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Resumen

El grafeno, el dxido de grafeno y el dxido de grafeno reducido han sido ampliamente considerados como
candidatos prometedores para aplicaciones industriales y biomédicas debido a su rigidez y resistencia
mecanica excepcionalmente altas, excelente conductividad eléctrica, alta transparencia éptica y buena
biocompatibilidad. En este articulo, revisamos varias técnicas disponibles para la sintesis de
nanomateriales a base de grafeno, y discutimos la biocompatibilidad y toxicidad de tales nanomateriales
al exponerse a células de mamiferos bajo condiciones in vitro e in vivo. Se han desarrollado diversas
estrategias de sintesis para su fabricacién, generando nanomateriales de grafeno con diferentes
propiedades quimicas y fisicas. Como tal, sus interacciones con las células y los érganos se alteran en
consecuencia. En la literatura se han reportado resultados contradictorios relacionados con la
biocompatibilidad y citotoxicidad inducidas por nanomateriales de grafeno. En particular, los
nanomateriales de grafeno que se utilizan para el cultivo celular in vitro y los modelos animales in vivo
pueden contener residuos quimicos téxicos, interfiriendo asi interacciones grafeno-células y complicando
la interpretacion de los resultados experimentales. Las técnicas sintetizadas, como la exfoliacion de fase
liquida y la oxidacion quimica himeda, a menudo requerian disolventes organicos toxicos, tensioactivos,
acidos fuertes y oxidantes para exfoliar copos de grafito. Esas moléculas organicas e impurezas
inorganicas que se conservan en los productos finales de grafeno pueden interactuar con células y tejidos
bioldgicos, induciendo toxicidad o causando la muerte celular eventualmente. Los contaminantes
residuales pueden causar un mayor riesgo de toxicidad inducida por grafeno en las células bioldgicas.
Este efecto adverso puede ser en parte responsable de las discrepancias entre diversos estudios en la
literatura.
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1. Introduccién

La nanotecnologia es un campo multidisciplinario de investigacién que abarca varias disciplinas diversas,
como biologia, quimica, ingenieria, materiales, ciencias médicas y fisica. En particular, la nanotecnologia
implica la creacion y el desarrollo de materiales y dispositivos novedosos mediante la manipulacion de
propiedades y funciones de materia a escala de nandmetro. En esta escala, los comportamientos quimicos,
mecéanicos, fisicos y bioldgicos de los materiales difieren sustancialmente de sus contrapartes de materia a
granel. La nanotecnologia es una gran promesa para el desarrollo y sintesis de nanomateriales con
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propiedades quimicas, biologicas, mecanicas y fisicas Unicas. Mediante la introduccién de la
nanotecnologia en el sector médico, los cientificos son capaces de desarrollar nuevos materiales y
estrategias para la deteccion y prevencidn precisas de enfermedades malignas, nuevos implantes médicos
y protesis artificiales con buena biocompatibilidad [1,22,3].

Se sabe que los materiales a base de carbono, como los nanotubos de carbono y el grafeno, poseen un
moddulo y una resistencia mecénica excepcionalmente altas, alta luz transmisor y una excelente
conductividad eléctrica [44,5,66,7,88,9]. Estas atractivas propiedades han dado lugar a un interés
generalizado en el uso de estos materiales para fabricar dispositivos electronicos, materiales compuestos,
carbono (CNT) unidimensional (1D) son candidatos prometedores para entregar farmacos en células
biologicas debido a su estructura hueca. Los CNTs con una caracteristica similar a una aguja pueden
penetrar facilmente la membrana plasmatica, transportando asi moléculas terapéuticas de manera efectiva.
Sin embargo, los nanotubos penetrantes celulares también pueden ser dafiinos para las células bioldgicas
porque inducen toxicidad apreciable y apoptosis [19,20,21]. Las observaciones microscopicas electrénica
han revelado la presencia de nanotubos en el citoplasma, induciendo asi el estrés oxidativo, reduciendo la
actividad metabolica y causando una eventual muerte celular [22,23]. A este respecto, la aplicacion de
nanotubos de carbono en el campo clinico se ve obstaculizada por su biodistribucién, tamafio y forma
[19,20,21].

El grafeno es una monocapa bidimensional de 4tomos de carbono hibrido sp ? unidos covalentemente en
una celosia hexagonal. Es un blogue basico de construccién para materiales de carbono de todas las otras
dimensionalidades, incluyendo la bola de 0D Bucky y el punto cuéntico de grafeno (GQD), nanotubo de
carbono 1D y grafito 3D (Figura 1) 24[24]. El grafeno fue aislado en primer lugar de grafito por Geim y
Novoselov a través del escote mecanico usando una cinta de whitch para fijar copos de capas de grafeno
25[25]. La lamina de grafeno exfoliado mecardicamente es pura y libre de defectos, pero su rendimiento
es muy pequefio. Su aplicacion se limita a la investigacién s6lo para estudiar las propiedades eléctricas,
mecanicas y opticas del grafeno puro. Por lo tanto, los investigadores han llevado a cabo numerosos
estudios para sintetizar grafeno a gran escala, incluyendo sus derivados como el 6xido de grafeno (GO),
la reduccion 142832del 6xido de grafeno (rGO) y 6xido de grafeno térmicamente reducido (TRG)
[14,26,28,28,29,30,32,33,34]. Las notables propiedades eléctricas, mecénicas y Opticas de las hojas de
grafeno, y GQDs las convierten en materiales atractivos para su uso en industrias electronica,
optoelectrdnica y aeroespacial [35,36,37].
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Materiales carbonaceos de diferentes dimensiones. Reproducido de 24[24] con permiso de Taylor &
Francis.

El grafeno y sus derivados, asi como los GQD, también han surgido répidamente como materiales
prometedores para su uso en el sector biomédico, como biosensores, ingenieria de tejidos, bioimagen,
muestran fotoluminiscencia debido a un efecto de confinamiento cuantico. Por lo tanto, GQDs encontrar
aplicaciones en el campo biomédico para efectos de imagenes y sensores. Por ejemplo, los GQDs
derivados de hojas de plantas con atractivas propiedades fotoluminiscentes son particularmente adecuados
para el bioimagen, incluyendo pez cebra y lineas de células cancerosas humanas. Los peces cebra pueden
crecer saludablemente en presencia de GQDs (2 mg/ml) [2,42]. La principal preocupacion en el uso de
materiales basados en grafeno para aplicaciones biomédicas es su biocompatibilidad. A partir de obras
establecidas en la literatura, la biocompatibilidad del grafeno y sus derivados son a menudo
contradictorios. Los efectos de los nanomateriales de grafeno en la viabilidad celular dependen de
diversos factores y condiciones experimentales [43,44,45]. Por consiguiente, es necesario investigar la
biocompatibilidad y la toxicidad del grafeno y sus derivados a través de cultivos de células in vitro y
modelos animales in vivo. Chang et al. encontraron que el GO no entra en las células A549 (células
epiteliales basales alveolar humanas) y no muestra una citotoxicidad obvia. Sin embargo, el GO tiende a
inducir un estrés oxidativo dependiente de la dosis en las células, causando una pequefia reduccién de la
viabilidad celular a alta concentracién. Estos efectos estan relacionados con la dosis y el tamafio [46]. Del
mismo modo, Wang et al. informaron que GO muestra toxicidad dosis-dependiente de células y ratones
humanos [47]. Sus resultados revelaron que el GO con dosis menores de 20 g/ml no muestran toxicidad
para las células de fibroblastos humanos. A dosis superiores a 50 g/ml, se observa citotoxicidad obvia,
como la reduccién de la adherencia celular y la apoptosis celular. Para las pruebas de ratones in vivo, la
dosis baja (0,1 mg) y la dosis media (0,25 mg) GO no muestra toxicidad evidente, pero una dosis alta (0,4
mg) causa toxicidad crénica, lo que conduce a la muerte de ratones y la formacién de granuloma
pulmonar. Yang et al. investigado in vivo biodistribucién de grafeno funcionalizado con polietilenglicol
(PEG) en ratones. Indicaron que el grafeno EGilado no induce toxicidad apreciable bajo una dosis de 20
mg/kg durante tres meses [48]. Esta revision resume la sintesis de grafeno y sus derivados, y los efectos
de las interacciones entre nanomateriales a base de grafeno con células de mamiferos en condiciones in
vitro e in vivo. Las interacciones de los nanomateriales de grafeno con células biol6gicas son cruciales
para la evaluacion de la bioseguridad para asegurar su uso seguro en sectores biomédicos.
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Figura 2

Aplicaciones de nanomateriales de grafeno en ingenieria biomédica. Reproducido de [40] con permiso de
la Sociedad Quimica Estadounidense.
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2. Sintesis de los nanonmateriales en base a grafeno

El grafeno generalmente se puede sintetizar desde rutas de arriba hacia abajo y de abajo hacia arriba. La
ruta de arriba hacia abajo incluye escision micromecanica de grafito, exfoliacién en fase liquida y
exfoliacién quimica de grafito para producir GO, seguido de tratamientos quimicos o térmicos para
obtener rGO o TRG, respectivamente. La ruta de fabricacion de abajo hacia arriba incluye la deposicion
quimica de vapor y el crecimiento epitaxial en el sustrato de SiC (Figura 3) [49].
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Figura 3

Varios métodos utilizados para la fabricacion de grafeno. Reproducido de [49] con permiso de Springer
Nature.

