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ABSTRACT

Introduction: solid lipid nanoparticles (SLNs) have emerged as promising drug delivery systems, standing out
for their biocompatibility and stability.

Objective: to evaluate the biocompatibility of SLNs formulated with myristyl myristate (MM) in human
lymphocytes through cytotoxicity, genotoxicity, and oxidative stress assays.

Method: SLNs were synthesized using sonication and characterized in terms of size, polydispersity index, and
zeta potential. Concentrations ranging from 18,75 to 300,00 pg/ml were selected for in vitro assays. Cell
viability was assessed using the MTT assay, while genotoxicity was analyzed through the Comet assay. Lipid
peroxidation was measured by quantifying thiobarbituric acid reactive substances (TBARs).

Results: after 24 hours of exposure, cell viability remained above 90 % at all concentrations. However, after
48 hours, viability decreased at concentrations of 150 and 300 pg/ml. No significant DNA damage or changes
in lipid peroxidation levels were observed under any tested condition.

Conclusion: these findings suggest that MM-based SLNs exhibit high in vitro biocompatibility, with no relevant
short-term cytotoxic or genotoxic effects. However, further studies in in vivo models and under prolonged
exposure conditions are necessary to assess their safety for biomedical applications.

Keywords: Solid Lipid Nanoparticles; Biocompatibility; Myristyl Myristate; Cytotoxicity; Genotoxicity;
Oxidative Stress.

RESUMEN

Introduccion: las nanoparticulas lipidicas solidas (SLNs) han surgido como sistemas prometedores para la
administracion de farmacos, destacandose por su biocompatibilidad y estabilidad.

Objetivo: evaluar la biocompatibilidad de SLNs formuladas con miristil miristato (MM) en linfocitos humanos
mediante ensayos de citotoxicidad, genotoxicidad y estrés oxidativo.

Método: las SLNs se sintetizaron utilizando sonicacion y se caracterizaron en términos de tamano, indice
de polidispersidad y potencial zeta. Se seleccionaron concentraciones entre 18,75 y 300,00 pg/ml para
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los ensayos in vitro. La viabilidad celular se evalué mediante el ensayo MTT, mientras que la genotoxicidad
se analizo con el ensayo Cometa. Ademas, se midié la peroxidacion lipidica mediante la cuantificacion de
sustancias reactivas al acido tiobarbitlrico (TBARs).

Resultados: los resultados indicaron que, tras 24 horas de exposicion, la viabilidad celular se mantuvo superior
al 90 % en todas las concentraciones. Sin embargo, a 48 horas, se observd una disminucion en la viabilidad en
concentraciones de 150 y 300 pg/ml. No se detecto dano significativo al ADN en ninguna de las condiciones
evaluadas, ni cambios en los niveles de peroxidacion lipidica.

Conclusion: estos hallazgos sugieren que las SLNs de MM presentan una alta biocompatibilidad en condiciones
in vitro, sin efectos citotdxicos ni genotdxicos relevantes a corto plazo. No obstante, estudios adicionales en
modelos in vivo y en exposiciones prolongadas seran necesarios para evaluar su seguridad en aplicaciones
biomédicas.

Palabras clave: Nanoparticulas Lipidicas Solidas; Biocompatibilidad; Miristil Miristato; Citotoxicidad;
Genotoxicidad; Estrés Oxidativo.

INTRODUCCION

La nanomedicina es un campo emergente que combina la nanotecnologia con la medicina para transformar la
atencion médica. Su desarrollo ha permitido avances significativos en la investigacion biomédica, optimizando
la administracion dirigida de medicamentos y contribuyendo al progreso de la medicina regenerativa. Ademas,
ofrece nuevas estrategias para el diagnostico y tratamiento de diversas enfermedades.

