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Resumen 

Los lipoomas son la plataforma de nanoportores más utilizada para la entrega de agentes terapéuticos y 

diagnósticos, y una serie de liposomas han sido aprobados para su uso en la práctica clínica. Después de 

la administración sistémica, la mayoría de los liposomas son limpiados por macrófagos en el sistema 

mononuclear de fagocitos, como el hígado y la médula ósea (BM). Sin embargo, la mayoría de los 

estudios se han centrado en investigar los resultados terapéuticos de los fármacos liosomales, y muy 

pocos estudios han evaluado los posibles efectos secundarios de los nanocarrileros vacíos en las funciones 

de los macrófagos en el sistema mononuclear de fagocitos. Aquí, evaluamos los posibles efectos de los 

liposomas vacíos en las funciones de los macrófagos de nicho de BM. Siguiendo la administración de 

lipoomas, observamos la acumulación de gotitas (LD) en macrófagos primarios cultivados y macrófagos 

de nicho de BM. Encontramos que estos macrófagos acumulados por LD, similares a las células de 

espuma, exhibiron una mayor expresión de citocinas inflamatorias, como IL-1 e IL-6. Proporcionamos 

más bien evidencia de que la deposición y degradación de lipooma indujo la biogénesis LD en la 

membrana reticulum endoplasmática y posteriormente perturbamos la homeostasis endoplasmática y 

activaron la transmembrana de la vía de señalización de la inositol-requisitoing 

transmembrana/endoribonuclea 1o/NF-B, que es responsable de la activación inflamatoria de los 

macrófagos después de la engulfmentación de la lipooma. Finalmente, también mostramos los efectos 

secundarios de los macrófagos disfuncionales de nicho de BM en hematopoyis en ratones, como la 

promoción de la producción sesgada mieloides y el deterioro de la eritropoyis. Este estudio no sólo llama 

la atención sobre la seguridad de los medicamentos liposomales en la práctica clínica, sino que también 

proporciona nuevas direcciones para el diseño de portadores de medicamentos a base de lípidos en 

estudios preclínicos. 
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Palabras clave suplementarias 

Degradación liposoma 

macrófagos 

gota de lipídico 

ERE estrés 

inflamación estéril 

efecto secundario 

nanocarroier 

Sistema mononuclear de fagocitos 

citocinas inflamatorias 

eritropoiesis 

Abreviaturas 

BM 

médula ósea 

DGAT 

diacylglycerol aciltransferasa 

DiD 

DiIC18(5) sólido (1,1''-dioctadecil-3,3, 3',3'-tetrametilindodicarbocyanina, sal de 4-

clorobencenosulfonato) 

DiO 

DiOC18(3) 3,3o-dioctadeliloxacarbocyanina perclorato 

Urgencias 

retículo endoplasmico 

HSC 

célula tallo hematopoyética 

IF 

inmunofluorescencia 

IRE1. 

inositol-requisando transmembrana kinase/endoribonuclease 1 

LD 

gota de lipídico 

LT-HSC 

HSC a largo plazo 

LSK 

Lin 
−
Sca1 

+
c-Kit

+
 

MPS 

Sistema mononuclear de fagocitos 

NP 

nanopartículas 

PFA 

desformaldehído 

RT-qPCR 

PCR cuantitativo en tiempo real 

TAG 

triacylglycerol 

En las últimas décadas, incontables nanopartículas (PN) han sido diseñadas para la entrega de 

medicamentos, y varios de estos NP se han aplicado con éxito en la práctica clínica 1(1). Los NPs 

basados en lípidos son una de las plataformas NP que se utilizan más comúnmente para entregar 

moléculas pequeñas, ácidos nucleicos, péptidos y tintes de imagen porque estos portadores son 

considerados portadores de drogas relativamente seguros (2, 33, 44, 55). Entre estos transportistas, los 

liposomas son el nanocarro más utilizado y comercializado con éxito. Actualmente, hay más de 20 

productos liposomals disponibles en el mercado, como Doxil, DepoCyt y Marqibo 6(6). 
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Principalmente, los liposomas ayudan a lograr la liberación de drogas controlables o la entrega específica 

de objetivos. Tras décadas de desarrollo, la especificidad de los sistemas de administración de 

medicamentos lipomialeses en los medicamentos vectores a sitios o células objetivo se ha mejorado 

significativamente optimizando las propiedades fisicoquímicas y los ligandos superficiales de estos 

sistemas (6, 77). Sin embargo, después de la administración sistémica, la mayoría de los liposomas son 

inevitablemente envueltos por macrófagos residentes y otras células fagocíticas en el sistema de fagocitos 

89mononucleares (MPS), como el hígado, el bazo, los pulmones y la médula ósea (8, 9, 10, 11). Son las 

funciones de estas células fagocíticas en el MPS afectadas después del engulfimiento de la NP? Estudios 

previos han reportado la influencia de liposomas en la función de las células de Kupffer en el hígado (12, 

1313, 14). Sin embargo, ninguno de los estudios evaluó el efecto de los liposomas en las funciones de los 

macrófagos en el BM. 

A diferencia del hígado y los pulmones, el BM es el sitio primario de la nueva producción de células 

sanguíneas (o hematopoyis), y el BM también se llama el suelo .fertile que amamanta las células madre 

hematopoyéticas de las 16sembradas (HSC) (15, 16). Los liposomas también se acumulan en el BM 

después de la administración sistémica (17, 18); deberíamos considerar que la acumulación de NPs en el 

BM es una contaminación microambiental del suelo .. En los últimos 10 años, ha habido avances 

sustanciales en la caracterización de los macrófagos de nicho de BM. Los macrófagos de nicho de BM no 

son sólo células efectoras del sistema inmunitario innato sino que también participan en el mantenimiento 

de HSC y maduración eritroide en homeostasis (19, 20, 2121, 22). Además, la disfunción de los 

macrófagos de nicho de BM resulta en hematopoyis anormal, lo que conduce a diversas enfermedades 

(23, 24, 25, 26). Estudios previos han demostrado que los NPs basados en lípidos inducen una 

interrupción a largo plazo en las células sanguíneas periféricas (27, 28). Los cambios en las células 

sanguíneas periféricas se correlacionan con la disfunción de los macrófagos de nicho de BM después de 

engullir NPs basados en lípidos? 

Para cerrar esta brecha de conocimiento, estudiamos los efectos de la absorción de lipoomas en las 

funciones de macrófago y la hematopoyis de BM. Encontramos que los macrófagos cultivados in vitro 

adquieren un fenotipo proinflamatorio después de la absorción de lipoomas. Estas características también 

se observan en los macrófagos de nicho de BM de ratones después de la administración sistémica de 

lipooma. Con la ayuda de varios inhibidores, demostramos que la gota lipídica (LD) anormal induce 

estrés retículo endoplasmático (ER) y regula la expresión de genes proinflamatorios a través de la vía de 

señalización NF--B. Finalmente, investigamos cómo los macrófagos de nicho de BM disfuncionales 

afectan la hematopoyis después de la administración de liposome. Juntos, estos hallazgos indican que los 

liposomas inducen la activación proinflamatoria de los macrófagos de nichos BM y afectan aún más su 

capacidad para regular la hematopoyesis. Este estudio no sólo llama la atención sobre la seguridad de las 

nanomedicinas en la práctica clínica, sino que también proporciona nuevos enfoques para el diseño de 

portadores de medicamentos a base de lípidos para su uso en estudios preclínicos. 

