatii
imunologice. Lipozomii fac parte din Sistemele Tera-
peutice nanoparticulate si sunt folositi ca sistem de
eliberare controlati, lentd, pentru diverse substante
active medicamentoase ce necesita prezenta unui
nivel de concentratie constant pentru o perioadd mai
lunga de timp (de ex. o singura doza s.c. de morfina
incapsulatd in lipozomi mentine o concentratie utila
sanguina timp de 6 zile) (Smith, 2003).

Cele doua tipuri de lipozomi amintite mai sus
difera prin prezenta polimerului de invelis (adesea
polietilenglicol - PEG) pe suprafata LSS si absenta
acestuia la LC. Acest invelis asigura stabilizarea
stericd a lipozomului care a fost gandita ca limita-
toare a legarii opsoninelor serice sau a interactiunii
directe cu celulele sistemului reticulo-endotelial (Al-
len, 1991), procese cu consecinte practice deosebit
de importante asupra duratei de viata in circulatie
a lipozomilor.

Factori care influenteaza comportamentul
farmacocinetic al lipozomilor transportori de
medicamente

Medicamentele administrate liber au in gen-
eral o biodistributie extinsa, asociatd in acelasi
timp, cu o acumulare semnificativd in anumite
tesuturi. Incapsulati in lipozomi insi, agentii activi
se concentreazd preferential in zone cu micro-
circulatie discontinua (de ex. tumorile) sau in organe
cu o abundenta populatie macrofagica apartinand
SRE (ficat-splind), evitindu-se astfel acumularea lor
in arii sensibile cum este de exemplu inima (evitarea
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cardiotoxicititii). In acest din urma caz, lipozomii
medicamentosi nu patrund in fibrele musculare
cardiace acumulandu-se numai in vasele sanguine
si fiind incapabili de extravazare (Seymour, 1992;
Lum, 1994; Working, 1994). Dimpotrivd, in tesutul
tumoral cu capilare larg fenestrate, acumularea li-
pozomilor incarcati cu medicament este marcanta
datoritd extravazarii si transcitozei (Huang, 1993;
Jain,1996); dar chiar si in acest tesut ei se plaseazi
in spatiile interstitiale ce inconjoara celulele tumo-
rale precum si in macrofagele din zond, nefiind
identificati intracelular.

Alegerea unei substante active in vederea
inglobarii ei intr-un transportor lipozomal se face
tindnd cont de o serie de criterii: sd prezinte ca-
pacitate de incircare suficientd pe transportor, sa
prezinte compatibilitate cu transportorul, sa fie
transportatd stabil si eficient in tesutul tintd etc.
(Neamtu, 2005).

Lipozomii pot modifica atat distributia tisulara
ct si rata de clearance a medicamentului datorita
preludrii de cétre substantele active medicamentoase
a parametrilor farmacocinetici ai transportorului,
parametri care sunt modulati si adaptati adecvat
de citre producitorul de medicamente. Indubita-
bil, parametrii farmacocinetici ai lipozomilor vor
depinde de proprietitile fizico-chimice ale acestora
(marime, incércarea electricd de suprafatd, struc-
tura membranei lipidice, stabilizarea stericd), de
doza de administrare si de calea de administrare
(Allen, 1999).

Durata de viatd a lipozomilor in circulatie si
tesuturi este unul din cei mai importanti param-
etri care sunt luati in considerare in evaluarea
eficientei terapiei cu lipozomi si depinde la randul
ei de cinetica indepartarii lor din fluxul sanguin
(clearance) prin captare fagocitara/non-fagocitara
sau metabolizare.

Cea mai importanta calitate a Sistemelor
Terapeutice care utilizeaza materiale artificiale, o
reprezintd capacitatea acestora de a evita raspunsul
generat de organism in cadrul reactiei de apérare
fatd de substantele striine introduse/implantate
intr-o forma sau alta in organism pe o perioada
variabila (Caldwell, 1998).

Soarta biomaterialului care vine in contact
cu sangele este dependentd in primul rand de
compozitia si starea conformationala a filmului de
proteine ce incepe a se forma la contactul cu un ast-
fel de material. Proteinele plasmei intrd in coliziune
frecventd cu suprafetele expuse ale biomaterialelor
urmata de adsorbtia lor in functie de natura chimica
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a suprafetei si de stabilitatea structurala si chimica
a proteinelor (Wojciechowski, 1993).