Las nanoparticulas (NP) son sistemas innovadores, con un tamaio que varia entre 1 y 100 nm, disefados
para la administracion de farmacos y agentes de diagndstico. Sus propiedades Unicas pueden modificar
significativamente el destino de los farmacos en el organismo, ya que actlian como vehiculos especializados
que prolongan su circulacion y favorecen su acumulacion en organos especificos.® Existen diversos tipos
de NP, entre ellas, nanoparticulas lipidicas, micelas poliméricas, polimerosomas, dendrimeros y liposomas.
Ademas, su capacidad para transportar multiples farmacos las convierte en candidatas dptimas para la terapia
combinada, una estrategia clave para enfrentar la resistencia a los farmacos.®

Las nanoparticulas lipidicas (LNP) representan un tipo de nanotransportador basado en lipidos utilizado
para la administracion de farmacos o acidos nucleicos con propiedades hidrofobas o hidroéfilas. Su versatilidad
las hace aplicables en diversos campos, incluyendo la terapia contra el cancer y las infecciones bacterianas,
la bioimagen, el diagndstico, la cosmética y la agricultura.®

Entre las variantes de las LNP, las nanoparticulas lipidicas solidas (SLNs) destacan por ser sistemas coloidales
compuestos de lipidos solidos a temperatura ambiente y corporal. Estas nanoparticulas estan formadas por
lipidos biodegradables como fase dispersa y un surfactante que actiia como emulsionante, lo que les confiere
estabilidad y versatilidad para diversas aplicaciones biomédicas.“>

Las nanoparticulas lipidicas sélidas (SLNs) presentan diversas ventajas, incluyendo la liberacion controlada
de farmacos, mayor estabilidad del principio activo, alta eficiencia de carga, capacidad para incorporar
compuestos lipofilicos e hidrofilicos, biocompatibilidad y viabilidad para produccion a gran escala.®” Debido a
estas propiedades, las SLNs han sido investigadas en multiples aplicaciones terapéuticas, como el tratamiento
del cancer, el uso de antimicrobianos y el abordaje de enfermedades del sistema nervioso central, entre
otras.®

Para avanzar hacia su uso clinico, es fundamental evaluar la toxicidad y biocompatibilidad de las
SLNs mediante estudios in vitro. Sin embargo, la informacién disponible sobre su perfil toxicolégico sigue
siendo limitada.® La biocompatibilidad de estas nanoparticulas puede analizarse a través de ensayos de
citotoxicidad, genotoxicidad y estrés oxidativo en modelos celulares.® Se ha propuesto que sus posibles
efectos toxicos podrian estar relacionados con la disrupcion de membranas, alteraciones en el potencial
de membrana, oxidacion de proteinas, interferencia en la transmision de energia, formacion de especies
reactivas de oxigeno y la liberacion de componentes toxicos. ("%

Por ello, en el presente estudio se evaluara la biocompatibilidad de diferentes concentraciones de
nanoparticulas lipidicas sélidas de miristil miristato (SLN de MM) en células humanas, utilizando ensayos de
citotoxicidad, genotoxicidad y estrés oxidativo.

METODO
Elaboracidn de las nanoparticulas lipidicas

Las nanoparticulas lipidicas solidas (SLNs) fueron preparadas utilizando miristato de miristilo (Crodamol™
MM), donado por Croda (Argentina). Se fundieron 400 mg de lipido (2,00 % p/v) en un bano de agua a 60-70
°C. Luego de 10 minutos, se anadio6 a la fase lipidica una solucion acuosa caliente (20 ml) que contenia 3,00
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% (p/v) de Pluronic® F68. Inmediatamente, la mezcla se someti6é a sonicacion durante 30 minutos (50 % de
amplitud), utilizando un procesador ultrasénico (130 W, Cole-Parmer, EE. UU.) equipado con una punta de
titanio de 6 mm. Finalmente, la dispersion se enfrio a temperatura ambiente y se almacené a 4 °C.