Materiales y métodos 

Animales 

Los ratones masculinos C57BL/6 fueron obtenidos de Beijing Vital River Laboratory Animal Technology 

Co Ltd. Los ratones tenían 6 o 8 semanas cuando se usaron en estos experimentos. El Comité de Etica de 

Investigación Animal de la Universidad Médica de Xuzhou aprobó todos los procedimientos 

experimentales. 

Cultura y estimulación de células primarias 

Una suspensión unicelular de BM se preparó limpiando la cavidad del BM. Luego se cultivaron células 

BM de ratón en medio completo RPMI-1640 que contenían 10% desnaturalizado FBS, penicilina-

streptomicina (100 U/ml) y 50 ng/ml factor de macímula de macríxe de ratón recombinante (catalog no: 

576404; BioLegend) durante 6 días, y suplementado con factor de macrófago de estimulación de colonias 

en el día por cambio de medio fresco. El día 6, se cosecharon macrófagos para su posterior identificación 

y experimentos. 

Para la estimulación in vitro, se mantuvieron macrófagos en completo medio RPMI-1640 suplementado 

con 100 ng/ml lipopolisaccharide (catáloga: L4391; Sigma-Aldrich), 50 ng/ml IFN- (catalog no.: 575302; 
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BioLegend), o 50 ng/ml IL-4 (catálog no: 574304; BioLegend) para 24 h. En algunos experimentos, los 

macrófagos se trataron con 20 M T863 y 20 M PF-06424439 o 10 M BAY 11-7085. Los inhibidores 

indicados fueron comprados a MedChemExpress. 

Citometría de flujo 

Las células estaban manchadas con los anticuerpos indicados durante 30 min en el amortiguador de 

clasificación de células activado por fluorescencia de la fluorescencia (PBS suplementado con 2% FBS). 

Se utilizaron los siguientes anticuerpos: APC anti-mouse F4/80 (BM8; BioLegend), FITC anti-mouse 

F4/80 (BM8; BioLegend), BV421 anti-mouse CD11b (M1/70; BioLegend), APC anti-mouse CD86 (GL-

1; BioLegend), PE/Cyanine7 anti-mouse CD206 (C068C2; BioLegend), PE anti-mouse CD71 (RI7217; 

BioLegend), FITC anti-moTer119 (TER-119; BD), FITC anti-mouse CD11b (M1/70; BioLegend), PE 

anti-mouse Gr-1 (RB6-8C5; BD), PE-Cy7 anti-mouse CD150 (TC15-12F12.2; BD), BV421 anti-mouse 

CD48 (HM48-1; BioLegend), PE anti-use c-Kit2 (ACK2; BD), y APC anti-mouse Sca-1 (W18174A; BD; 

BD). Para el análisis cuantitativo de LD, las células fueron incubadas en medio RPMI-1640 suplementado 

con 1 g/ml BODIPY 493/503 durante 30 min en incubadora de 37oC. Luego, las células fueron lavadas y 

usadas para la citometría de flujo. Las dobles y las células muertas fueron excluidas sobre la base de la 

dispersión delantera y la distribución lateral de dispersión y la exclusión 7-AAD (BioLegend). Los datos 

fueron adquiridos por citometría de flujo en un analizador de células LSRFortessaTM (BD Biosciences) y 

analizados con FlowJo, versión 10.1 (Tree Star). 

Preparación de liposomas 

Los liposomas fueron preparados por el método de inyección de etanol descrito antes (2929). 

Brevemente, 10 mg de fosfolípidos (l -o-fosphatidilolina de la soja; CAS no: 8002-43-5; Aladdin) y 5 mg 

de colesterol (no CAS: 57-88-5; Aladdin) se disolvieron en etanol de 500 ll. La fase orgánica resultante se 

añadió desnivel a 4 ml de PBS con 100 rpm/min revuelo. Luego, el disolvente orgánico fue retirado por 

ultracentrifugación de la suspensión de lipooma a 14.000 rpm para 1 h. Los precipitados obtenidos se 

dispersaron en PBS y se almacenaron a 4oC. La contaminación por endotoxina en la solución de liposoma 

almacenada fue evaluada por el método cromogénico de liméfo amilacitos. Los niveles de endotoxina de 

dos lotes representativos de liposomas preparados fueron de 0.0139 y 0.0121 unidades de endotoxina/ml, 

respectivamente. Después de la dilución con agua, el tamaño de las partículas y el potencial zeta de los 

liposomas fueron medidos por un Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments, Reino Unido). Para DiD 

(DiIC18(5) sólido [1,1'--dioctadecil-3,3, 3'',3'-tetrametilindocarbocana, sal de 4-clorobencenosulfonato]) 

lipoomas cargados de 4-clorobenceno ] o DiO (DiOC18(3) lipoomas cargados de 3,3o-

dioctadecoxacarbocyanine perclorado), la solución de carga DiD (o DiO) se añadió a la solución etanol. 

Extracción de ARN y PCR cuantitativa 

El ARN total se extrajo de macrófagos y se purificó usando TRIzolTM Reagent (catálogo: 15596026; 

Invitrogen). La transcripción inversa de las transcripciones de ARN en ADN complementario se realizó 

con el PrimeScriptTM RT Reagent Kit (catalog no.: RR037A; TaKaRa). Se realizaron ensayos 

cuantitativos de PCR en tiempo real (RT-qPCR). Se determinaron los niveles de transcripción con 2X 

Universal SYBR Green Fast qPCR Mix (catáloga no.: RK21203; ABclonal) usando el Sistema 

LightCycler 480 (Roche). Los niveles de expresión de los genes diales se normalizaron con el del gen de 

la limpieza. Además, la expresión génica relativa del grupo tratado se normalizó con la del grupo control 

para obtener el cambio relativo de la expresión. 

Todos los primeros fueron sintetizados por GENEWIZ, y sus secuencias fueron las siguientes: "actin, 5o-

GTGATTTTCATCCGTAGAGA-3" (adelar) y 5o-GCCGGACTCATCGTACTCC-3 (reversar); CD86, 5-

TCAATGGGCHCATATCTGCC-3 (adelar) y 5o-GCCAAAATACCACATCACTTCACT-3 (reverse); 

CD206, 5o-CTCTGTTCCTCTCTATTGGGGGGGGGGGGGGGACGC-3 (adelar) y 5o-

TGGCACTCCCACAAACATAATTTGA-3 (reversa); Arg1, 5o-CATTGGCTTGAGAGACAGAC-3- 

(adelza) y 5o-GCTGAGAGTCTCTTCTCCACC-3 (reversa); NOS2NOS2, 5o-

GAGACAGGAGAGAAGCAC-3 (adel-lugar) y 5o-CCCACAGTTTTTCTCTCTCTTC-3 (reversación); 

IL-6, 5o-TACCACTTCACAAGTCGGAGGC-3 (adelar) y 5o-CTGCAAGTGTTTTTTTTC-3 (revers); 

IL-1, 5o-GAAATGCCACCTTGAGAGTGTG-3- (adelar) y 5o-TGATATCTCTCATCAGGAGG-3- 

(reversación); DGAT1, 5o-GGAATCCCCGTACAA-3 (adelar) y 5-CATTTGCTGCCATCGTGTC-3 

(adelgaza- (reverse); DGAT1, 5o-GGAATATCCCCGCACAA-3 (adelgaza) y 
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5oTTTTGCTGCCATCGTC-3 (adelcá) y 5o-CATTTGCTCCTGCCGTC-3 (reverse); DGAT1, 5-