2.1. 2.1. Grafeno epitaxial en SiC Wafers

Las peliculas de grafeno se pueden cultivar en las obleas de SiC a través de la sublimacién de la
superficie de los &tomos de las obleas en el vacio ultra-alto (UHV) a altas temperaturas (normalmente por
encima de 1000 oC). Como resultado, el exceso de dominios de carbono se dejan atras en la superficie de
la 5051obirja y luego se reconstruyen para producir grafeno [50,51]. Sin embargo, el alto costo y el
pequefio tamafio de las obleas de SiC y la necesidad del sistema UHV a altas temperaturas impiden la
adopcion de este proceso para la produccidn a gran escala de grafeno en las industrias.

2.2. Vapor quimico Deposited Graphene Films

La deposicién de vapor quimico (CVD) se emplea tipicamente para fabricar peliculas de gran superficie,
monocapa en grafeno sobre metales de transicién (Fe, Ni, Co, P, Ru, etc.) mediante la admision de gas
hidrocarburo, como metano, etano o propano en la cdmara de reaccion a altas temperaturas 52[52,53]. Los
sustratos Cu o Ni se utilizan cominmente debido a su bajo costo, y sirven como catalizador para la
descomposicion de gas de hidrocarburos (Figura 4) 54[54]. Las delgadas peliculas fueron luego
transferidas a sustratos diana como SiO , /Si, vidrio o polimero flexible como poli(tereftalato de etileno)
(PET). La deposicién y el crecimiento de las peliculas de grafeno se lleva a cabo en dos pasos. El primer
paso consiste en una pirdlisis inicial del precursor de la forma de carbono. Esto es seguido por la
formacion de la estructura grafiada de los &tomos de carbono disociados. En general, el crecimiento de la
DEC del grafeno en el sustrato con baja solubilidad en carbono se produce a través de un mecanismo de
adsorcion superficial. En el proceso, el precursor del carbono se descompone y adsorbe s6lo en la
superficie metalica, seguida de la migracion y el crecimiento. Por el contrario, el grafeno sobre Ni se
produce a través de la segregacion y precipitaciones de carbono 525354[52,53,54]. Las especies de
carbono se descomponen a partir de gas de hidrocarburos y difuso en la superficie de metal de niquel con
alta solubilidad de carbono a temperaturas elevadas para crear una soluciéon sélida. Durante el
enfriamiento, la solubilidad de carbono disminuye, permitiendo que los atomos de carbono salgan del
metal y luego se precipiten en la superficie de Ni para producir grafeno. Varios factores pueden afectar el
crecimiento y la calidad de las peliculas de grafeno, incluyendo los tipos de materiales de sustrato, y
pardmetros de procesamiento de la ECV como tipo de gas precursor, concentracion, caudal y temperatura
55[55]. Las peliculas de grafeno que se forman por islas de grafeno orientadas al azar son policristalinas
con una alta densidad de limites de granos. Esos defectos del limite de granos degradan las propiedades
eléctricas de las peliculas de grafeno en gran medida, ya que sirven como centros de dispersion para los
electrones, resultando en una movilidad reducida como se esperaba. En este sentido, se desea fabricar
peliculas de grafeno con granos grandes con menos limites de granos, o incluso peliculas de grafeno de
un solo cristal. Muy recientemente, Xu et al. fabricado en gran &rea, grafeno de cristal (5 x 50 cm 22) en la
lamina de un solo cristal de tamafio de medidor Cu(111) a traves del crecimiento epitaxial de las islas de
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grafeno en la superficie de cobre [56]. La pelicula de grafeno de tamafio determinado tenia una movilidad
de hasta 23.000 cm 2 V Y ! s ! a 4 K. Las peliculas de grafeno de alta calidad de CVD encontran
aplicaciones atractivas en la fabricacion de paneles tactiles doblobles, pantallas y dispositivos
optoelectrénicos.
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Figura 4

Diagrama esquematico que muestra la deposicion de grafeno en (a) los sustratos de niquel de cobre y (b).
Reproducido de 54[54] con permiso de la American Chemical Society.

En general, es necesario la transferencia directa de pelicula de grafeno de las laminas de Cu o Ni a un
sustrato de destino como SiO , /Si, vidrio o PET para aplicaciones practicas. Tal proceso de transferencia
de grafeno puede inducir defectos, como arrugas y grietas, que son perjudiciales para sus propiedades
eléctricas y dpticas. Para eliminar el proceso de transferencia, se ha explorado la sintesis directa de
grafeno en materiales no metadlicos como nitruro de boro hexagonal, sin necesidad de transferirse a otro
sustrato. Sin embargo, el crecimiento directo del grafeno es muy lento y el tamafio final de la pelicula de
grafeno también es limitado en ausencia de metal de transicion Cu o Ni catalizador. En consecuencia, el
alto costo de produccién y el tedioso proceso de transferencia de peliculas son los principales obstaculos
para la comercializacién de CVD-graphene en la actualidad [57]. Dado que la ECV térmica requiere una
temperatura alta de 80001000 oC para el cultivo de peliculas de grafeno, es de interés practico reducir las
temperaturas o presiones de procesamiento, permitiendo asi la fabricacién de gran area con menor coste
28[28]. Las presiones reducidas pueden minimizar las reacciones a la fase gaseosa no deseadas y lograr la
uniformidad de pelicula en todo el sustrato. Ruoff y compafieros de trabajo demostraron que las peliculas
de un solo grafeno de cristal pueden sintetizarse por la deposicion de vapor quimico de baja presion
(LPCVD) en los recintos de cobre-foil utilizando metano como precursor 58[58]. Esas peliculas de
LPCVD exhibieron una movilidad de portador superior.

2.3. Exfoliacién de fase liquida

La exfoliacién en fase liquida (LPE) es una ruta escalable para la produccion masiva de grafeno debido a
su bajo costo y sencillez. En el proceso, el grafito se dispersa en un disolvente para debilitar las fuerzas
van der Waals entre los intercapas de grafeno en presencia 0 ausencia de tensioacitos. La ultrasonicacion
o el corte se pueden emplear para facilitar la exfoliacion de grafito en las hojas de grafeno. A esto le sigue
un paso de purificacion para producir hojas de grafeno Unicas y multicapa 30[30]. Esta estrategia permite
la sintesis de hojas de grafeno exfoliadas en forma de suspension solvente. Dado que los tensioactivos,
disolventes organicos y acidos fuertes se utilizan para exfoliar y estabilizar los copos de grafeno en el
medio especifico, pueden causar problemas de contaminacién ambiental. Ademas, los tensioactivos
residuales son dificiles de quitar de las hojas de grafeno. La mayoria de los disolventes organicos (por
ejemplo, N, N -dimetil-formamida (DMF); N -metil-2-pirrolidona (NMP); diclorobenceno (DCB))
utilizados son altamente toxicos; pueden inducir toxicidad celular; y, deben evitarse con fines de
manipulacidn celular.
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2.4. Reduccion quimica y térmica de GO