Caracterizacion de las nanoparticulas lipidicas

El diametro medio y la distribucion del tamano de las nanoparticulas se determinaron mediante
espectroscopia de correlacion de fotones (PCS) utilizando un Nano ZS Zetasizer (Malvern Instruments Corp,
Reino Unido) a 25 °C. El potencial zeta se midi6 mediante anemometria Doppler laser con el mismo equipo,
empleando longitudes de trayectoria de 10 nm. También se calculo el indice de polidispersidad (PDI). La
estabilidad fisica del sistema se evalué monitorizando cambios en el tamano medio y el potencial zeta durante
el almacenamiento a 4 °C en oscuridad por un periodo maximo de tres meses.

Seleccion de las concentraciones de SLNs de MM

Las concentraciones utilizadas se seleccionaron con base en la literatura disponible. Se establecieron
cinco concentraciones seriadas (18,75; 37,50; 75,00; 150,00 y 300,00 pg/ml), con las cuales se realizaron
ensayos in vitro. La seleccion se fundamento en estudios previos-12"3 y en la revision de Doktorovova. ¥

Obtencion de muestras de sangre humana

Se recolectaron muestras de sangre (10 ml) de tres individuos clinicamente sanos (25-35 anos) mediante
venopuncion con jeringa estéril heparinizada, previo consentimiento informado. Los participantes declararon
no padecer enfermedades infecciosas ni estar bajo tratamiento médico y/o farmacoldgico en los tres meses
previos a la toma de muestra. Se separ6 1 ml de sangre para la cuantificacion de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARs), mientras que el volumen restante se utilizo para el aislamiento de linfocitos, sobre
los cuales se realizaron ensayos de citotoxicidad y genotoxicidad.

Obtencion y exposicion de linfocitos a las SLNs de MM

Los linfocitos se aislaron mediante separacion por gradiente de densidad utilizando Ficoll tipo F-P (Sigma
Co.). Posteriormente, las células se cultivaron en placas de 96 pocillos con medio RPMI-1 640 suplementado
con 10 % de suero fetal bovino (SFB) y antibioticos. Las células fueron expuestas a las distintas concentraciones
de SLNs (0,00; 18,75; 37,50; 75,00; 150,00; 300,00 pg/ml) durante 24 y 48 horas en una incubadora a 37° C
con 5 % de CO2 y humedad controlada.

Evaluacién de citotoxicidad mediante ensayo de MTT

La citotoxicidad de las SLNs de MM se evalué mediante el ensayo de MTT. Tras la exposicion de los linfocitos a
las distintas concentraciones durante 24y 48 horas, se centrifugaron a 2 500 rpm, se descarto el sobrenadante
y se resuspendieron en 100 pl de RPMI-1 640 fresco. Se anadieron 10 pl de una solucion de MTT (1 mg/ml)
y las células se incubaron protegidas de la luz a 37° C con 5 % de CO2 durante 4 horas. Luego, se agregaron
50 pl de dimetilsulfoxido (DMSO) para disolver los cristales de formazan, y la absorbancia se midi6 a 560 nm
mediante espectrofotometria.

Ensayo Cometa (Electroforesis alcalina en células individuales)

El ensayo Cometa se realizd en linfocitos expuestos a SLNs de MM con una viabilidad superior al 85 %.
Se siguid el método descrito por Singh et al. ™ Los linfocitos de cada tratamiento se mezclaron con 75 pl
de agarosa de bajo punto de fusion (0,75 % en agua destilada a 37 °C) y se depositaron en portaobjetos
previamente recubiertos con una capa de agarosa de punto de fusion normal (0,75 %). Posteriormente, se
anadio otra capa de agarosa de bajo punto de fusion y se cubrieron con cubreobjetos.