GGAATATCCCCGTACAA-3 (adelargo) y 5oTTTTGCTCCTGCCGTC-3- (adelaramiento"inversa); 

DGAT2, 5o- CTGTGCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT-3- (adelar) y 5o-

CTGGATGGGAGAAGGTCTCG-3 (revers); CHOP, 5o-GGAGGTCGTGTCCTCATGAGAA-3 (adelar) 

y 5o-GCTCCTCTCACACACTCACTCTAGCTCTAG-3- (reversual); ATF4, 5o-

AACCTCATGTTCTCCAGA-3- (adelzapa) y 5o-CTCCAACATCCAATCTGTCCCG-3 (reversa); Bip, 

5o-TCAGCATCACACACAAGAGAGAGGATTG-3 (adelgaza) y 5o-AAGCCGTGGAGAATCTGA-3- 

(reversa); XBP1XBP1, 5o-TGGGACACTGACACTGTTGCCTC-3 (adelar) y 5o de 

TTAGCTCTCTGGTTCTCC-3 (reverso); y 5o-GAGTCCGCCAGGTG-3- (adelar) y 5o-

GTGTCAGTCCATGGGA-3 (reversa). 

Experimentos de animales in vivo 

Para evaluar el efecto de los liposomas en los macrófagos de nicho de BM in vivo, los liposomas se 

inyectaron por vía intravenosa en ratones. La dosis de lípidos de los liposomas inyectados fue de 200 

mg/kg (aproximadamente 4 mg/ratón). Los huesos y muestras de sangre periférica fueron recolectados 

para su análisis en los puntos de tiempo indicados. Los tratamientos con anticuerpos se administraron 

mediante inyección intraperitoneal en los puntos de tiempo indicados después de la inyección de lipooma. 

Los anticuerpos anti-IL-6 (MP5-20F3; BioLegend) y anti-IL-1 (B122; BioLegend) se utilizaron 

anticuerpos o los controles respectivos a dosis de 10 mg/kg. 

Cuantificación de los niveles de citoquinas en el fluido extracelular de BM 

Para recolectar líquidos extracelulares BM para su análisis, se diseccionó un fémur en los puntos de 

tiempo indicados después de la inyección de lipooma y se enrojeció inmediatamente en PBS de helados 

de 300 .l. La solución se centrifugó a 15.000 g durante 5 minutos. El partente del siesta se almacenó a 

80oC. Los niveles de citoquina se midieron con kits ELISA (BioLegend) de acuerdo con las instrucciones 

del fabricante. 

Visita de organelle en células vivas 

Los macrófagos estaban semillas en platos confocales (Nest). Para la tinción LD, los macrófagos se 

incubaron en medio suplementado con 1 g/ml BODIPY 493/503 (Invitrogen) durante 30 min. Para la 

tinción de lisoso, los macrófagos fueron incubados en medio suplementado con 100 nM LysoTracker Red 

(Invitrogen) durante 30 min. Para la tinción de Urgencias, los macrófagos se lavaron primero dos veces 

con HBSS (subplementado con Ca 
2
 y Mg 

2o
) y luego fueron incubados en diluyente suplementado con 

500 nM ER-Tracker Red (Beyotime) durante 30 min. El núcleo se manchó con 2 g/ml Hoechst 33342 por 

2 min adicionales. Después de la incubación, las células fueron lavadas dos veces por imágenes de células 

vivas. 

Imaciasquímicas 

Para examinar la acumulación de LD en macrófagos de BM, las células individuales de la cavidad BM se 

incubaron en medio completo suplementado con 1 g/ml BODIPY 493/503 para 3 h y luego con 

anticuerpos BV4142 anti-mouse CD11b (M1/70; BioLegend) y APC anticuento F4/80 (BM8; 

BioLegend) durante 30 minutos adicionales a temperatura ambiente. Para manchar a perilipina 2 de LDs, 

los macrófagos se fijaron recién fijado con un 4% de paraformaldehído (PFA) durante 10 min, y la 

membrana celular fue permebilizada con 0,01% de digitonina durante 30 min. Los anticuerpos 

antiperilipina 2 fueron incubados durante la noche a 4oC, seguidos por los anticuerpos secundarios para 2 

h a temperatura ambiente, 1 g/ml BODIPY 493/503 (Invitropogen) durante 30 min, y Hoechst 33342 

durante 30 min a temperatura ambiente. Después de la incubación, las células fueron lavados dos veces y 

se utilizaron para imágenes. 

Etaquecería y tinción de inmunofluorescencia 

Los huesos se diseccionaron y se fijaron en el helade 4% PFA para 6 h a 4oC. Luego, las muestras óseas 

fueron lavadas con PBS bajo una suave agitación durante la noche a 4oC para extirpar PFA. Después de 

la deshidratación con 30% de sacarosa durante al menos 2 días, los huesos fueron incrustados en OCT y 



se dividen por una Leica criostata (Leica, Alemania). La mitad de los huesos fueron lavados con PBS para 

eliminar OCT y bloqueados con 2% BSA durante 30 minutos. Los anticuerpos primarios fueron 

incubados durante la noche a 4oC, seguidos por los anticuerpos secundarios durante 2 h a temperatura 

ambiente, y Hoechst 33342 durante 30 min a temperatura ambiente. Después de la incubación, lazos 

medio se lavaron dos veces con PBS para obtener imágenes. Se utilizaron los siguientes anticuerpos: 

anticuerpo monoclonal antimouse antimouse enclonal (eBioV.7C7; Invitrogen) y anticuerpo antiratú 

antiratú FITC. 

Imágenes confocal 

Las imágenes fueron adquiridas utilizando un microscopio confocal de fluorescencia Zeiss LSM 880 

(Zeiss, Alemania) con láseres fijos (405, 488, 561, y 633 nm). Adquirimos BODIPY493/503, imágenes 

de DiO, o FITC en 488 nm excitación, Hoechst 33342 o BV421 imágenes en 405 nm excitación, y 

imágenes de APC o DiD en 633 nm excitación. Posteriormente se importaron imágenes al software 

ImageJ (Institutos Nacionales de Salud) para su análisis. 

Biodistribución in vivo de liposomas 

Para mapear la biodistribución in vivo de los liposomas, los liposomas cargados de DiD (25 .g DiD por 

ratón) fueron inyectados por vía intravenosa en los ratones. El día 1 después de la inyección de lipooma, 

los huesos fueron cosechados para la obtención de imágenes de fluorescencia por el IVIS-Lmina S5TM 

(PerkinElmer). 

Análisis de sangre periférica y conteo de números de células BM 

Se recolectó sangre periférica en tubos que contenían EDTA. Los recuentos de glóbulos se obtuvieron 

con un analizador de hematología (Mindray, China). Para contar las células BM, las células BM fueron 

procesadas para generar suspensiones unicelulares. Los números totales de células BM se determinaron 

usando un analizador de hematología (Mindray). El número de diferentes tipos de células en el BM se 

calculó sobre la base del conteo de células BM y el análisis de citometría de flujo con marcadores 

apropiados. 