Odatd acumulat, invelisul de proteind care se
formeazi la suprafata artificiala, incepe si fie ,ex-
plorat” de celulele sanguine circulante al céror tip
de reactie cu suprafata poate reflecta compozitia
invelisului superficial artificial.

Daca, spre exemplu, stratul de suprafata este
bogat in molecule de imunoglobuline (Ig) ale caror
reactii de adsorbtie sunt legate de factorul comple-
ment C,b generat pe cai alternative ale activarii
complementului (Janatova, 1991), atunci coliziunea
cu macrofagele circulante poate duce la fagocitare
(Caldwell, 1997).

Studiile facute in vederea anihildrii cascadei
imuno-fiziologice care are drept consecinta elimin-
area prin fagocitare a structurilor strdine (exogene)
pétrunse in plasma au vizat ,imbrécarea” (grefarea)
suprafetelor artificiale cu un invelis care si le faca
sinvizibile” fata de factorii plasmatici.

Primele incercéri de limitare sau excludere a
efectelor de ,urmarire” si indepartare a lipozomilor
din circulatie au fost realizate de Nagaoka (1984)
care a modificat suprafetele acestora prin atasarea
covalentd de PEG, procedura ce s-a aratat eficace in
ceea ce priveste atat reducerea adsorbtiei de proteine
cit si supresarea adeziunii trombocitelor.

Medicamentele eliberate din lipozomii
conventionali (LC), comparativ cu cele care sunt
eliberate din lipozomii protejati imunologic (LSS) cu
PEG sau GM,, se acumuleaza in cantitate aproape
dubla in ficat si splina reflectdnd captarea mai rapida
a acestor lipozomi de catre SRE (Huang, 1992).
Totusi, agentii activi eliberati din lipozomii protejati
pot avea uneori la rdndul lor concentratii inalte in
tesuturi sandtoase dar care nu le depasesc pe cele
intalnite in cazul lipozomilor conventionali. Acest
fenomen se datoreazd cel mai probabil timpului
lung de circulatie a acestei clase de transportori.
Astfel, sistemul reticulo-endotelial indepérteaza
prin interventia macrofagelor splenice si hepatice
majoritatea lipozomilor conventionali din circulatie
in citeva minute sau zeci de minute (Papahadjo-
poulos, 1991); lipozomii stabilizati steric si deci
»invizibili” fatd de proteinele serice au un timp de
circulatie de 5 ori mai lung decat cei LC (pind la
15 h) (Allen, 1998).

In ceea ce priveste mecanismele prin care se
realizeaza clearance-ul lipozomal, Allen si colab.
(1995) propun existenta unei actiuni combinat-
sinergice a doua sisteme de indepértare a acestora:
(a) un sistem de captare cu afinitate inaltd pentru
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lipozomi, dar cu capacitate de lucru redusd (cum
este Sistemul Macrofagic si Sistemul Reticulo-En-
dotelial (SRE)) si (b) un sistem cu afinitate scazuta
fatd de lipozomi, dar cu capacitate crescuti de
indepartare a acestora din circulatie (cum este
metabolismul lipidic).

Mecanisme imunologice ale clearance-
ului lipozomal

Interactiunile LIPOZOM — CELULA avand ca
rezultat final decapsularea lipozomala, eliberarea
medicamentului si indepartarea lipozomilor, se
desfasoara intrucatva diferit pentru conditiile in
vitro/in vivo si de asemenea particularizat pentru
lipozomii conventionali, cei protejati steric cu timp
lung de circulatie si lipozomii tintiti (imunolipo-
zomi).

In vitro, lipozomii conventionali interactioneaza
cu celulele fagocitare si non-fagocitare pe calea unor
mecanisme variate si anume: adsorbtia, endocitoza,
fuziunea sau schimbul de lipide.

In aceste situatii contactul direct lipozom — celula
este necesar, iar unele proprietati fizice ale lipo-
zomilor conventionali cum sunt suprafata, natura
incarcarii electrice si rigiditatea au o contributie
importanta (Margolis, 1984).

Mecanismul dominant al internalizarii
continutului lipozomal il reprezinta endocitoza
(fagocitoza), chiar si in cazul celulelor nefagocitare.
In cadrul interactiunii celule fagocitare—lipozom,
cele mai implicate celule fagocitare sunt macrofagele
care actioneaza ,profesional” ca celule captatoare
in clearance-ul lipozomilor liberi sau incarcati cu
medicament, indeosebi macrofagele hepatice (ce-
lulele Kupfter) (Fig. 1).