Tras la solidificacion, los portaobjetos se sumergieron en solucion de lisis fria (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM,
Tris 10 mM pH 10, Tritdon X-100 al 1 % y DMSO al 10 %) a 4° C durante al menos 1 hora. Luego, se transfirieron
a una cubeta de electroforesis con solucion alcalina (NaOH 300 mM, EDTA 1 mM, pH 13) y se incubaron en
oscuridad a 4° C durante 20 minutos para el desenrollamiento del ADN. La electroforesis se realizé a 30 Vy
250 mA durante 25 minutos. Finalmente, las muestras se tifieron con 50 pl de bromuro de etidio (20 pg/ml) y
se capturaron imagenes de al menos 100 células por tratamiento, analizadas con el software CometScore™.

Determinacion de sustancias reactivas al dcido tiobarbiturico (TBARs)

La cuantificacion de TBARs se realizd segin el método descrito por Buege & Aust!'®, modificado por
Marcincak et al.” Se analizaron muestras de 1 ml de sangre de los tres donantes, expuestas a diferentes
concentraciones de SLNs de MM durante 4 horas a 37° C en incubadora. El malondialdehido (MDA) se utilizo
como referencia, obteniéndose por hidrolisis del 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP). La lectura se realiz6 a
535 nm en un espectrofotometro (Metrolab 1600 DR).
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Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron mediante Modelos Lineales Generalizados. Para comparar los tratamientos,
se aplico la prueba de comparaciones multiples LSD de Fisher. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando
RStudio, version 1.1.463.

RESULTADOS
Caracterizacion y estabilidad de las SLNs de MM

Las nanoparticulas lipidicas sélidas de miristil miristato (SLNs de MM) presentaron un diametro medio de
118 nm, con un indice de polidispersion (PDI) inferior a 0,2 y un potencial zeta de -4,0 mV, indicando una
distribucion homogénea de tamaiio y una estabilidad coloidal adecuada. Durante el almacenamiento a 4° C por
un periodo de tres meses, no se detectaron cambios significativos en sus caracteristicas fisicas, lo que sugiere
una buena estabilidad del sistema.

Evaluacion de la viabilidad celular

La exposicion de linfocitos humanos a diferentes concentraciones de SLNs de MM (0,00; 18,75; 37,50; 75,00;
150,00; 300,00 ug/ml) durante 24 horas mostro una supervivencia celular superior al 90 % en todas las condiciones
evaluadas. Sin embargo, tras 48 horas de exposicion, se observé una disminucion en la viabilidad celular en las
concentraciones mas altas (150,00 y 300,00 pg/ml), con valores inferiores al 85 % (figura 1).

Ensayo de viabilidad (MTT)
100,00+ =

95,00 ‘_|' I

85,004

Viabilidad (%)

75,00

70,00

0,00 18,75 3750 75,00 150,00 306‘00
Concentracion SLN (pg/mi)

Nota: Las barras rojas corresponden a las 24 horas de exposicion de los linfocitos a las distintas concentraciones de SLNs

de MM y el color azul a las 48 horas de exposicion de los linfocitos a las distintas concentraciones de SLNs de MM. *=p<0,05

Figura 1. Viabilidad expresada en porcentaje (%) de linfocitos humanos expuestos a distintas concentraciones de SLNs de
MM (pg/ml)

Dado que las células expuestas durante 24 horas presentaron los niveles mas altos de viabilidad, se decidio
realizar el ensayo Cometa exclusivamente en estas condiciones experimentales.

Cuantificacién de Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbiturico (TBARs)

Los resultados del ensayo de cuantificacion de TBARs se presentan en la Figura 2. No se detectaron diferencias
estadisticamente significativas entre las distintas concentraciones evaluadas, lo que sugiere que la exposicion
a SLNs de MM no indujo cambios relevantes en los niveles de peroxidacion lipidica en los linfocitos tratados.