Análisis estadístico 

Los datos fueron analizados con el software GraphPad Prism (versión 8.0; GraphPad Software, Inc). Las 

comparaciones para dos grupos se calcularon usando los tensayos de estudiantes de dos colas sin empair, 

se calcularon comparaciones de más de dos grupos utilizando ANOVA unidiable con múltiples pruebas 

de comparación. Los datos se probaron para la distribución normal antes de su análisis. Los datos se 

presentan como la media de SD. Las diferencias se consideraron significativas cuando los valores de P 

estaban por debajo de 0,05. 

Resultados 

Los macrófagos de nichos de BM envuelven liposomas tras administración sistémica 

Para evaluar los posibles efectos secundarios de los liposomas, preparamos liposomas por el método de 

inyección de etanol en este estudio (2929). Los principales componentes de los liposomas son el 

fosfolípido natural y el colesterol (Fig. 1 A). Se ha demostrado que las propiedades fisicoquímicas, 

incluyendo el tamaño, la carga y la composición lipídica, afectan la eficiencia de la focalidad de las 

células (30). La mayoría de los materiales clínicos son de tamaño medio (de 10 a 300 nm de diámetro) (5, 

77). En este estudio, el diámetro medio de los liposomas fue de aproximadamente 160 nm (fija 

desparpamental. S1 A), y el potencial de zeta media era de aproximadamente 5,9 mV cuando los 

liposomas se disolvieron en agua (fija desparpamental. S1 B). 
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1. Descargar: Descargar imagen de alta resolución (3MB) 

2. Descargar Descargar imagen a tamaño completo 

Fig. 1. Los liposomas se acumulan en macrófagos de nicho de BM después de la administración 

sistémica. R: Estructura escématica de liposomas. B: Configuración experimental. Los liposomas se 

inyectaron por vía intravenosa en las venas de rabo de ratones. El día 1 después de la inyección de 

lipooma, se cosecharon huesos para su análisis. C: Representar imágenes del sistema de imágenes in vivo 

de huesos de ratones normales (N) y ratones normales inyectados con liposomas cargados de DiD (N . 

Lipo-DiD). D: IF se utilizó para investigar la distribución de liposomas cargados de DiD en los huesos 

después de la inyección sistémica; Endomucina (color verde), DiD (color rojo), núcleos (color azul, 

Hoechst 33342); la barra de escala representa 500 mimos. E: Estrategia de clasificación para la 

cuantificación de los macrófagos de nicho de BM. F: Se utilizó un citómetro de flujo para evaluar la 

intensidad de fluorescencia DiD de F4/80 y 
+
CD11b

,
 células 

de
 médula ósea en ratones después de la 

inyección de liposoma cargada de DiD. Los datos se calcularon a partir de ratones individuales (n = 3). 

Todos los experimentos se repitieron al menos dos veces, y se muestran resultados representativos. 

Para evaluar la biodistribución de los liposomas in vivo, los liposomas fueron etiquetados con el tinte de 

carbocínina lipófilica (DiD) (Fig. 1 B). Utilizando un sistema de imágenes in vivo, se detectaron fuertes 

señales de fluorescencia DiD en los huesos de los ratones el primer día después de la inyección sistémica 

(fig. 1 C). Estos resultados sugieren que los liposomas cargados de DiD fueron envueltos por células BM. 

A continuación, investigamos la distribución de liposomas en el BM en una resolución unicelular. El BM 

es un tejido altamente vascularizado en el que la vasculatura de BM trabaja en coordinación con otras 

células estromales perificios perivasculares para apoyar y regular la hematopoyis (15, 1616). Imágenes de 

inmunofluorescencia mostraron que muchas células perias fueron etiquetadas con el tinte DiD (Fig. 1 D). 

Se utilizó citometría de flujo para determinar la identidad de estas células DiD positivas. Encontramos 

que la mayoría de las células DiD positivas eran positivas para marcadores de macrófagos (CD11b y 

F4/80) (fig subesuprmental. S1 C). Además, aproximadamente el 70% de los macrófagos de nicho de BM 

positivo CD11b- y F4/80 fueron manchados con el tinte DiD (Fig. 1 E, F). Estos resultados indicaron que 

una alta proporción de macrófagos de nicho de BM envolvió los liposomas después de la administración 

sistémica. Los macrófagos de nicho de BM juegan un papel fundamental en la regulación de la 

hematopoyis de BM; sin embargo, el efecto del engullimiento liposome en las funciones de nicho de 

macrófagos BM no se ha aclarado claramente. 

La absorción de lipooma induce la activación proinflamatoria de macrófagos in vitro e in vivo 

Para investigar el efecto de la absorción de lipoomas en las funciones de macrófagos, utilizamos células 

BM de ratón para desarrollar macrófagos primarios (figupcional. S2 A, B). Aquí, desarrollamos dos 

subtipos de macrófagos activados (proflamatorios M1 y antiinflamatorios M2) de macrófagos ingenuos 

(M0) usando diferentes citocinas (3131) (fija subplemental. S2 A). Los resultados de RT-qPCR mostraron 

que los macrófagos M1 presentaron altos niveles de expresión CD86 y NOS2, mientras que los 

macrófagos M2 tienen expresión elevada de CD206 y Arginase-1 (fija subsuprmental. S2 C), indicando 

que los macrófagos ingenuos se habían polarizado con éxito en los estados de activación como se 

esperaba. 

A continuación, administramos liposomas para activar macrófagos in vitro. Usando microscopía confocal, 

encontramos que los macrómas envolvieron liposomas cargados DiD 2 h después de la administración 

(Fig. 2 A). Los resultados de RT-qPCR mostraron que los macrófagos M2 tratados con lipoomas habían 

aumentado la expresión génica de marcadores M1 (como CD86 y NOS2NOS2) y disminución de la 

expresión génica de marcadores M2 (como CD206 y Arginase-1) (fijaupplemental. S2 D). Estos 

hallazgos indicaron que la absorción de lipoomas provocó la repolarización de macrófagos M2 hacia el 

fenotipo proinflamado. Tanaka y otros. (32) reportaron hallazgos similares, a saber, que los liposomas 

regulan la expresión de CD80 y CD86 en células dendríticas desinquisivas de BM. Además, la absorción 

de liposoma elevó la expresión génica de citocinas proinflamatorias (IL-6 e IL-1) en macrófagos M2 (Fig. 

2 B). 
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1. Descargar: Descargar imagen de alta resolución (869KB) 

2. Descargar Descargar imagen a tamaño completo 

Fig. 2. La administración de lipooma induce la activación inflamatoria de los macrófagos. A: Panorama 

escénica de los procedimientos experimentales. Imágenes representativas de la deposición de lipooma 

(color rojo, DiD) en macrófagos (color azul, núcleo). La dosis de liposomas para el tratamiento in vitro de 

células fue de 1 mg/ml. La barra de escala representa 20 mimos. B: Doce horas después de la 

administración de lipoomas, se utilizó RT-qPCR para evaluar la expresión de genes IL-6 e IL-1 en 

macrófagos activados. Un punto representa los datos de macrófagos derivados de un ratón (n = 3). C: 

Configuración experimental. El día 3 después de la inyección intravenosa de lipooma, se cosecharon 

huesos para su análisis. D: Se utilizó citometría de flujo para evaluar la expresión del marcador de 

superficie (CD86 y CD206) de F4/80 - 
+
CD11b - 

+
BM macrófagos de ratones normales (N) y ratones 

normales inyectados con liposomas (N . Lipo). Fluorescencia CD86 y CD206 (MFI) en macrófagos de 

nicho BM no tratados o aquellos tratados con liposomas. Los puntos representan datos de ratones 

individuales (n = 3). E: Niveles de las citocinas inflamatorias indicadas en el líquido extracelular del BM 

de los ratones después de la administración de liposome. Los puntos representan datos de ratones 

individuales (n = 5). Todos los experimentos se repitieron al menos dos veces, y se muestran resultados 

representativos. MFI, intensidad de fluorescencia mezquina. 