Ele internalizeaza prin intermediul receptorilor
membranari lipozomii ce vor fi supusi apoi actiunii
sistemului fago-lizozomal macrofagic ducand la
degradarea completd a lipidelor lipozomale si
eliberarea in circulatie sau tesuturi a continutului
incapsulat (Dijkstra, 1985).

Rezultate importante in acest sens au fost
obtinute in vivo (pe baza aviditatii macrofagelor pen-
tru particolele lipozomale) cu agenti medicamentosi
anti-Leishmaniozd, precum si in terapia cu imuno-
modulatori (Phillips, 1991), inregistrandu-se cresteri
de aproximativ 100 de ori (!) a potentialului tera-
peutic al medicamentelor sus mentionate.

Captarea lipozomilor este uneori precedata de
un pas premergator si anume cel al recunoasterii
si legarii unui receptor fosfatidilserinic (PS-R) de
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Figura 1 Reprezentarea sinteticd a mecanismelor farmacocinetice si imunologice ce au loc dupd administrarea
in circulatie a Sistemelor Terapeutice lipozomale. Farmacocinetica Sistemului Terapeutic lipozomal este rezul-
tanta a trei mecanisme: captarea (opsonin-fagocitard si non-fagocitard), acumularea transportorilor lipozomali

in tesuturi si metabolismul lipidic.

pe suprafata celulard fagocitard cu structuri lipo-
zomale cum sunt fosfatidilserina (PS), dietilfosfatul,
fosfatidil-glicerolul sau acidul fosfatidic. in plus,
receptorii scavanger si macrosialinici par si ei a fi
implicati in acest proces (Fraley, 1981; Lee, 1993).

Fosfatidilserina (PS) se dovedeste a avea un rol
pivotal in directionarea celulelor (de ex. hematii
de soarece sau om) sau a veziculelor lipozomale
spre macrofage, ea servind ca semnal recunoscut
de celule imune (Savill, 1990).

Receptorii PS localizati pe macrofage recunosc
specific PS si lipidele mentionate mai sus de pe
celulele senescente, apoptotice sau de pe lipozomi
in vederea fagocitarii si indepértarii din circulatie
a acestora.

Importantd este si observatia din literatura
potrivit careia, chiar dacd receptorii unor celule
fagocitare sau ne-fagocitare au fost implicati cu
certitudine in captarea lipozomilor in vitro, aceasta
certitudine nu trebuie extinsa intotdeauna la

clearance-ul in vivo, in sensul cé obligatoriu aceeasi
receptori mediaza si captarea lipozomilor circulanti
(Scherphof, 1997).

Toate dovezile credibile atribuie macrofagelor
hepatice si splenice (si intr-o micd masurd si celor
din maduva oaselor) precum si hepatocitelor, lim-
focitelor, fibroblastelor si diferitelor linii de celule
tumorale, exprimarea maximi a capacititii de a
capta lipozomi (Huang, 1978; Kercret,1983; Senior,
1987; Scherphof, 1998; Ishida, 2001). Opsonizarea
prin proteine serice, cum sunt fragmentul Comple-
ment Cb, beta -glicoproteina I si portiunea F a
IgG, pare a juca un rol esential in recunoasterea si
clearance-ul secundar al lipozomilor prin macrofage
SRE (Devine, 1997).

Cu tot numarul impresionant de lucrari pub-
licate si dedicate opsonizarii, numai un numar
limitat de proteine opsonizatoare au fost identificate
avand sigur aceastd functie, dintre care se disting:
Imunoglobulinele (Metzeger, 1991), Fibronectina
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(Water, 1983), Sistemul Complement (cu rol major
si dominant) (Ishida, 2000), 3,-glicoproteina (Chonn,
1995), Proteina C-reactivd (CRP) (Patel, 1992) si
o,-macroglobulina (Murai, 1995).

Complementul poate totodata initia formarea
unor complexe de atac membranar la nivelul mem-
branei lipozomale care declanseazi liza acesteia,
scurgerea medicamentului frecvent prea devreme si
intensificarea captirii de catre populatia fagocitara,
periclitind obiectivul terapeutic (Ishida, 2001).

