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Altas dosis de puntos cuanticos de grafeno impactan en el
sistema de microcirculacion: un estudio observacional
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Abstracto

El grafeno y sus derivados estan a la vanguardia de la tecnologia con una amplia y diversa
gama de aplicaciones. En los dultimos afios, especialmente los puntos cudnticos de
grafeno (GQD) han ampliado su alcance biomédico, centrandose principalmente en la terapia
del céncer, la administracion de farmacos y la obtencién de imagenes. Aunque muchos
estudios han evaluado la aplicacién de este nanomaterial en el campo biomédico, solo unos
pocos estudios tuvieron como objetivo comprender su impacto biolégico en la salud humana.
En este sentido, aqui evaluamos el impacto de altas dosis de GQDs en la microcirculacién de
un modelo animal sano para evaluar mejor los riesgos de su uso en humanos. Nuestros datos
muestran que las aplicaciones sucesivas de GQD causan dafios irreversibles en
la microcirculacién. Después de siete dias, se ha observado una destruccién completa de la
microcirculacion. Ademas, los GQD mostraron una actividad sustancial en los eritrocitos
humanos. Nuestros hallazgos sugieren que los riesgos asociados con el uso de GQD, asi como
con todos los derivados del grafeno, deben comprenderse mejor, especialmente en lo que
respecta a la aplicacion biomédica. Una mayor comprension de como los GQD afectan la
circulacion corporal, incluido el contexto de los nanosistemas ambientales y de ingenieria, es
de suma importancia.
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Introduccion
El estado de la microcirculacién impacta en varios resultados clinicos, ya que es responsable

del suministro de oxigeno y sustratos a los tejidos, ademas de desempefiar un papel
importante en la limpieza corporal, eliminando los subproductos del metabolismo celular. Esta
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formado principalmente por vasos, arteriolas, metarteriolas, capilares y vénulas con diametros
inferiores a 100 uym, correspondientes a 350 m? constituyendo la mayor superficie endotelial del
cuerpo [1], [2], [3], [4]. Entre los componentes estructurales que forman la microcirculacion, la
arteriola destaca por su funcién predominante, ya que es la responsable del gradiente de
presién entre los capilares distal y proximal, favoreciendo asi el control del flujo sanguineo [5],
[61, [71, [8]. [9], [10], [11].

En las dltimas décadas, el uso de nanoparticulas ha aumentado exponencialmente [12], [13],
[14]. Las principales aplicaciones de las nanoparticulas incluyen la administracion de agentes
diagnésticos y terapéuticos por varias vias diferentes: cutanea [15], [16], [17], intraperitoneal
[18], [19], intravenosa [20], intraarterial [21], [22], pulmonar [23] y ocular [24]. En este sentido,
se han identificado algunos beneficios asociados al uso de nanoparticulas, tales como: mayor
focalizacion, menos efectos adversos y dosis mas bajas [25], [26]. Entre el considerable
numero de nanoparticulas que se utilizan hoy en dia, el grafeno (y sus derivados) es uno de los
mas utilizados. Por ejemplo, los puntos cuanticos de grafeno (GQD) asociados con imatinib se
han utilizado para el tratamiento de la leucemia [27] con buenos resultados [28], [30].

La interaccion de los GQD con los sistemas biol6gicos depende de varios aspectos. Por
ejemplo, debido a su pequefio tamafio, los GQD pueden tener cambios en la biocomatibilidad y
toxicidad, en comparacion con el grafeno o el 6xido de grafeno [31]. Otro punto importante es la
presencia de grupos reactivos en la superficie de los GQDs, lo que permite la funcionalizacion
con diversas moléculas y compuestos, lo que los convierte en candidatos ideales para el
diagnéstico y tratamiento del cancer [32]. En cuanto al tamafio, es importante tener en cuenta
que aunque los GQD se describen tradicionalmente como nanomateriales con un tamafio
inferior a 100 nm, para algunas aplicaciones clinicas, este tamafio debe ser diferente. Por
ejemplo, al enfocar la aplicaciéon del cancer se debe considerar el tema de la fenestracion, ya
que el poro funcional puede alcanzar tamafios de hasta 2 um en los vasos tumorales [33].
Ademas, una vez que circulan, las nanoparticulas se extravasan a través de estos grandes
poros vasculares [34]. En cuanto al sistema circulatorio, aunque la mayoria de los vasos
muestran una fenestra que varia de 5 a 12 nm, el importante sistema circulatorio subyacente
muestra diferentes fenestras. Por ejemplo, el capilar sanguineo sinusoidal hepatico tiene un
tamafio de poro de 180 nm [35].