Para investigar si el efecto de la absorción de lipoomas en la activación del macrófago sigue siendo 

significativo in situ, también analizamos los cambios en la expresión de marcadores de superficie en 

macrófagos de BM antes/después de la administración de lipoomas (Fig. 2 C). Los resultados de la 

citometría de flujo mostraron que la administración de lipoomas regulaba la expresión proteica de CD86 
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en macrófagos de nicho de BM (Fig. 2 D). Los cambios en la expresión del marcador de superficie 

CD206 en macrófagos de nicho de BM no fueron significativos (Fig. 2 D), que podría ocurrir debido a la 

retención de marcadores 33proteicos (33). También analizamos los niveles de citocinas proinflamatorias 

en el fluido extracelular del BM de los ratones tratados con lipooma. Los resultados de ELISA mostraron 

que los niveles de IL-6 e IL-1 en el fluido extracelular BM se incrementaron significativamente después 

de la administración de litosomas (Fig. 2 E). Demostramos que después de la extravasación, la mayoría de 

los liposomas fueron envueltos por macrófagos de nicho BM (Figupcional. S1 C). Por lo tanto, el 

aumento de las citocinas proinflamatorias en el líquido extracelular del BM podría resultar de la 

activación proinfatoria de los nichos de BM macrofaces después de la absorción de lipoomas. En general, 

estos hallazgos sugieren que la absorción de lipooma induce la activación proinflamatoria de macrófagos 

in vitro e in vivo. Sin embargo, se necesitan nuevos experimentos para investigar cómo la absorción de 

lipoomas apoya la activación proinflamatoria de los macrófagos M2. 

Macrófagos tratados con lipoomas exhibe acumulación de LD in vitro e in vivo 

Las células de la espuma son macrófagos M2 cargados de grasa, y pueden secretar citocinas 

proinflamatorias para mantener el microambiente inflamatorio local en los sitios de lesiones (34, 35, 36). 

Inspirados por la formación de células de espuma, especulamos que la degradación del lipooma y sus 

cascadas podrían correlacionarse con la activación inflamatoria de los macrófagos M2 después de la 

administración de lipoomas. 

Similar a las composiciones de los LDLs, un liposoma es una vestimácil esférica que contiene 

fosfolípidos y moléculas de colesterol. Anteriormente, descubrimos que a diferencia de los NP no libios, 

los liposomas podían inducir la formación de LD en macrófagos. En este estudio, el tinte BODIPY se 

utilizó para manchar LDs en macrófagos antes/después de la administración de lipoomas. Usando 

microscopía confocal, encontramos que los macrófagos M1 exhibieron mayor acumulación de LD que 

descansar M0 y macrófagos M2 activados antes de la administración de liposomas (Fig. 3 A), que era 

coherente con los informes anteriores (37, 38). La administración de liposomas indujo acumulación de 

gotitas positivas con BODIPY en macrófagos M0 y M2, produciendo macrófagos parecidos a las células 

de espuma (Fig. 3 B). Perilipin 2 (también conocido como adipophilin) es una proteína asociada a la LD y 

localizada exclusivamente en la superficie de los LDs (3939). Imágenes de inmunofluorescencia 

mostraron que las gotitas positivas de BODIPY en macrófagos M2 tratados con lipoomas también fueron 

positivas para perilipin 2, confirmando su identidad LD (Fig. 3 C). Además, encontramos que otro 

lipooma comercial (que contiene fosfatiilcolina y colesterol, proporcionado por Liposoma BV) también 

indujo la formación de LD e inflamación estéril en macrófagos M2 (Fig desupplemental. S3 A, B). Esto 

es consistente con estudios previos que muestran que varios NPs basados en lípidos que contienen 

diferentes fosfolípidos inducen eficientemente acumulación de LD en macrófagos (40, 41). 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022227522001067#fig2
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022227522001067#fig2
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022227522001067#bib33
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022227522001067#fig2
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022227522001067#appsec1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022227522001067#bib34
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022227522001067#bib35
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022227522001067#bib36
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022227522001067#fig3
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022227522001067#bib37
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022227522001067#bib38
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022227522001067#fig3
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022227522001067#bib39
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022227522001067#fig3
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022227522001067#appsec1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022227522001067#bib40
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022227522001067#bib41
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2. Descargar Descargar imagen a tamaño completo 

Fig. 3. La administración de lipooma induce la acumulación de LD en macrófagos. R: Configuración 

experimental. Imágenes representativas de microscopía confocal de LDs (color verde, BODIPY) y 

núcleos (color azul, Hoechst 33342) en macrófagos antes de la administración de liposome. La barra de 

escala representa 25 micras. B: Configuración experimental. Imágenes representativas de microscopía 

confocal de fluorescencia de LDs (color verde, BODIPY) y núcleos (color azul, Hoechst 33342) en 
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macrófagos después de la administración de lipoomas. La barra de escala representa 25 micras. C: 

Editómenos de microscopía confocal de fluorescencia representativas de LDs (color verde, BODIPY), 

perilipin 2 (color rojo) y núcleos (color azul, Hoechst 33342) en macrófagos después de la administración 

de lipoomas. La barra de escala representa 10 micras. D: Configuración experimental. El día 1 después de 

la inyección intravenosa de lipooma, los huesos se cosecharon para su análisis. E: Se utilizó citometría de 

flujo para evaluar la intensidad de fluorescencia BODIPY de F4/80 
.
 CD11b 

.
 BM macrófagos de ratones 

normales (N) y ratones normales inyectados con liposomas (N . Lipo). Bodipy 493/503 fluorescencia 

(MFI) en macrófagos de nicho BM no tratada o aquellos tratados con liposomas. Los puntos representan 

datos de ratones individuales (n = 3). F: Imágenes representativas de fluorescencia de LDs en macrófagos 

de nicho de BM después de inmunocitoquímica (ICC) y tinción BODIPY gratuita. Morfología celular 

(color gris, campo brillante), LDs (color verde, BODIPY), F4/80 (color rojo) y CD11b (color azul). La 

barra de escala representa 10 micras. Todos los datos mostrados fueron representativos de dos carreras 

independientes de experimentos. Todos los experimentos se repitieron al menos dos veces, y se muestran 

resultados representativos. MFI, intensidad de fluorescencia mezquina. 

Para investigar si los LDs se acumulan en macrófagos de nicho de BM después de la administración 

sistémica de lipooma, se cosechó BM para preparar una suspensión unicelular el día 1 después de la 

administración; estas células fueron manchadas con tinte BODIPY para su análisis (Fig. 3 D). Los 

resultados de la citometría de flujo mostraron que los 
++

macrófagos de BM F4/80 y CD11b de ratones 

inyectados en lipooma tenían una intensidad de fluorescencia BODIPY más alta que las de ratones 

normales (Fig. 3 E). Morfológicamente, usando microscopía confocal, encontramos que F4/80 - 
+
CD11b - 

+
BM macrófagos acumulados LDs después de la inyección de lipooma (Fig. 3 F). Colectivamente, estos 

datos sugieren que la absorción de lipooma desencadena la biogénesis LD en macrófagos in vitro e in 

vivo, pero aún se desconoce si esto contribuye a la reactivación de los macrófagos. 