Fagocitoza lipozomilor declansatd de opsonine
este un proces inter-cooperativ, initierea si rata
acestuia depinzand de tipul si numéarul opsoninelor
participante. Opsoninele contin cel putin un sit
recognoscibil de catre receptorii specifici de pe
suprafata fagocitelor si de asemenea cateva situri
de cuplare la lipozom. Adsorbtia opsoninelor pe
lipozomi urmaté de fagocitozi este in mod curent
consideratd ca mecanism primar de eliminare a
lipozomilor din curentul sanguin, substratul mecan-
ismului de indepartare in vivo si in vitro, inclusiv
cel al captirii hepato-splenice, reprezentandu-1
activarea Sistemului Complement dependentd de
madrimea lipozomilor, continutul crescut in coles-
terol a membranei acestora, incarcarea electrica,
prezenta glicolipidelor lipozomale, modul si gradul
de participare a diferitilor componenti si factori
lipozomali, sunt aspecte care necesitd inci eforturi
importante de studiu pentru descifrare.

Exista de asemenea si dovezi potrivit carora ac-
tivarea ciii clasice a Complementului poate avea loc
si in afara participarii anticorpilor (Marjan, 1994),
si de asemenea cd activarea lipozomica a Comple-
mentului nu inseamnd in mod necesar si simultan
implicarea opsonizarii prin reactii Complement.
Totusi, cele mai multe studii dovedesc participarea
C, sau C,b ca factori cauzatori ai efectului opsoninic
asupra lipozomilor urmaté de clearance—ul acestora
din sénge ca proces mediat macrofagic.

Intrebiri interesante pun si dis-opsoninele,
componente serice care dimpotrivéd inhiba fagoci-
toza diferitelor particole straine patrunse in sange,
implicit cele lipozomale. Daca pentru microorgan-
ismele ce patrund in circulatie acest aspect este
satisfacut de disopsonine precum IgA sau o —acid-
glicoproteina, pentru lipozomi astfel de agenti nu au
fost inca identificati cu toate ci se stie ca in cazul
lipozomilor mici (50-70nm) procesul de fagocitoza
este inhibat pe aceasti cale, inhibarea scazand odaté
cu cresterea diametrului acestora.

In ceea ce priveste clearance-ul imunolipozo-
milor trebuie subliniat ci la inceput formularile

conventionale (nestabilizate steric) ale acestora
pentru aplicatiile in vivo erau rapid indepértate din
circulatie atunci cand anticorpii erau atasati direct
la suprafata lor (Debbs, 1987), prin recunoasterea
fragmentului Fc de cétre celulele macrofage (Mar-
uyama, 1995). Partial, problema a fost ameliorata
odata cu atasarea anticorpilor la lipozomi pegilati,
fie la suprafata bistratului lipidic, fie la capatul
lanturilor de PEG, timpul de circulatie crescand la
cateva ore (Allen, 1995).

Mecanisme non-imunologice ale clear-
ance-ului lipozomal

Un interes deosebit in ceea ce priveste clearance-
ul lipozomal il detin de asemenea lipoproteinele.
Unii din receptorii pentru lipoproteine (LP) inter-
vin in indepdrtarea lipozomilor din circulatie, fapt
nesurprinzator, intrucét se stie ca lipoproteinele si
receptorii lor sunt responsabili de transportul lip-
idelor si redistribuirea/procesarea colesterolului in
organism. Existd astfel categorii de apo-lipoproteine
(apo-LP) cum sunt apo-B si apo-E care functioneaza
ca liganzi pentru indepartarea lipozomilor LP recep-
tor — mediata din sange (Scherpof, 1997).

Dintre receptorii pentru lipoproteine a fost
identificat pe celulele Kupffer receptorul ScR-B tip
I, o varietate de receptori din familia celor pentru
lipoproteinele cu densitate inalta (HDL-R) care pe
langa faptul cd joacd un rol important in transferul
si descércarea colesterolului (preluat si transpor-
tat din tesuturi periferice de catre HDL la ficat),
leaga si lipozomii continand fosfolipide anionice
(Landschultz,1996).

Interactiunea dintre lipozomi si lipoproteinele
cu densitate inaltd (HDL) favorizeazi eliberarea
agentilor incapsulati din lipozomi (Kirby,1980)
printr-un mecanism care implica atat transferul
fosfolipidelor lipozomale din lipozom spre HDL, cit
si penetrarea unei componente proteice din HDL
(apo-A-I) in lipozom.

Destabilizarea structurald a lipozomilor in
prezenta apo-lipoproteinelor HDL (ALP-HDL)
are loc atunci cand exista o masa critici a HDL
(in special apo-A-I) rezultand structuri discoidale,
formate din domenii de bistraturi lipidice incorpo-
rate de proteine domeniile amfipatice ale helixului
apo-A-I fiind aliniate in jurul periferiei particulelor,
paralel cu lanturile acil ale fosfolipidelor.