El 6xido de grafeno es un derivado del grafeno producido por oxidacion quimica de copos de grafito en
agentes oxidantes fuertes. El proceso de Hummers modificado se utiliza ampliamente para producir GO
mediante la reaccion de copos de grafito con una mezcla de acido sulfdrico, nitrato de sodio y
permanganato potasico bajo agitacidn o sonicacion 59vigorosa [59]. La suspension se diluye con agua, el
peroxido de hidrogeno se afiade para lograr un mayor grado de oxidacion, seguido de enjuague con agua.
Los inconvenientes de este proceso son los largos tiempos de procesamiento y la generacion de gases
toxicos (NO , y N , O 44). Para abordar estos problemas, Tour y comparfieros de 60trabajo modificaron
este método sustituyendo el nitrato de sodio por &cido fosforico bajo una relacién mixta H , SO 4, /H 3 PO
4 (9:1) mientras aumentaba la concentracion de KMnO , [60]. La ventaja de este método es la eliminacién
de la formacidn de gases toxicos. Las desventajas incluyen el consumo de una gran cantidad de KMnO ,4,
y tratamiento tedioso, filtracién, centrifugacién y procedimientos de lavado. Por lo tanto, se han
desarrollado varias tacticas para modificar ain mas el proceso Hummers, como el empleo de ferrate 4,61de
potasio (K , FeO 4) como un fuerte oxidante en lugar de KMnO 4, y la eliminacién de NaNO ; en la
preparacion GO [61].

GO esta generalmente decorado con grupos funcionales 32de oxigeno, como carboxyl, hidroxilo y
epoxido [32,34]. Asi, las hojas GO son anfitsopaticas, con componentes hidrofilicos e hidrofébicos
62[62]. Se hidratan facilmente al exponerse al agua debido a la presencia de grupos de carboxil en los
bordes. Los grupos funcionales de oxigeno también permiten dispersar a GO en varios disolventes
organicos como acetona, DCB, NMP y DMF 63[63]. Ademas de los problemas mencionados, el proceso
Hummer sigue adoleciendo de ciertos defectos, incluidas cuestiones medioambientales relacionadas con
el uso de fuertes oxidantes, y la introduccion de impurezas en los productos GO. Ademas, una gran
cantidad de acidos de desecho y agentes oxidantes puede conducir a la contaminacién ambiental en la
produccion a gran escala de GOs en las industrias. En términos de problemas de salud, una cantidad traza
de Mn en los Oxis derivados del permanganato potésico puede deteriorar sus propiedades fisicas e inducir
toxicidad en las células de los mamiferos 64[64]. A este respecto, la sintesis verde de los GO ha atraido
una atencién considerable en los Ultimos afios, especialmente en el ambito biomédico 65[65]. GO es un
aislante eléctrico, y su conductividad se puede recuperar parcialmente mediante la reduccion quimica en
los agentes reductores, como la hidracina y el borohidrato sédico, para producir rGO 66[66]. Hasta ahora,
la hidrazina sigue siendo el agente mas utilizado debido a su fuerte actividad de reduccién para eliminar
grupos oxigenados. Sin embargo, la reduccion quimica de GO a rGO no puede eliminar completamente
los grupos oxigenados. En consecuencia, rGO todavia contiene una cierta cantidad de grupos de oxigeno
residual. Alternativamente, el calentamiento rapido de GO a 1050 oC bajo el vacio o atmosfera inerte
para generar TRG, de tal manera que los grupos funcionales oxigenados se eliminan como diéxido de
carbono [67].

2.5. Graphene-Polymer Nanocomposites

El grafeno 8968puro muestra un modulo elastico excepcionalmente alto de aproximadamente 1 TPa y
resistencia intrinseca de 130 GPa [8], una transparencia dptica superior del 97,7% [9], y una excelente
conductividad eléctrica y movilidad de 2 x 10 ° cm ? V ' s A este respecto, el grafeno es un material de
relleno atractivo para los polimeros para formar nanocompuestos de polimero funcional 69[69]. El
rendimiento de los polimeros con alta flexibilidad puede adaptarse a aplicaciones especificas afiadiendo
rellenos de tamafios micro o nanoescala 70[70]. Los compuestos de polimeros heredan propiedades
ventajosas de sus componentes, y, lo que es mas, los polimeros proporcionan una matriz protectora para
rellenos embelleceres del dafio mecénico. Las microcomunidades convencionales de polimeros se utilizan
comlinmente como componentes estructurales en sectores biomédicos e industriales debido a su peso
de relleno de gran volumen (30%) para lograr los comportamientos bioldgicos, mecanicos y fisicos
deseados. El gran contenido de volumen de relleno tiene efectos adversos en las propiedades de las
microcomositas poliméricas. A este respecto, los nanomateriales a base de grafeno en cargas de relleno
bajo pueden utilizarse para rellenar y reforzar los polimeros.

Como ya se ha mencionado, el grafeno de CVD pristino se desarrolla principalmente para dispositivos
optoelectronicos, pantallas tacticas y fotovoltaica solar. Los copos de LPE-graphene contienen
disolventes y tensioactivos residuales que tienen efectos adversos para la salud. En este sentido, los GOs
con grupos oxigenados son considerados rellenos ideales para reforzar los polimeros. Esos grupos
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funcionales hacen GO hidrofilica, por lo tanto, pueden reaccionar con polimero soluble en agua, como
alcohol polivinilico [77]. De la literatura, el médulo elastico de GO monocapaer es 207.6 23,4 GPa
78[78], siendo una cuarta parte del médulo de grafeno puro. Sin embargo, el médulo de GO sigue siendo
mucho mayor que el de los biopolimeros, como el &cido polilactico (PLA) con un médulo de
aproximadamente 2,703 GPa y policaprolactona (PCL) de 0,4 GPa. Por lo tanto, GO se puede utilizar
para reforzar las nanocomposiciones GO/PLA y GO/PCL con un mejor rendimiento mecanico,
estabilidad térmica y biocompatibilidad. Estos biocomposistamos de polimero se pueden preparar por
varias rutas, incluyendo mezcla de soluciones, mezcla de fundidos y electrospinning [79,80,81].

Ir a:

3. Viabilidad y Toxicidad celular

Los nanomateriales a base de grafeno pueden ser biocompatibles o toxicos para las células bioldgicas. La
respuesta de las células vivas a estos nanomateriales depende en gran medida de su nimero de capa,
tamafio lateral, pureza, dosis, quimica superficial e hidrofilicidad. Las sustancias superficiales de los
nanomateriales de grafeno varian mucho debido a las diferentes estrategias adoptadas para su sintesis, y la
disponibilidad de diferentes moléculas o polimeros para la funcionalizacion de la superficie. En general,
varias lineas celulares importantes se emplean para la evaluaciéon in vitro de la toxicidad de los
nanomateriales, incluyendo los fagocitos (por ejemplo, macréfagos) y células no alfacitaticas (por
ejemplo, células endoteliales y epiteliales, células cancerosas, eritrocitos, etc.). La comprension adecuada
de como los nanomateriales de grafeno interactlian con esas células es de crucial importancia en su uso
para aplicaciones médicas.

Las interacciones de los nanomateriales de grafeno con las membranas celulares también pueden conducir
al dafio de la membrana y la citotoxicidad. Los fosfolipidos de las membranas celulares consisten en un
grupo de cabezas de fosfato y dos cadenas de &cidos grasos. Los grupos principales de cabecera incluyen
colalina, serina, glicerol, etanolamina, inositol y &cido fosfatico. Los diversos grupos de cabezas en
fosfolipidos los confieren propiedades distintivas. Ademas, las membranas celulares también contienen
moléculas de colesterol que juegan papeles importantes en la estabilizacion de la estructura de membrana,
el mantenimiento de la fluidez y la modulacion de las actividades de las proteinas asociadas a la
membrana. El grafeno puro sin cargas en el plano basal no puede interactuar electrostaticamente con los
fosfolipidos, sino favoreciendo las interacciones hidrofébicas con las colas de lipidico. Ademas, las
interacciones hidrofobicas entre grafeno puro y cola de colesterol pueden extraer o eliminar moléculas de
colesterol de la membrana, lo que conduce al dafio de la membrana. Por ejemplo, Bernabo et al. indicaron
que el GO puede interactuar con la membrana celular de espermatozacar porcino, resultando en la
extraccion de colesterol de la membrana [82]. A partir de la simulacién teérica de los sistemas de
biomembrana, la extraccion de moléculas de colesterol induce la formacion vacia y la deformacion de la
membrana debido a las fuertes fuerzas que se arrastran desde la lamina de grafeno, causando una pérdida
de integridad de membrana [83]. Més recientemente, Duan et al. informaron que el GO puede extraer
fosfolipidos de las membranas celulares del alveolar humano A549 y el macréfago del raton Raw264.7,
produciendo poros superficiales, como lo demuestran los microgramas SEM [84]. Este efecto redujo la
viabilidad celular, lo que llev6 a la muerte final de la celda. Lo atribuyeron a las fuertes interacciones
entre dominios hidrofébicos de los GOs y los carbonos de cola de lipidos sobre la base de simulaciones
de dinamica molecular (MD).