La biogénesis de LD contribuye a la inflamación del macrófago tras el engullimiento lipooma 

Los LDs son cada vez más reconocidos como actores dinámicos en la regulación inmune (42, 43). 

Estudios recientes han demostrado que los macrófagos mejoran la biogénesis LD para apoyar la defensa 

del huésped cuando se expone a estímulos inflamatorios, como parásitos, bacterias y virus (44, 45, 46). 

Para dilucidar la relación entre la degradación del lipooma y la formación de LD en macrófagos, el tinte 

de LysoTracker Red se utilizó para manchar lisosomas en macrófagos M2 después de la administración 

de lipooma cargada de DiO (Fig. 4 A). Usando microscopía confocal, encontramos que las vesículas 

etiquetadas con DiO se solaparon con LysoTracker Los lisosomas positivos de rojo (Fig. 4 B), indicando 

que los liposomas se acumularon en lisosomas después de la endocitosis. Este hallazgo es consistente con 

un informe anterior de que los liposomas son ingeridos por macrófagos vía endocitosis, y los endoomas se 

47fusionan posteriormente con lisosomas que contienen fosfolilipasas (47). Las fosfoliposasas lisosomal 

pueden interrumpir las bicapas de lipoomas y hidrolyze fosfolípidos para producir ácidos grasos libres 

(4848), proporcionando los ingredientes comunes para la formación de LD en macrófagos. 
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Fig. 4. La formación LD se correlaciona con la activación inflamatoria de los macrófagos. R: 

Configuración experimental. Los liposomas cargados de DiO se administraron a macrófagos cultivados in 

vitro; 3 h después de la administración de lipoomas, los macrófagos se contratenían con LysoTracker Red 

y Hoechst 33342. B: Imágenes confocales de liposomas etiquetadas y lisoomas en macrófagos; liposomas 

(color verde, DiO), lisofos (color rojo, LysoTracker), y núcleos (color azul, Hoechst 33342); la barra de 

escala representa 25 micras. C: Doce horas después de la administración de lipoomas, se utilizó RT-qPCR 

para evaluar la expresión génica DGAT1 y DGAT2 de macrófagos M2. Un punto representa los datos de 

macrófagos derivados de un ratón (n = 3). D: Configuración experimental. Los macrófagos fueron 

analizados 12 h después de la administración de liposome en presencia o la ausencia de inhibidores de la 

DGAT. Luego, se utilizó citometría de flujo para evaluar la intensidad de fluorescencia BODIPY de 

macrófagos M2 después del tratamiento (M2, M2 - Lipo, M2 - . BODIPY 493/503 fluorescencia (IMP) en 

macrófagos no tratados o en los tratados con liposomas e inhibidores. Un punto representa los datos de 

macrófagos derivados de un ratón (n = 3). E: Imágenes confocal confocal de flujo reeconecence de LDs 

(color verde, BODIPY) y núcleos (color azul, Hoechst 33342) en macrófagos de M2 después del 

tratamiento (M2 y lipo, M2 - lipo y DGATi). La barra de escala representa 25 mimos. F: RT-qPCR se 

utilizó para evaluar la expresión génica IL-6 e IL-1 de macrófagos M2 después del tratamiento (M2, M2 - 

Lipo, M2 - DGATi). Un punto representa los datos de macrófagos derivados de un ratón (n = 3). Todos 

los experimentos se repitieron al menos dos veces, y se muestran resultados representativos. MFI, 

intensidad de fluorescencia mezcló. 

Triacylglierols (TAG) son los principales componentes de las enzimas LDs, y acyl-CoA:diacylglycerol 

aciltransferasa (DGAT) son las únicas enzimas comprometidas con la biosíntesis de TAG (4949). 

También investigamos la expresión génica relativa de enzimas responsables de la biogénesis LD. 

Utilizando RT-qPCR, encontramos que la expresión génica de DGAT-1 y DGAT-2 fue elevada en 

macrófagos tratados con lipooma, lo que indica que estos macrófagos habían mejorado las capacidades de 
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biogénesis LD (Fig. 4 C). Castoldi y otros. (3838) encontró que la inhibición de la síntesis de TAG 

suprime la producción de citocinas inflamatorias, como IL-1 e IL-6. Para determinar el papel de la 

síntesis de TAG en la producción de citocinas proinflamatorias, se utilizó un inhibidor de la DGAT1 

(T863) y un inhibidor de la DGAT2 (PF-06424439) para pretratar macrófagos bajo administración de 

lipoomas (fig. 4 D). Los resultados de la microscopía confocal y la citometría de flujo mostraron que los 

inhibidores de la DGAT suprimieron el desarrollo y la acumulación de LD (Fig. 4 D, E) y la expresión de 

genes en macrófagos tratados con liposomas ( F). En conjunto, los datos indican que el desarrollo de LDs 

soporta la activación proinflamatoria de los macrófagos M2 después de la absorción de lipoomas. 

La biogénesis LD inducida por la deposición del lipooma inicia el estrés de la ER en macrófago y 

regula la expresión génica proinflamatorio 

La formación LD se produce en el lado citoplasoplasmic de la membrana de Urgencias (5050). Urgencias 

suministra la mayoría de las moléculas necesarias para la biogénesis LD (4949). En este estudio, el tinte 

de ER-Tracker se utilizó para manchar la ERE en macrófagos M2 antes/después de la administración de 

lipoomas (fig. 5 A, B). Utilizando microscopía confocal, encontramos que unos pocos LDs se 

superpusieron con los túbulos de Urgencias 3 h después de la administración de lipoomas, mientras que 

algunos LDs más grandes dejaron Urgencias y fueron distribuidos en el citoplasma 12 h después de la 

administración de lipoomas (fig. 5 C, D). Estos datos demuestran que la biogénesis LD inducida por 

liposomes se produce en la membrana de Urgencias. 
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1. Descargar: Descargar imagen de alta resolución (1MB) 

2. Descargar Descargar imagen a tamaño completo 

Fig. 5. La biogénesis LD inducida por el liposome interrumpe la homeostasis de ER en macrófagos. R: 

Configuración experimental. Los liposomas se administraron a macrófagos de cultivo in vitro; 3 h y 12 h 

después de la administración de lipoomas, los macrófagos se contraten con BODIPY, ER-Tracker Red y 

Hoechst 33342. B: Emoción confocal de flujo divisor de imágenes de Urgencias (color rojo rojo de ER) y 

núcleos (color azul, Hoechst 33342) en macrófagos antes de la administración de liposome. La barra de 

escala representa 20 micras. C, D: Imágenes de microscopía confocal de fluorescencia representativas de 

LDs (color verde, BODIPY), ER (color rojo ER-Tracker) y núcleos (color azul, Hoechst 33342) en 

macrófagos 3 h o 12 h después del tratamiento con liposoma. La barra de escala representa 20 micras. E: 

Configuración experimental. RT-qPCR se utilizó para evaluar el gen relacionado con el estrés de 

Urgencias (CHOP, ATF4ATF4, Bip, XBP1 y Spl-XBP1Spl-XBP1) en macrófagos M2 después del 

tratamiento (M2, M2 y Lipo). Un punto representa los datos de macrófagos derivados de un ratón (n = 3). 