En la mayoria de los casos, la primera y, por lo general, principal interaccion de estas
nanoparticulas se produce con la sangre y los vasos sanguineos, a través de los cuales
alcanzan sus dianas: células o tejidos [36]. Aunque varios estudios han evaluado ampliamente
el impacto de las nanoparticulas en las células humanas (tanto sanas como cancerosas) [37],
se han realizado muy pocos estudios que tengan como objetivo comprender claramente el
impacto de la administracién de nanoparticulas en la microcirculacién corporal. La comprension
de estas interacciones facilitara el disefio de nanoparticulas seguras y efectivas para la
nanomedicina, suprimiendo efectos no deseados como interacciones disruptivas con proteinas
sanguineas, cardiotoxicidad y otros.

En el presente estudio se evaluaron los efectos de la exposicion a puntos cuénticos de grafeno
sobre la microcirculacion in vivo mediante la evaluacion de los siguientes parametros:
diametros venulares y arteriolares y densidad capilar funcional. También se realiz6 un andlisis
histolégico de la microcirculacion.
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Fragmentos de seccién
Puntos cuanticos de grafeno (GQD)

La sintesis y caracterizacién de los GQDs fue ampliamente descrita por Menezes et al. [38] y
Haixia et al. [39]. En resumen, los GQD se produjeron por una ruta verde electroquimica,
utilizando varilla de grafito y platino, respectivamente anodo y catodo, en una soluciéon tampoén
de &cido citrico/citrato de sodio (Sigma-Aldrich, EE. UU.). El electrolito utilizado se prepard
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mezclando 63,5 mL de acido citrico 0,2 M con 36,5 mL de citrato de sodio 0,2 M para obtener
100 mL de electrolito. El proceso electroquimico fue

Resultados

El andlisis AFM (Fig. 1A), mostré muchos puntos cuanticos (puntos de luz) inmersos en la mica,
con un diametro promedio de GQDs que oscilaba entre 160 y 280 nm y las alturas mas
frecuentes eran de unos 5 nm. Este valor ha sido corroborado por el analisis DLS (1B). Los
espectros Raman revelaron la presencia de bandas a ~1360 cm’ y ~1600 cm™ (Fig. 1C), que
son las bandas caracteristicas D y G de los puntos cuanticos de grafeno, asociadas a
trastornos o defectos en la red y vibraciones C-C,

Discusién

Con el fin de evaluar los efectos de altas dosis de puntos cuanticos de grafeno sobre la
microcirculacion, se utilizé el ensayo de microscopia intravital. Esta técnica permite una
evaluacion precisa de la morfologia vascular, mediante el andlisis de los diametros venulares y
arteriolares y de la densidad capilar funcional.

Nuestros datos indican que las altas concentraciones de GQDs causan dafios severos a la
microcirculacién en este modelo animal. Esto puede explicarse en parte por los hallazgos de
Toy y colaboradores [41].

Conclusioén

Nuestro estudio demostré que los puntos cuanticos de grafeno afectan a la microcirculacién en
un modelo animal, provocando una destruccion masiva de las estructuras de los microvasos y
de la actividad hemolitica frente a los eritrocitos humanos, un hallazgo que pone seriamente en
duda la seguridad del uso de estas particulas en humanos, especialmente a dosis elevadas. Se
necesita mas investigacion para dilucidar con mas detalle los mecanismos subyacentes al dafio
microcirculatorio.
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