La carga de superficie y la quimica superficial de GO ejercen efectos significativos sobre las
interacciones celulares. GO tiene una alta densidad de carga negativa conferida por grupos funcionales
oxigenados, por lo que pueden ocurrir posibles interacciones electrostaticas entre GO y lipidos de la
membrana. En este contexto, Li et al. prepararon cinco lipidos con la misma cadena de alquiles de 18
carbonos, pero diferentes cargas del grupo de cabeza, y estudié las interacciones GO-lipida usando la
técnica monocapa de Langmuir [85]. Descubrieron que GO puede interactuar con grupos de cabezas
lipidicas cargadas positivamente a través de interacciones electrostaticas, pero no con lipidos cargados
neutral o negativamente. Como se sabe, las cargas eléctricas de fosfolipidos de las membranas celulares
de mamiferos son negativas o neutrales. Es poco probable que los lipidos cargados negativamente
atrajeran a GO de los mismos cargos. Hu et al. indicaron que el GO cargado negativamente se sometia a
una repulsion electrostética con lipidos de las mismas cargas, mientras que las interacciones hidrofébicas
entre GO vy lipidos cargadas negativamente facilitan la adsorcion de GO en los lipidos [86]. Estos
hallazgos indican que los GOs pueden inducir directamente los dafios de la membrana celular a través de
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interacciones hidrofébicas sin penetrar las células. Muy recientemente, Xia y sus compafieros de trabajo
investigaron el efecto de la quimica de la superficie GO en las interacciones de la membrana lipidica
usando GO pristino, GO (hGO) y rGO [87]. Ellos informaron que hGO puede inducir la peroxidacion
lipidica de la membrana superficial, lo que conduce a la lisis de la membrana y la destruccion de la
integridad celular. hGO fue sintetizado reaccionando GO con solucidn de hidréxido de sodio a 50 o 100
oC. Durante el proceso de hidratacién, los anillos epoxi de GO reaccionaron con nucle6filos en la
solucién, creando grupos C-OH vy radicales de carbono (*C), segin lo detectado por la técnica de
resonancia paramagnética electronica. Estos radicales fueron reactivos debido a la presencia de electrones
no empaidos que reaccionaron facilmente con oxigeno para producir radicales de superoxido, con
capacidad de lipidos insaturados oxidantes y grupos de tiol en proteinas para formar lipoperéxidos. Esto
llevd a un fracaso en la integridad de la membrana y la muerte celular en las células humanas de
monocitos THP-1 y epitelio bronquial humano BEAS-2B. EIl grupo epoxi de GO puro también podria
crear radicales de carbono, pero en menor medida que hGO. Como tal, la citotoxicidad inducida por los
materiales basados en el GO en ambos tipos de célulasestaenelordenhGO . ......................

Aparte de las interacciones lipidicas-nanomateriales, los nanomateriales a base de grafeno también
pueden entrar en citoplasma debido a su pequefio tamafio y bordes afilados. Pueden penetrar la membrana
celular facilmente que conduce al dafio de la membrana y la fuga de contenidos citoplasivos. Al residir en
células vivas, pueden inducir toxicidad a través de la creacion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
que pueden causar trastorno mitocondrial al reducir el potencial de membrana mitocondrial (MMP) y
dafio de la membrana celular a través de la liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH). En este dltimo
caso, ROS puede inducir la peroxidacion lipidica reaccionando con acidos grasos insaturados de los
lipidos de membrana para producir peréxidos de lipidos, como malondialdehido (MDA). A partir de estos
resultados, el GO puede inducir la generacidn extracelular e intracelular de ROS, incluso a dosis bajas,
bajo una forma dependiente de la dosis y el tiempo. Por lo tanto, la produccién de ROS, la disfuncion
mitocondrial y la fuga de LDH son los factores clave relacionados con la muerte celular como en el caso
de los queratinocitos de piel HaCaT humanos [88]. Si los nanomateriales pueden entrar en el nicleo,
podrian interactuar directamente con el ADN y causar genotoxicidad. Ademas, las condiciones in vitro e
in vivo, como la dosis de grafeno, el tiempo de exposicion, el tipo de célula o animal, y la técnica
utilizada para evaluar la viabilidad celular pueden influir en la biocompatibilidad y el efecto téxico de los
nanomateriales de grafeno. Por lo tanto, es necesaria una comprensién adecuada de las interacciones de
los nanomateriales basados en grafeno con los sistemas biolégicos y sus efectos adversos para el
desarrollo ulterior y el uso seguro de estos nanomateriales.

3.1. En Cultivacion de Celulares Vitro
3.1.1. CVD-Grown Graphene

El uso de grafeno pristino nos proporciona una mejor comprension de la respuesta directa y la interaccion
entre el grafeno nanoestructurado y las células bioldgicas. A partir de la literatura, se han reportado
resultados 92contradictorios relacionados con los efectos de las peliculas de grafos en la
biocompatibilidad y citotoxicidad de los sistemas celulares [89,90,91,92,93,94,95]. Zhang et al.
desinografia cultivada en CVD expuestas con dosis de 0,01, 0,1, 1, 10 y 100 g/ml a células neuronales de
PC12 para 1, 4 y 24 h [89]. Con una dosis mas baja de 0,01 g/ml, el grafeno no tuvo ningtn efecto sobre
la actividad metabdlica, la liberacion de LDH y ROS. A una dosis alta de 10 g/ml, los efectos citotdxicos
inducidos por el grafeno disminuyendo la actividad mitocondrial a partir de los resultados del ensayo de
bromuro de 2,5%-difeniltetrazol (MTT), mientras aumentan los niveles de ROS, caspasse-3 y LDH. De la
prueba de la caspasa 3 (marcador de apoptosis), la apoptosis se produjo a dosis de grafeno de 10 g/ml.
Asi, los efectos citotoxicos inducidos por el grafeno dependian de la dosis y el tiempo. Generalmente se
sabe que ROS puede oxidarse las moléculas de lipidos celulares, proteinas y ADN, influyendo asi en la
sefializacion y el metabolismo celular. El aumento de la produccién de ROS puede causar despolarizacion
de membrana mitocondrial y promover la activacidn de la caspasa. La despolarizacion de la membrana
mitocondrial es el resultado de una pérdida en la integridad de la membrana mitocondrial, resultando en
una disminucion de MMP. Esto a su vez retarda la sintesis ATP de la mitochondrion, que es la casa de
poder de la célula. Las caspas son proteasas intercelulares que son responsables del escote proteolitico.
Caspase-3 es la principal caspasa que esta involucrada en la ejecucidn de apoptosis.
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Por el contrario, Nayak et al. encontraron que las peliculas de grafeno cultivada en CVD no obstaculizan
la proliferacion de células madre mesenquimales humanas (hMSC), sino que aceleran su diferenciacion
especifica en células 6seas [90]. Investigaron el efecto del grafeno en la proliferacion de hMSCs
empleando cuatro materiales de sustrato con diferente rigidez y rugosidad superficial, incluyendo
polidimetilsiloxana (PDMS), PET, diapositivas de vidrio y SiO , /Si. Todos los muestras de sustrato
recubiertos de grafeno muestran un gran aumento en los depdsitos de calcio debido a la formacién 6sea.
Ademas, los resultados de ensayos de MTT y las imagenes de inmunofluorescencia revelan buena
viabilidad celular y morfologia. Kim et al. también demostraron que las peliculas de grafeno cultivada en
CVD exhiben apego de células estables y excelente biocompatibilidad con células cardiacas adultas
primarias (cardiomios) [91]. Las peliculas de grafeno con conductividad eléctrica superior son
especialmente adecuadas para la adhesion de células neurales, ya que las funciones de las células
neuronales se asocian con actividades eléctricas. A este respecto, Park et al. reportaron una mejora mejora
de la diferenciacion de las células madre neuronales humanas en las neuronas en el sustrato de vidrio
recubierto de grafeno [92].