F: RT-qPCR se utilizó para evaluar la expresión génica IL-6 e IL-1 de macrófagos M2 después de 12 h de 

tratamiento con lipooma en presencia o la ausencia de inhibidores de la NF-B (M2, M2 y Lipo, M2 y 
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Lipo y Lipo y BAY). Un punto representa los datos de macrófagos derivados de un ratón (n = 3). Todos 

los experimentos se repitieron al menos dos veces, y se muestran resultados representativos. 

Los estresores fisiológicos y patológicos interrumpen la homeostasis ER, y esto se conoce como estrés de 

Urgencias. Por ejemplo, la incorporación anormal de lípidos en Urgencias puede contribuir al inicio del 

estrés de la ERE (51, 52). La acumulación de evidencia sugiere que el estrés de la ERE es una de las 

características de las células de espuma que se encuentran en las placas ateroscleróticas (53, 54). La 

expansión de Urgencias es un sello distintivo del estrés de Urgencias (5555). En este estudio, también 

encontramos que la absorción de lipooma desencadena la expansión de Urgencias en macrófagos M2 

(Fig. 5 B, D), indicando que el desarrollo de LD podría inducir estrés de Urgencias. La señalización de 

estrés de ER se produce a través de la activación de tres sensores de transmembrana de ER, y estas vías de 

señalización activan los programas transcripción de kinase/doribonuclea de ER (IRE1o) mediado, 

activando el factor de transcripción 6 (ATF6) y proteína-como kinase kinase (PERK) programas de 

transcripción programado de ER mediate (5656). Para verificar esta hipótesis, evaluamos la homeostasis 

de Urgencias y el estrés antes/después de la administración de lipoomas. Utilizando RT-qPCR, los 

marcadores de las vías de señalización de estrés de Urgencias se expresaron en niveles más altos en 

macrófagos después de la absorción de lipoomas (Fig. 5 E), indicando que el tratamiento con lipooma 

indujo el estrés de las ERE y activó las vías del sensor de Urgencias en macrófagos M2. 

Diferentes líneas de investigación han revelado que las vías activadas por el estrés de las Urgencias 

pueden iniciar una inflamación estéril (5656). En respuesta al estrés de Urgencias, la vía mediada por 

IRE1 inicia la degradación de I-B y conduce a la activación de NF-B. El NF-B activado migra al núcleo e 

induce la transcripción de genes 57inflamatorios, como TNF-a, IL-1 y IL-6 (57). A continuación, 

investigamos si el estrés de Urgencias está involucrado en la reactivación de los macrófagos tratados con 

lipooma. BAY 11-7082 es un inhibidor de la fosforilación y el NF-B (5858). Después del tratamiento con 

BAY 11-7082, la expresión génica de citocinas proinflamatorias en macrófagos tratados con lipoomas se 

bloqueó significativamente (Fig. 5 F). Se hace evidente que la absorción de lipooma desencadena la 

activación inflamatoria del macrófago a través de la vía de ERE de ER mediada por estrés de Urgencias-

/NF-B. 

Macomas de nicho de BM disfuncionales afectan a la hematopoyis tras la entrega sistémica de 

lipooma 

A continuación, investigamos el efecto de los macrófagos tratados con lipoomas en la hematopois de BM 

(Fig. A). Los cambios en los recuentos de células sanguíneas periféricas son indicativos de la dinámica 

HSC en el nicho de BM. Curiosamente, encontramos que los liposomas indujeran cambios a largo plazo 

en los recuentos de células sanguíneas periféricas, como un aumento del número de monocitos y un 

número disminuido de glóbulos rojos (Fig. 6 B y Fija suplementaria. S4 A). Estos resultados indican que 

podría haber una perturbación persistente del nicho de BM HSC después de la administración de 

lipoomas sistémicos. 
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1. Descargar: Descargar imagen de alta resolución (1MB) 

2. Descargar Descargar imagen a tamaño completo 

Fig. 6. Los macrófagos de nicho de BM disfuncionales afectan a la hematopoyis tras la entrega de 

lipoomas. R: Configuración experimental. Los huesos y las muestras de sangre periférica se recolectaron 

para su análisis en los puntos de tiempo indicados después de la inyección de lipooma. B: Cambios en los 

recuentos de glóbulos rojos y en células sanguíneas de sangre periférica después de la administración de 

lipoomas. Los puntos representan datos de ratones individuales (n = 5). C: El número de células 

nucleadas de BM en los fémures de los ratones 7 días después de la administración de lipoomas. Los 

puntos representan datos de ratones individuales (n = 3). D: Estrategia de referencia para la cuantificación 

de 
−++

las celdas de LSK (Lin c-Kit - Scal-1 -). E: El número de células LSK en los fémures de los ratones 

7 días después de la administración de lipoomas. Los puntos representan datos de ratones individuales (n 

= 3). F: El porcentaje de LT-HSCs, HSC a corto plazo, células MPP2 y MPP3/4 en la población de 

células LSK. Los puntos representan datos de ratones individuales (n = 3). G: El porcentaje de 
++

células 

de Gr-1 de CD11b en la población celular nucleada de BM. Los puntos son datos de ratones individuales 

(n = 3). H: Configuración experimental. Los ratones fueron inyectados con liposomas y luego tratados 

con bloqueo anti-IL-6, bloqueo anti-IL-1 en los puntos de tiempo indicados, o sin tratamiento (control). 

Luego se recolectaron huesos y muestras de sangre periférica para su análisis. I: Cambios en los recuentos 

de monocitos de sangre periférica después de la administración de lipoomas y el tratamiento de 

anticuerpos. Los puntos representan datos de ratones individuales (n = 5). J: El porcentaje de 
++

células de 

CD11b y Gr-1 en la población celular nucleada de BM después de la administración de liposomas y el 

tratamiento con anticuerpos. Los puntos representan datos de ratones individuales (n = 3). K: Estrategia 

de calificación para la cuantificación de proerythroblalasts (Pro-E), basofotos eritroblas (Baso-E), 

eritrofos eritos policromatices (Poly-E), y eripitallas eritrobrás orto-otors (Ortho-E) en parcelas de 

citometría de flujo de células individuales de CD71 y Ter119 manchadas. L: El porcentaje de células Pro-

E, Baso-E, Poly-E y Ortho-E en células de BM Ter119 
.
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puntos representan datos de ratones individuales (n = 3). Todos los experimentos se repitieron al menos 

dos veces, y se muestran resultados representativos. 

Para verificar esta hipótesis, investigamos la dinámica de las células BM el día 7 después de la 

administración de lipoomas. Se encontró una disminución significativa en el número total de células 

nucleadas de BM en ratones tratados con lipooma (Fig. 6 C). A continuación, analizamos los HSC y las 

células 
−++

progenitoras hematopoyéticas (Lin Sca1 - c-Kit y LSK) en el BM (Fig. 6 D) (5959). En 

comparación con los ratones no tratados, se redujo el porcentaje y el número absoluto de células LSK 

totales en ratones tratados con lipooma (Fig. 6 E y Fija suplementaria. S4 B). Las células LSK se pueden 

subdividir en HSCs a largo plazo (LT-HSCs), HSCs a corto plazo, MPP2 (celular progenitor 

multipotente), y MPP3/4 (Fig. 6 D) (6060). Los ratones tratados con liposomas tenían un porcentaje 

disminuido de LT-HSC y un porcentaje mayor de HSC a corto plazo en la población de células LSK (fig. 