Evaluacién del dafio al ADN mediante el ensayo Cometa

La figura 3 muestra los resultados del ensayo Cometa para la cuantificacion de dafio al ADN en linfocitos
humanos expuestos a diferentes concentraciones de SLNs de MM. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas en los valores de Tail Moment, lo que indica que la exposicion a estas nanoparticulas no genero un
aumento detectable en el dano genotoxico bajo las condiciones experimentales empleadas.
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Ensayo TBARS
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Figura 2. Nanomoles de MDA en células sanguineas expuestas a distintas concentraciones de SLNs de MM (ug/ml) durante 4
horas
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Figura 3. Tail moment en linfocitos expuestos a distintas concentraciones de SLNs de MM (pg/ml)

DISCUSION

Las nanoparticulas lipidicas solidas (SLNs) han ganado gran interés en la industria farmacéutica como sistemas
de administracion de farmacos, ofreciendo ventajas sobre otros nanovehiculos como emulsiones, liposomas
y polimeros.™ En este estudio, se evalu6 la biocompatibilidad de un sistema especifico de SLNs de MM en
linfocitos humanos mediante ensayos in vitro.

La viabilidad celular es uno de los ensayos mas utilizados para determinar la biocompatibilidad de las SLNs.
(4 En nuestro estudio, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en la viabilidad celular tras
24 horas de exposicion a distintas concentraciones de SLNs de MM (18,75-300,00 pg/ml), en comparacion con
el grupo control. Sin embargo, tras 48 horas, las concentraciones mas altas (150 y 300 pg/ml) mostraron una
disminucion de la viabilidad por debajo del 85 %, lo que sugiere un posible efecto dependiente del tiempo y la
dosis.

Estos resultados son consistentes con los reportados por Ridolfi et al.", quienes evaluaron la citotoxicidad
de SLNs de MM en lineas celulares 3T3 y HaCaT, observando una viabilidad entre 70 % y 100 % después de 24 horas
de exposicion, con una notable reduccion a concentraciones de 500 pg/ml.

Dado que la viabilidad celular fue superior al 85 % a las 24 horas, el ensayo Cometa se realizé exclusivamente
en estas condiciones experimentales. Los resultados no mostraron diferencias estadisticamente significativas en
los niveles de dano al ADN en ninguna de las concentraciones evaluadas.
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Estos resultados coinciden también con los reportados por Doktorovova et al.¥, quienes evaluaron la
genotoxicidad de diferentes formulaciones de nanoparticulas lipidicas solidas cationicas (cSLN) en células
HepG2 y Caco-2 mediante el ensayo Cometa. Los autores observaron que, en concentraciones inferiores a
1 mg/ml, las cSLN no inducian un aumento significativo en el dafo al ADN. Sin embargo, a concentraciones
citotoxicas, se evidencié un incremento de genotoxicidad, lo que sugiere que la fragmentacion del ADN podria
estar relacionada con procesos de muerte celular mas que con un dafo genotodxico directo.

Los hallazgos obtenidos en este estudio son también coherentes con revisiones recientes sobre la genotoxicidad
de nanomateriales. Fessard y Nesslany®, sefialaron que multiples estudios utilizando el ensayo Cometa no han
detectado dafo genético significativo en células expuestas a nanoparticulas en concentraciones no citotoxicas.
Asimismo, Valdiglesias et al.?" destacaron que la toxicidad de las nanoparticulas depende de su composicion y
del tipo de recubrimiento, siendo las formulaciones biocompatibles, como las SLNs menos propensas a inducir
dano al ADN.

El ensayo de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARs) no mostro diferencias estadisticamente
significativas entre las concentraciones evaluadas, sugiriendo que las SLNs de MM no inducen un aumento en la
peroxidacion lipidica en linfocitos humanos. Sin embargo, diversos estudios han sefalado que las nanoparticulas
lipidicas podrian modular el estado oxidativo celular.