Important este si faptul cé lipozomii unilamelari
mici sunt sensibili la diferentele presiunii osmotice
de o parte si de alta a bistratului fosfolipidic, iar
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cénd aceastd diferentd atinge un anumit nivel apare
liza veziculard. HDL scad toleranta (rezistenta la
aceasta diferentd), efect de scadere comparabil cu
cel dat de actiunea plasmei integrale. Destabilizarea
litica a bistratului lipidic este data cu probabilitate
de insertia moleculelor de apo-lipoproteina (de ex.
apo-A-I) printre moleculele de fosfolipide.

Pe de altd parte, o varietate de lipoproteina serica
cu densitate joasa (LDL) si anume apo-lipoproteina
B se poate cupla la lipozomi ca ligand pentru re-
ceptorul LDL (LDLr)(Klimov, 1983). S-a demonstrat
de asemenea cd incorporarea apo-lipoproteinei B in
lipozomi colesterolo-fosfolipidici (raport 1:2) induce
captarea receptor-mediaté specific a acestor lipozo-
mi de cétre linii celulare in vitro (Lundberg,1993)

Au apérut dovezi convingatoare ca apo-lipopro-
teina E predominant hepatica joaca un important
rol opsoninic in eliminarea din sange a lipozomilor
mici neutri formulati din fosfatidilcolind/colesterol
(PC/Col). Astfel de lipozomi adsorb puternic apo-
lipoproteina E in conditii de incubare in plasma4,
ceea ce conduce la captarea lor, proces mediat de
receptorul LDL-R sau HDL-R si urmat de inter-
nalizare sau respectiv hidrolizd si apoi captarea
constituientilor bistratului lipidic lipozomal (Scher-
pof, 1997)

Lipozomii cu o compozitie crescutd in coles-
terol pot fuziona fie cu LDL umane (Zacharova,
1993), fie cu LDL acetilate (Mc Closkey, 1987). De
asemenea o ratd inaltd a colesterolului in raportul
colesterol/fosfolipide lipozomale favorizeaza fuzi-
unea cu LDL, dar inhiba interactiunea cu HDL si
apo-lipoproteinele aferente de schimb din clasele
A, C E

Studii moleculare detaliate au explicat conditiile
care faciliteaza interactiunea cu apo-lipoprotele; de
ex. apo-A-I umana are opt domenii helicoidale sepa-
rate prin zone continand proling, astfel ca molecula
este flexibila si permite domeniilor helix amfipatice
sa se insere cu usurinta la interfata apa-fosfolipide
si sa realizeze legatura cu lipozomul (Shih, 2006).

Concluzii

Principalele avantaje ale eliberarii medicamen-
telor din vehiculele lipozomale sunt: timpul lung
de circulatie al acestora, parametru ce favorizeaza
eliberarea lenta a agentului activ si acumularea lui in
ariile vizate terapeutic, precum si toxicitatea redusa
in comparatie cu medicamentele administrate liber,
calitati obtinute prin incapsularea agentului activ.

Terapia cu lipozomi reprezinta pentru viitor
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o cale plind de sperante in utilizarea Sistemelor
Terapeutice, mai ales pentru tratamentul anti-tu-
moral. Lipozomii medicamentosi au fost aseméanati
intrucétva in terapia anticanceroasd cu atat de
mult doritul ,,glont magic’, dat fiind capacitatea lor
crescuta de acumulare selectiva in tumori (Oyama,
2004). Problema este insa ca nu toate cancerele si
nu toti pacientii raspund inca la acest ,glont”

La directiile probabile, necesare si posibile de
evolutii ale cercetarilor legate de imbunatatirea
conditiilor farmacocinetice si imunologice discutate
a Sistemelor Terapeutice lipozomale, se mai adauga
noi strategii ce tin de viitor, precum: perfectionarea
tehnicilor de atasare-ancorare a liganzilor lipo-
zomali, a diversilor markeri, legarea de lipidele
lipozomale a moleculelor mici (fragmente de anti-
corpi, vitamine, aminoacizi, oligopeptide), gésirea
de metode si tehnici noi pentru legarea directa a
lipidelor sau proteinelor conjugate (fara interme-
diari) la sistemul lipozomal tintit in vederea atat a
simplificarii tehnicilor de formulare lipozomale cat
si a unei actiuni mai rapide si directe a agentului
medicamentos eliberat continuu (cum este cazul
declansarii eliberarii medicamentului imediat dupa
cuplarea complexului lipozomal la celulele endote-
liale ale vaselor sanguine).
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