6 F). Además, el número absoluto de LT-HSC totales en el BM de ratones tratados con lipoomas 

disminuyó significativamente (figuplementmental. S4 C), indicando que la homeostasis HSC fue 

interrumperada después de la entrega de lipooma. 

Además de HSCs/células progenitoras hematopoyéticas, también analizamos otras células sanguíneas en 

el BM. Encontramos que el porcentaje de 
++

células mieloides CD11b - Gr-1 entre células BM nucleadas 

se incrementó significativamente después de la administración de lipoomas (Fig. 6 G). Estos datos 

indicaban que la administración lipooma inducía la diferenciación y salida sesgada de mieloide, lo que era 

consistente con los hallazgos del recuento de sangre periférica (Fig. 6 B). Se ha demostrado que IL-6 e 

IL-1 regula la diferenciación mieloide (61, 62, 63, 64). Es el aumento del nivel de IL-6 y/o IL-1 en el 

fluido extracelular del BM un factor que explica la diferenciación mieloide después de la administración 

de lipoomas? Para verificar esta hipótesis, se inyectó a ratones con liposomas y luego se les trató con 

bloqueo anti-IL-6, bloqueo anti-IL-1o, o sin tratamiento (control) (fig. 6 H). En comparación con el grupo 

control, los ratones tratados con lipooma que recibieron bloqueo IL-6 mostraron un número reducido de 

monocitos de sangre periférica y porcentaje de células mieloides BM, mientras que estos ratones que 

recibieron bloqueo de IL-1 no mostraron cambios generales (fig. 6 I, J), indicando que el nicho de nicho 

de BM IL-6 en lugar de IL-1 promovió la diferenciación mieloidea de una manera paracrina después de la 

administración de liposome. 

Para investigar el efecto de la macrófago BM inducida por lipoomas disfuncional en la eritroposis, se 

utilizaron Ter119 y CD71 para mapear el desarrollo de eritroblast (Fig. 6 K). Utilizando la citometría de 

flujo, encontramos que la inyección de lipooma redujo notablemente el porcentaje de eritroblastos 
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ortocromatic entre 
+
las células Ter119 (Fig. 6 L), indicando que la maduración eritemroid tardía fue 

bloqueada. Una disminución significativa en el número absoluto de eritroblasrottas ortocromáticas se 

observó después de la administración de lipoomas (fija desparpamental. S4 D). Los resultados del 

recuento de glóbulos sanguíneos periféricas mostraron que la administración de lipooma redujo el número 

de glóbulos rojos maduros en el torrente sanguíneo (Fig. 6 B), que es consistente con los hallazgos de los 

análisis de BM. En conjunto, estos datos sugieren que los macrófagos de BM disfuncionales afectan la 

hematopoyis después de engullir los liposomas. 

Debate 

Los liposomas han sido ampliamente estudiados para la entrega de diferentes tipos de medicamentos, 

como ácidos nucleicos, fármacos moleculares y reactivos diagnósticos. Afortunadamente, algunas de 

estas plataformas NP han resultado en formulaciones de fármacos que han alcanzado el desarrollo clínico 

1(1). Aunque los liposomas son engullidos por las células dial después de su administración sistémica, la 

mayoría de los liposomas son aclarados por macrófagos en el MPS, como el hígado, el bazo, el BM y los 

ganglios linfáticos 7(7). Los macrófagos del MPS también forman parte del sistema inmunitario innato, 

que ha planteado la cuestión de si la absorción de lipoomas por células fagocíticas afecta sus funciones. 

Se han realizado múltiples estudios de seguridad in vitro (6565); sin embargo, hay muy pocos estudios 

que se hayan centrado en el tóxico de los portadores de drogas en macrófagos en el MPS in vivo (66, 67). 

Un liposoma es una vestimula esférica que contiene lípidos, similar a las composiciones de LDL. Los 

macrófagos envuelven la LDL y forman células de espuma en las paredes de los vasos sanguíneos, y sus 

funciones inmunitarias críticas se disminuyen simultáneamente 68(68). Mostramos que la absorción de 

lipooma indujo la formación de LD en los macrófagos, dándoles un aspecto celular de espuma. Este 

resultado es consistente con los hallazgos de Fujita et al. (40, 41). Se ha demostrado que las 

modificaciones en los números de LD y la composición de la proteína LD se correlacionan con los 

cambios en la función de las células inmunes, como la activación de células mieloides (4242). El presente 

estudio reveló que la formación de LD fue responsable de la activación inflamatoria de los macrófagos 

después de la absorción de lipoomas. Además, este estudio también reveló la importancia central del 

estrés de Urgencia inducido por biogénesis de LD en la activación inflamatoria de los macrófagos 

tratados con lipooma. 

A diferencia de otros órganos MPS, el BM es el sitio principal de la hematopoyis. Desde otro punto de 

vista, el BM es el suelo érifátil que enferma a los HSC. Los macrófagos de nicho de BM juegan papeles 

cruciales en la maduración esteroide y el mantenimiento de HSC en homeostasis (20, 2121, 69). La 

disfunción de los macrófagos de nicho de BM resulta en hematopoyis anormal y en diversas 

enfermedades (23, 24). En este estudio, encontramos que la administración de lipoomas provocó la 

activación proinflamatoria de los macrófagos de nicho de BM y afectó la hematopoyesis, por ejemplo, 

causando la producción mezclada y la eritropoyesis disemulada. Nuestros resultados son consistentes con 

otros informes que muestran que IL-6 e IL-1o son reguladores particularmente importantes de 

diferenciación mieloide que funcionan de manera paracrina (61, 62, 63, 64). Podría haber varias razones 

que expliquen la eritropoyesis deteriorada. En primer lugar, se ha demostrado que los macrófagos 

proinflamatorios son disfuncionales en el reciclaje de hierro y la fagocitosis (70). Además, se ha 

demostrado que la IL-6 limita la disponibilidad de hierro a los eritroblas durante las etapas de la síntesis 

de hemoglobina (71, 72). Estos hallazgos despiertan nuestra atención a la aplicación de NPs basados en 

lípidos en la práctica clínica, especialmente para pacientes con infección o disfunción hematopoyética de 

BM. Además, los recuentos de células sanguíneas periféricas son un índice importante para el diagnóstico 

clínico. Se observaron cambios persistentes en los recuentos de células sanguíneas periféricas después de 

la administración de lipoomas, que deben tenerse en cuenta cuando los pacientes reciben 

nanoformulaciones liposomales. 

Conclusión 

Aquí, investigamos los posibles efectos adversos de los liposomas en la hematopoyis. La absorción de 

lipooma induce la formación de células de la factorumaza y activación inflamatoria in vitro e in vivo. 

Proporcionamos además evidencia de que la degradación del lipooma después del engullido del lipooma 

causa la formación y acumulación de LD en macrófagos, y el estrés de Urgencias mediado por biogénesis 

de LD está involucrado en la activación inflamacional de los macrófagos. Además, también mostramos el 
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efecto de macrófagos de nicho disfuncionales de BM en hematopoyis en ratones. En conjunto, este 

estudio llama la atención sobre la seguridad de las nanomedicinas en la práctica clínica. 
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