Por ejemplo, Kyadarkunte et al.®?, reportaron que células HaCaT expuestas a idebenona-SLNs presentaron
casi un 100 % de viabilidad en concentraciones de 1-10 uM, aunque esta se redujo al 80 % cuando las células
fueron tratadas con SLNs no cargadas. Se ha reportado que las SLNs catidnicas pueden inducir estrés oxidativo
severo en células HepG2, un efecto atribuido a la presencia de CTAB, un surfactante cationico con capacidad
para generar dano oxidativo.?? Para reducir este efecto, se ha propuesto el uso de surfactantes anionicos o la
inclusion de antioxidantes en la formulacion, lo que podria prevenir la acumulacion intracelular de ROS y sus
efectos perjudiciales sobre macromoléculas celulares como ADN, proteinas y lipidos de membrana.

Las nanoparticulas pueden generar diferentes efectos biologicos dependiendo de su capacidad para liberar
iones, su actividad catalitica y su potencial redox, mecanismos que han sido relacionados con su posible
toxicidad.® Se ha demostrado que las nanoparticulas de plata, por ejemplo, pueden inducir toxicidad de manera
dependiente del tamaiio debido a la liberacion de iones Ag+, los cuales pueden causar daio celular y estrés
oxidativo, afectando funciones mitocondriales y promoviendo inflamacion. Estrategias como la funcionalizacion
de la superficie con recubrimientos lipidicos han demostrado reducir la liberacion de iones metalicos y, con ello,
mitigar su toxicidad.®)

Los resultados obtenidos sugieren que la formulacién de SLNs de MM presenta una alta biocompatibilidad
con linfocitos humanos. Esta caracteristica se debe tanto a la naturaleza de los lipidos empleados como al
uso de surfactantes no ionicos (TWEEN 80), que minimizan la toxicidad celular. Sin embargo, es importante
considerar que la biocompatibilidad de las SLNs puede variar en funcién de su composicion lipidica y tipo
de surfactante, lo que resalta la necesidad de estudios especificos para cada formulacion. Dado el creciente
desarrollo de nanomedicinas, es crucial disefiar formulaciones seguras para su aplicacion clinica, asegurando
que sus componentes sean bioldgicamente no toéxicos y minimicen el impacto ambiental.

CONCLUSIONES

A partir del analisis de los resultados obtenidos en este estudio, se concluye que las nanoparticulas lipidicas
solidas de miristil miristato (SLNs de MM) presentan alta biocompatibilidad con células eucariotas en un modelo
in vitro, al menos en exposiciones de hasta 24 horas. Estos hallazgos sugieren que, en las condiciones evaluadas,
las SLNs de MM no representan un riesgo significativo para su aplicacion biomédica. Las principales evidencias
que respaldan esta conclusion son:

Viabilidad celular: no se observd una reduccion significativa en la viabilidad de linfocitos humanos tras 24
horas de exposicion a concentraciones de 18,75; 37,50; 75,00; 150,00 y 300,00 pyg/ml en comparacion con el
grupo control (0,00 pg/ml). A48 horas, las concentraciones de 150,00 y 300,00 ug/ml mostraron una disminucion
en la viabilidad celular por debajo del 85 %, un efecto similar al reportado en estudios previos con nanoparticulas
no cargadas y surfactantes no cationicos.

Genotoxicidad: no se detectd dafno genético significativo en linfocitos humanos expuestos a concentraciones
de 18,75; 37,50; 75,00; 150,00 y 300,00 pg/ml durante 24 horas, seglin los resultados del ensayo Cometa.
Aunque Garcia et al. concluyen que las SLNs tienen un riesgo genotoxico bajo, la mayoria de los estudios
previos no utilizaron electroforesis alcalina fluorescente (ensayo Cometa), una técnica altamente sensible para
la cuantificacion del dano genético.

Estos resultados refuerzan la viabilidad de las SLNs de MM como potenciales sistemas de administracion de
farmacos. No obstante, futuros estudios son necesarios para evaluar su seguridad en exposiciones prolongadas
y en modelos in vivo, considerando factores como la acumulacion, metabolizacion y eliminacion de las
nanoparticulas en organismos completos.
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