La migracidn celular y la adhesion estan coordinadas por grandes complejos de proteinas generalmente
conocidos como las adhesiones focales (FA). Las FA contienen altos niveles de vinculina, talina, paxillin,
"actinina", adherencia focal cinsa, etc. La vinculina de la proteina controla en particular la adhesi6n
celular [93]. Vila filamentos de actina a la matriz extracelular (ECM), a través de talina y transmembrana
proteina integrina. Las integridades juegan un papel clave en la convergencia de las sefiales desde la
membrana celular hasta el interior de la célula. Se considera que la topografia a nanoescala de los
sustratos artificiales puede regular las FA y su adherencia, proliferacién y diferenciacién celulares
asociadas [94]. Muy recientemente, Lasocka et al. estudiaron la adhesion y proliferacion de fibroblastos
de ratén L929 en la pelicula de grafeno cultivada en CVD [95]. Indicaron que la pelicula de grafeno no
exhibe citotoxicidad a los fibroblastos de L929. Ademas, la pelicula de grafeno nanoestructurado aumenta
la adhesion celular al cultivo de 24 h (Figura 5). A partir de imagenes inmunofluorescentes, fibras de
humor vinculina y actina se pueden observar en fibroblastos que crecen tanto en pelicula de grafeno como
en sustrato de vidrio. Las células de la pelicula de grafeno exhiben una expresién mas fuerte de vinculina
en términos de nimero de adherencias focales. En particular, las fibras de estrés actina son méas evidentes
y evidentes en los fibroblastos que crecen en el grafeno. Las fibras de estrés se componen generalmente
de paquetes de filamentos de F-actina (proteina decisecho), que se cruzan juntos por la actina. Parece que
el grafeno nanoestructurado promueve la expresion de las FA regulando la expresion vinculina,
mejorando asi la adhesion celular. Lasocka et al. también empled el ensayo CCK-8 colorimetric para
evaluar la célula y proliferacion viables, y encontr6 que la actividad mitocondrial de L929 era
aproximadamente 12% mayor que la de un espécimen de vidrio de control (Figura 6). EI CCK-8 contiene
una sal de tetrazolio, WST-8, que comprende [2-(2 metoxi-4-nitrofenilo)-3-(4-nitrofenilo)-5-(2,4-
disulfofenil)-2H-tetrazol, sal monosddica], que se reduce al agua soluble formazana por deshidrogenasas
celulares. La cantidad de formazanacida producida es directamente proporcional al nimero de células
vivas. La sensibilidad a la deteccion de CCK-8 es mayor que las otras sales de tetrazolio, como MTT y
WST-1.
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Inmunoefacto de células L929 cultivadas durante 24 h en el vidrio (control) y grafeno pristino monocapa:
phalloidina-FITC para la actina citosqueleto (verde), anticuerpo antivinculina para vinculina (rojo) y
mancha Hoechst 33342 para ADN (azul). Las flecha blancas indican fibras de estrés de actina (panel de
izquierda) y protein-vinculina focal de adherencia (panel medio). Reproducido de [95] con permiso de
Elsevier.

Mitochondrial activity (%)

Graphene

Figura 6

Actividad mitocondrial (ensayoCCK-8) de fibroblastos L929 cultivados en el vidrio y sustratos de
grafeno. Los datos se representan como media de la DE (desviacion estandar) de tres experimentos
independientes. ** p . 0,01. Reproducido de [95] con permiso de Elsevier.

Mas recientemente, Rastogi et al. estudiaron el efecto de las peliculas de grafeno cultivadas en LPCVD
sobre la viabilidad y el estrés celular tanto de las células no neuronalales (monobrota renal; Cos-7) como
de neuronas neuronales (neurona hippocampal de ratas) [96]. Informaron que el grafeno mejora la
adherencia celular y el crecimiento de ambas lineas celulares. Ademas, el grafeno no muestra ningdn
efecto perjudicial sobre el MMP y la morfologia de ambos tipos celulares, demostrando que el grafeno
pristino no induce estrés celular. En su estudio se adoptaron el ensayo de ensayo muerto en vivo y estero
etilico de tetrametilrhodamina (TMRE). TMRE es un marcador de fluorescencia cuantitativa para la
actividad mitocondrial. El ensayo muerto en vivo es una prueba de viabilidad celular fluorescente para
evaluar células vivas y muertas en base a la deteccion de la integridad de la membrana y las
consecuencias citotoxicas. Las membranas de células viables estan intactas y apretadas, pero las
membranas celulares muertas se interrumpen o dafian. La prueba emplea calceina acetoximetilo (Calcein-
AM) y tintes homodimer ethidium para la tincion de células vivas y muertas, respectivamente. Calcein-
AM mancha células vivas verdes, mientras que EthD-111 mancha las células muertas en rojo. Calcein AM
es un compuesto no fluorescente y se convierte en una caleina fluorescente verde debido a la reaccion de
hidrélisis por esterasas intracelulares en células vivas. La Figura 7 muestra los resultados de ensayos
muertos en vivo para celulas Cos-7 cultivadas en grafeno pristino y vidrio (control) para diferentes
periodos. Aparentemente, las peliculas de grafeno no muestran efectos citotdxicos detectables sobre la
viabilidad celular. Las peliculas promueven la adhesion y el crecimiento celular, especialmente a 96 h

(Figura 7 C (I1)).
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Figura 7

Ensayo de muerte en vivo para células Cos-7 cultivadas en vidrio (1) y (11) grafeno para (A) 24 h, (B) 48
h 'y (C) 96 h. Verde, rojo y azul denotan células vivas, células muertas y ndcleos celulares,
respectivamente. Barras de escala: 100 metros. (D) nimero de celda y (E) % de la viabilidad de las
células de Cos-7 cultivadas en el vidrio (naranja) y grafeno (verde) para 24, 48 y 96 h, respectivamente. *
y ** denoten p = 0,05 y p .05, respectivamente. NS no implica diferencia estadisticamente significativa.
Reproducido de [96] con permiso de la Sociedad Quimica Estadounidense.

En los Gltimos afios, el titanio y sus aleaciones se han utilizado cada vez mas para fabricar implantes
dentales. Las aleaciones a base de ti generalmente muestran una resistencia a la corrosién mucho mas alta
que las aleaciones incendiadas [97,98]. Sin embargo, los metales a base de Ti sufren de pérdida de
desgaste alto durante su servicio de por vida dentro de la cavidad oral. Se sabe que la modificacion
superficial de los implantes dentales con recubridores duros es muy eficaz para combatir el problema del
desgaste y la acumulacidn bacteriana de placa dental en los implantes. En este sentido, la pelicula de
grafeno inerte con alta dureza es un material atractivo para recubrir implantes dentales. Por lo tanto, la
pelicula de sensatez se puede transferir en el sustrato de metal Ti para mejorar su resistencia al desgaste y
su propiedad bactericida. Zhou y sus compafieros de trabajo investigaron la adherecion, proliferacion y
diferenciacién osteogénica de células madre derivadas de la adiposa humana (hASCs) y células madre
mesenquimales humanas (hMSC) in vitro e in vivo cuando se exponen a discos Ti de graficos CVD
[99,100]. Para la prueba in vivo, se implantaron discos CVD-graphene/Ti en el area subcutanea posterior
de los ratones desnudos. Sus resultados indicaron que el grafeno pristino promueve la diferenciacion
osteogénica de los hASCs y los hMSCs in vitro e in vivo.

3.1.2. El 6xido de grafeno y sus derivados
Oxido de grafeno

Se han realizado amplios estudios sobre la biocompatibilidad/citotemia de los Ojos debido a su facilidad
de fabricacion y costo relativamente bajo. El GO puede mejorar la viabilidad celular y causar la muerte
celular dependiendo del tamafio, la dosis, el tiempo, el tipo de célula y la quimica de la superficie. Debido
a los diferentes estados de oxidacién superficial y caracteristicas entre GO, rGO y TRG, tales materiales
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de grafeno tienen distintas propiedades quimicas y fisicas. GO posee muchos defectos, como vacantes
debido a sintesis, como lo revelan imagenes TEM de alta resolucion y espectros Raman 3132[31,32].
TRG producido a partir de un rapido calentamiento de GO a altas temperaturas exhibe una caracteristica
arrugada [67]. El proceso de Hummers modificado es cominmente utilizado por los investigadores para
grafito oxidante. Sin embargo, se han empleado varios tiempos y temperaturas de oxidacién, diferentes
tipos y concentraciones de oxidantes para sintetizar GOs [59,60,61]. Por lo tanto, los GO resultantes
contienen diferentes contenidos O u relaciones O/C. Las relaciones O/C en los O/C afectan sus
propiedades estructurales en gran medida, como se manifiesta en el grado de exfoliacion, nimero de capa
de grafeno, espesor y tamafio de capa lateral, fraccion defectuosa, concentracion de grupo funcional, etc.
Como resultado, los OSM con diferentes niveles de oxidacion e impurezas interactuarian de manera
diferente al exponerse a la misma linea celular. La diversidad estructural de los GO conduce a resultados
contradictorios en la literatura relacionada con la biocompatibilidad y la toxicidad. Por lo tanto, parece
necesario estandarizar el proceso de sintesis en el uso de GOs para aplicaciones biomédicas.

La sintesis de GO generalmente implica el uso de varios oxidantes fuertes que pueden introducir
impurezas o contaminantes residuales en los productos finales. Wong et al. determinaron los tipos de
impureza y los contenidos tanto en GO como en rGO. Denunciaron que los pasos quimicos de oxidacion
y reduccién durante la fabricacion pueden introducir varios elementos metalicos en GO y rGO 101[101].
Las principales impurezas fueron manganeso (alrededor de 2.290 ppm), potasio (820 ppm), sodio (96
ppm) y Fe (82 ppm). Estas impurezas provenian de reactivos de acido sulfirico, nitrato de sodio y
permanganato de potasio. Otras impurezas metalicas detectables fueron Ca, Co, Cr, Cu, Ni, Pb y Zn.
Ademas, 4la hidrazina y el borohidruro sédico (NaBH 4), los agentes reductores llevaron a mayores
concentraciones de Fe y Na en rGO. Los niveles de Fe y Na aumentaron de 82 a 123 y 7600 ppm,
respectivamente, al reducir con NaBH 44. Las impurezas residuales de Mn y Fe en los GO afectaron
notablemente sus propiedades fisicas [101].

Los metales pesados, como Mn, Fe y Cr, son particularmente dafiinos o toxicos para las células de los
mamiferos. El manganeso puede inducir toxicidad en las células pulmonares y nerviosas 102[102,103], y
causar trastornos mitocondriales al disminuir la MMP e inhibir la activacion de la Ca 2™ ] control de
la tasa de sintesis de ATP durante la fosforilacion oxidativa. Como tal, la presencia de Mn en el nlcleo de
células PC12 puede conducir a condensacion de cromatina, fragmentacion del ADN y aumento de niveles
de &carsa-3 [93]. Mn también puede cruzar la barrera hematobrana y entrar en el cerebro. Al exponerse al
cuerpo humano, los efectos toxicos del manganeso se encuentran principalmente en las vias respiratorias
y los tejidos cerebrales, incluyendo embolia pulmonar, bronquitis y dafio nervioso 103[103]. Se ha
informado que los nanotubos de carbono de una sola pared con trazas de Co, Cr, Fe, Ca y Si son mas
toxicos que el GO libre de impurezas (sintizado de la ruta electroquimica) expuesto en las mismas lineas
celulares [104]. Cabe destacar que los agentes quimicos, como la hidrazina anhidra, el monohidrato de
hidrazina y el borohidrato sodico que se emplean tipicamente para reducir el GO son altamente toxicos
para los seres humanos. Estos productos quimicos deben evitarse para preparar el rGO utilizado para la
manipulacion de células. En cambio, los productos naturales respetuosos del medio ambiente, como la
glucosa, el polifenol del té y el acido ascobico, pueden utilizarse como agentes reducidos 65[65]. En los
ultimos afios, se han hecho esfuerzos para sintetizar rGO mediante el uso de extractos respetuosos con el
medio ambiente derivados de las plantas naturales, como el hongo, la hoja de palma y el aloe vera
[105,106]. Por ejemplo, Dasgupta et al. redujeron con éxito el GO en solucién acuosa con la extraccién de
polisacaridos de un hongo comestible 105silvestre [105]. Informaron que rGO era bioldgicamente seguro
a concentraciones inferiores a 100 g/ml.

Chang et al. estudiaron el efecto del tamafio y la dosis sobre la biocompatibilidad de GO expuestos a
células A549 [46]. En su trabajo se utilizaron GOs 6 2 a 780 y 410 nm (I -GO), 430 y 300 nm (m -GO) y
160 0 90 nm (s -GO). EI GO mostr6é buena biocompatibilidad con células A549 y no mostrd signos de
citotoxicidad (Figura 8). El ensayo CCK-8 mostrd que el efecto de | -GO y mm-GO en la viabilidad de las
células A549 era pequefio. Las células mantuvieron un alto nivel de viabilidad (mas del 80%), incluso a
una alta concentracion de GO de 200 g/ml. Sin embargo, se observé pérdida de viabilidad para s -GO a
200 g/ml. A esta dosis, la viabilidad celular fue del 67% para la incubacion de 24 h. Ademas, se utilizo el
ensayo de exclusion azul de Trypan, en el que las células muertas se tifien en azul y la célula viva
permanece inalterada para evaluar la mortalidad celular. Las células vivas generalmente exhiben
membranas celulares intactas; el azul tripnas no puede pasar a través de sus membranas y entrar en el
citoplasma. Por el contrario, el tinte penetra en la membrana celular porosa y entra en el citoplasma de las
células muertas. Aunque s -GO indujo la pérdida de viabilidad a 200 g/ml, no se encuentra un aumento de
la mortalidad de las células A5. La mortalidad se mantiene en el 1,5%, siendo similar a la del control
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A549. Del mismo modo, Bengtson et al. también informaron que el GO y el rGO de diferentes tamafios

(1,4%) (Figura 9). Usando TEM, no se encuentra también la absorcion celular de GO por las células
no inducen toxicidad en la linea celular epitelial pulmonar murina [44].
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Los efectos de las dosis y tamafios de dxido de grafeno (GO) sobre la viabilidad de las células A5.

Reproducido de [46] con permiso de Elsevier. * y ** denote p. 0,05 y p = 0,01 vs. el control,

respectivamente.

Figura 8
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Figura 9

Los efectos de las dosis y tamafios de GO sobre la mortalidad de las células A5. Reproducido de [46] con
permiso de Elsevier.

A partir de la literatura, los GOs exhiben toxicidad dependiente de la dosis y el tamafio hacia diferentes
lineas celulares, por ejemplo, fibroblastos humanos, carcinoma hepatocelular humano, queratinocitos de
la piel humana, etc. [43,47,87,88]. Wang et al. demostraron que los GO con dosis de 20 g/ml no tienen
ningun efecto tdxico, pero las dosis de 50 g/mL causan citotoxicidad al inducir la apoptosis celular.
Atribuyeron la citotoxicidad a la penetracion de los GO en lisosomas, mitocondrién, endoplasma y nicleo
celular [47]. Lammel et al. estudiaron el efecto de la exposicion a la OGS de células hepatocelulares
humanas (HepG2), con dosis de 1, 2, 4, 8 y 16 g/ml [43]. La citotoxicidad dependiente de la dosis y el
tiempo se encontro en las células HepG2, incluso con baja concentracion de 4 g/ml. La toxicidad inducida
por el GO despert6 de la pérdida de integridad estructural de la membrana plasmatica y una disminucién
de MMP, debido a una fuerte interaccion fisica de GO con bicapa fosfolipida. A continuacién, GO
penetr6 a través de la membrana plasmatica en el citosol, generando ROS y causando un nimero
aumentado de células apoptéticas. Muy recientemente, Bernabo et al. evaluaron la viabilidad de los
espermatozoros porcinos exponiéndolos a 0,5x50 g/ml GOs para 1 a 4 h [82]. La muerte celular se
produjo en dosis de GO de 10 g/ml después de la exposicion de 1 h. A dosis mas bajas de GO, el
colesterol se extrajo de la membrana de células espermaticas, lo que llevé al dafio de la membrana.

Ahora se consideran los efectos de los GO sobre la biocompatibilidad/toxicidad de las células
inmunitarias. Las interacciones de los GOs con los sistemas inmune y circulatorio son cruciales; una vez
administradas, entran directamente en contacto con dichos sistemas 107[107.108]. Los macr6fagos son
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las células involucradas en el mecanismo de defensa del sistema inmune innato y proporcionan una
primera linea de defensa contra microorganismos. Los macrofagos se originan de monocitos de médula
6sea que migran a traves de la circulacién sanguinea. En presencia de bacterias y objetos extrafios, los
macrofagos activados secretan citocinas y quimioquinas para atraer a las células con receptores de
quimioquina, como neutréfilos y monocitos del torrente sanguineo. Se han realizado varios estudios sobre
los macréfagos que actiian como células diana para los GO [109,110,111]. El grafeno y los GOs flaqueles
inducen la formacion de varias citocinas proinflamatorias, incluyendo IL-1, IL-6, IL-10 y factor de
necrosis tumoral alfa (TNF--), y quimioquinas, como la proteina quimiotrantiva monocitos-1 (CP-1), la
proteina inflamatoria del macr6fago-1o0 (MIP-1), y MIP-1 sobre la activacion del macr6fago [107]. Los
macréfagos son bien conocidos por exhibir comportamientos fagociticos, lo que conduce a un mecanismo
de internalizacion. En este sentido, los GOs pueden ser internalizados por macrofagos, resultando en
inflamacion. Russier et al. informaron que la capacidad fagocitica de los macrofagos depende del tamafio
de los copos GO 109[109]. Los macrdfagos tienen la mayor capacidad de interiorizar los GOs mas
pequefios que los grandes. Del mismo modo, Ma et al. demostraron que los pequefios GOs con tamarfios
laterales de 50x50 nm son facilmente internalizados por los macréfagos murino J774A.1, mientras que los
grandes GOs (750-1300 nm) estan preferentemente adsobrados en sus membranas plasmaticas,
desencadenando asi receptores similares a peaje (TRL) y el factor nuclear NF-B vias para promover
proinflamatorios [110]. Los grandes GO son mas propensos a interactuar con la membrana celular debido
a sus grandes areas superficiales. Muy recientemente, Mendes et al. investigaron el efecto del tamafio de
los Ojos en la viabilidad/toxicidad de los macr6fagos y cancer cervical Células HeLa (Figura 10) [111].
En su estudio se utilizaron GOs con un tamafio promedio de 89 y 277 nm. Descubrieron que los grandes
copos GO inducen niveles de toxicidad mas altos que los pequefios copos, especialmente a un tiempo de
incubacién més largo de 48 h (Figura 11). El examen TEM revel6 que los GOs de diferentes tamafios son
internalizados por las células de macréfago (Figura 12) y HelLa a la incubacion de 12 y 48 h. En
particular, los macrofagos experimentaron un cambio morfolégico para la fagocitosis después del cultivo
durante 48 h, independientemente de los tamafios. Este cambio morfolégico condujo a la formacion de
grandes vacuolas que contenian GOs.

I[ |
NGO flakes =/ Cytotoxicity = Uptake
Aqueous dispersion MTT assay for TEM investigations for
NGO 89 nm both NGO sizes both NGO sizes

12 hours 48 hours
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Esquema que muestra las estrategias utilizadas para evaluar la citotoxicidad dependiente del tamafio y la
internalizacion del 6xido de nanografeno (ONG). Reproducido de [111] con permiso de la Real Sociedad
de Quimica.

12 and 48 hours incubation

Figura 10
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Gréfico 11

(a,c) son los resultados de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol babo (TT) de células HelLa
cultivadas con OG de diferentes tamafios y dosis para 12 h y 48 h, respectivamente. (b,d) son resultados
MTT de macrofagos cultivados con Oxis de diferentes tamafios y dosis para 12 h y 48 h, respectivamente.
*p - 0,05; ** p = 0,01; *** p - 0,001; barras sin marca media de p = 0,05. Reproducido de [111] con
permiso de la Real Sociedad de Quimica.
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Grafico 12

(a,b) son imagenes TEM de un macréfago cultivado con pequefios GOs para 12 y 48 h, respectivamente.
(c,d) son imagenes TEM de un macréfago cultivado con grandes GOs para 12 y 48 h, respectivamente.
Los copos GO con tamafios de 89 y 277 nm se internalizan mediante un macrofago, segun indican las
flecha. Reproducido de [111] con permiso de la Real Sociedad de Quimica.

Como se menciond, los GO pueden interactuar con las membranas celulares e inducen dafios a través de
la formacidn de ROS, la extraccion de lipidos o colesteroles de membrana, y la generacidn de radicales de
carbono. La célula sanguinea roja (eritéccito) generalmente carece de capacidad de reparacion debido a la
ausencia de un nucleo y mitocondrias. El dafio de la membrana de eritrocitos se denomina como la
hemolisis. Xia y sus compafieros indicaron que la peroxidacion lipidica podria conducir a un fallo en la
integridad de la membrana de los eritrocitos murinos. Hidratada de la heblisis severa inducida por GO que
GO y rGO [87]. Liao et al. informaron que los GOs (765 - 19 nm) activaron la actividad hemolitica de los
eritrocitos humanos. Los GOs sonicados con un tamafio mas pequefio (342 y 17 nm) exhibiron una tasa
de hemolisis mas alta que los grandes GOs [45]. Sin embargo, el reclado de GOs con quitosano casi
elimind la actividad hemolitica. Asi, los modos de interaccién de los GOs con las células (es decir, la
suspension frente a las células adherentes) afectan la viabilidad de los eritrocitos. Recientemente, Papi et
al. también indicaron que la actividad hemolitica de los eritrocitos humanos aumenta con la reduccion de
los tamafios de GO. Esta actividad fue insignificante cuando la corona de la proteina plasmética fue
adsoprendida en las superficies GO [112].

Aparte de las interacciones GO-eritotio, se dispone de poca informacién en la literatura que relata el
efecto tdxico de los GO en las células primarias humanas. Las células primarias se obtienen directamente
de tejido vivo y se establecen para el crecimiento in vitro. Mim refieren el estado fisioldgico de las células
in vivo y producen resultados mas Gtiles que representan el sistema del cuerpo humano. Se necesita
permiso ético para la adquisicion de células humanas primarias a partir de 6rganos de tejidos sanos y
enfermos. Muy recientemente, Wu et al. evaluaron la toxicidad de los OGOs al exponerse a las células de
epitelio corneal humano primario (hCorEC) y células epitelio de conjuntiva humana (hConECs) con dosis
de 12,50100 g/ml [113]. A partir de los datos del ensayo WST-8, los GOs no inducen la citotoxicidad a
hCorECs a 2 h (Figura 13 A), con la excepcidn del aumento de la necrosis sobre la base de la deteccién
de citometria-apoptosis de flujo a 50 g/ml (figura 13 C). Sin embargo, los GOs causan citotoxicidad
significativa a hCorECs después de 24 h. La viabilidad celular disminuye notablemente con el aumento
de las dosis de GO (Figura 13 B). A 50 g/ml GO, la citometria de flujo revela un aumento significativo de
las células apoptéticas (Figura 13 D). En el caso de hConECs, el ensayo WST-8 indica que casi el 40% de
los hConEC estadn muertos cultivando con 12,5 g/ml GO para 24 h. La viabilidad celular es s6lo del 50%,
ya que la concentracion de GO aumenta a 100 g/ml (Figura 14 A). A 50 g/ml GO, la citometria de flujo
indica que el porcentaje de células normales disminuye significativamente, mientras que el porcentaje de
células necrosis aumenta notablemente después de la exposicidn a 24 h (Figura 14 B). Concluyeron que
los GO inducen la citotoxicidad dosis y dependiente del tiempo tanto en hCorECs como en hConECs a
través de la generacion de estrés oxidativo de la deteccién de ROS.
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Figura 13

WST-8 ensayos de ensayos de células de epitelio corneal humanos (hCorEC) expuestas a GOs de varias
dosis para (A) 2 h y (B) 24 h, respectivamente. Apoptosis flujo de flujo de analisis citométrico de
hCorECs expuestos a GO (50 g/ml) para (C) 2 h y (D) 24 h, respectivamente. Se realizaron tres
experimentos independientes para ambos ensayos. Los datos se presentaron como medias de SEM (error
estandar de media). * denota p = 0,05 y ** representa p = 0,01. Reproducido de [113] con permiso de
Taylor & Francis.
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Gréfico 14

(A) WST-8 ensayo para hConECs expuestos a Obidas de diferentes dosis durante 24 h. (B) Anélisis
citométrico de flujo de apoptosis de hConECs expuestos al GO (50 g/ml) durante 24 h. Se realizaron tres
experimentos independientes para ambos ensayos. Los datos se presentaron como medias de SEM. *
denota p = 0,05 y ** representa p = 0,01. Reproducido de [113] con permiso de Taylor & Francis.

PEGylation
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Los Oxidos de grafeno se pueden funcionalizar con una variedad de moléculas y biomoléculas para
aumentar su dispersion en soluciones fisiolégicas, mejorando asi su biocompatibilidad. Los GOs se
funcionalizan tipicamente con PEG, amina, acido acrilico y dextran. En concreto, se ha demostrado que el
GO-PEG exhibe una buena biocompatibilidad en comparacion con GO [48.114.115]. Wojtoniszak et al.
informaron que el GO PEGilado muestra la mejor biocompatibilidad con la linea celular de fibroblastos
de ratones (L929) bajo dosis de 3.125 y 12.5 g/m [114]. La viabilidad relativa de las células es superior al
80% en este rango de dosis. Al aumentar la dosis a 50 g/ml, la viabilidad celular disminuye notablemente
a alrededor del 60%, es decir, alrededor del 40% de las células estan muertas. Du et al. trataron GO-PEG
con células linfoma y estudiado la viabilidad celular utilizando el ensayo CCK-8 [115]. Las células que
fueron tratadas con GO-PEG (100100 g/ml) durante 24 h tenian tasas de viabilidad superiores al 80%, lo
que implicaba baja citotoxicidad y alta biocompatibilidad de PEG-GO. Por el contrario, se informé que
las hojas de GO de OG de PEgylated mostraban citotoxicidad para algunas lineas celulares [116,117,118].
Por ejemplo, se encontr6 que las hojas de GO-PEG interrumpian los filamentos de F-actina de
osteoblastos humanos de Saos-2 osteoblastos humanos, preosteoblastos MC3T3-E1, y macréfagos RAW-
264.7 después de la internalizacién. Estos filamentos eran necesarios para regular la migracién celular. La
interrupcién indujo alteraciones del ciclo celular, la apoptosis y el estrés oxidativo en estas lineas
celulares [116]. Recientemente, Mendonca et al. indicaron que el rGO-PEG induce el exceso de ROS en
los astrocitos murinos a 100 g/ml, reduciendo la viabilidad celular a s6lo 16% después de 24 exposicion
[117]. Luo et al. demostraron que las hojas GO PEGiladas indujeran la respuesta inmune en macréfagos
peritoneales a través de la secrecién de citocinas para mejorar las vias de sefializacién relacionadas con la
beta-8 integrina [118]. Como tal, PEGylation no actu6 para pasivar las superficies de materiales a base de
grafeno.

Mas recientemente, Xu et al. estudiaron la viabilidad de los macréfagos murinos (J774A.1) tratados con
GO, GO-NH ,2, poli-acrilamida)-funcionalizado GO (GO-PAM), GO poli-acrilicado (GO-PAA) y GO-
PEG in vitro e in vivo [119]. Entre ellos, se encontro que GO-PEG y GO-PAA eran menos toxicos que
GO, y GO-PAA exhibié la mejor compatibilidad in vitro (Figura 15) e in vivo. Atribuyeron las
variaciones a las composiciones diferenciales de la corona de proteinas, particularmente la
inmunoglobulina G (IgG), formadas en sus superficies que dictan sus interacciones de membrana celular
y tomas celulares. Como se sabe, las proteinas cubren las superficies de los nanomateriales rapidamente
cuando esos materiales entran en contacto con un ambiente fisiolégico. Tal capa de proteina adsobiada
generalmente se denomina como la corona de la proteina. En un trabajo realizado recientemente por
Syama et al. [120], se encontrd6 que rGO-PEG (PrGO) no tiene toxicidad en las células madre
mesenquimal de médula ésea de ratén (MSC), y no parecia afectar su diferenciacién. PrGO se prepar6
reduciendo el GO-PEG con borohidruro de sodio. PrGO fue interiorizado por MSCs y distribuido por
todo el citoplasma. Aungue también indujo la generacion de ROS dentro de la célula, no se detectd
ningun cambio en la proliferacién o funcion celular. En otro estudio, PrGO presentd una disminucién
dosisa dependiente de la viabilidad de las células epiteliales alveolar A549 después de la exposicion de 24
h [121]. Las dosis oscilaban entre 1 y 200 g/ml. El ensayo MTT reveld que mas del 80% de las células
eran viables a 10 g/m, pero la viabilidad cay6é a menos del 76% a 25 g/ml después de 24 h. El ensayo de
captacion de rojo neuronal (NRU) también mostré una tendencia similar de disminucidn en la viabilidad
celular dosis-dependiente de la dosis. Ademas, PrGO indujo un aumento dependiente de la dosis y el
tiempo en ROS, redujo el MMP y desencadend la respuesta inflamatoria tras la internalizacion, lo que
llevo a la apoptosis. Por lo tanto, las CAM vy las lineas celulares A549 respondieron de manera diferente a
PrGO preparado a partir de los mismos procedimientos. En contraste, rGO no fue interiorizado por las
células A5, pero se apeco a la membrana plasmatica. Como tal, activd NF--B uniéndose a las RLDs de la
superficie celular y desencadend la respuesta inflamatoria en consecuencia.
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Gréfico 15

Resultados del ensayo CCK-8 de células macréfagos (J774A.1) tratadas con GO, GO-NH ,2, poli-
acrilamida)-funcionalizada GO (GO-PAM), GO poli(érlica) poli-acido (GO-PAA) y poli-acrilamida)-
polietilglicol (GO-PEG) a diferentes concentraciones para 24 h (n = 5). Reproducido de [119] con
permiso de The American Chemical Society.

Reduccién de la oxidante de Grafeno

Akhavan et al. prepararon nanoplacatas rGO por sonicacion Hojas GO PEGiladas, seguidas de la
reduccién en hidrazina y la albdmina sérica bovina [122]. La prueba de viabilidad celular reveld
importantes destrucciones celulares en los hMSC al tratar con sélo 1.0 g/mL rGO. Los nanoplaquetes
rGO indujeron efectos genotdxicos sobre las células a través de la fragmentacion del ADN vy la aberracion
cromosomica. Como se menciond anteriormente, la hidrazina es altamente tdxica y explosiva, por lo que
un efecto toxico significativo puede haber provenido de hidracina residual en la superficie de rGO. Para
aplicaciones biomédicas, considera necesario considerar los efectos téxicos de los disolventes y la
reduccién de los agentes empleados para exfoliar las laminas de grafeno. Muchos de estos reactivos
quimicos no cumplen con las normas de seguridad. Wu et al. demostraron recientemente que el rGO es
mas tdxico que el GO al exponerse a macréfagos derivados de la médula 6sea (BMDMs) y la linea celular
J774A.1 [123]. En su estudio, el rGO provocé niveles mas altos de citoquinas proinflamatorias, es decir,
TNF-0 e IL-6 en los macrofagos, particularmente en las MMO de la DMO. Atribuyeron esto a la rGO
induce un mayor estrés oxidativo en los macréfagos en comparacion con el GO. Se observa que
emplearon sulfuro de sodio (Na , S) para reducir el GO. El sulfuro de sodio es un agente toxico que causa
irritacién o quemaduras humanas graves, y reacciona con aire himedo o &cido para producir H , S tdxico.
Consideramos que el Na , S residual en rGO induce citocinas pro-inflamatorias, lo que conduce a la
activacién de macrofagos.

Para abordar la citotoxicidad inducida por la hidrazina, Gurunathan et al. prepararon con éxito rGO
usando una cepa de bacteria, es decir, Pseudomonas aeruginosa como reactivo reductor para GO [124].
Luego expusieron fibroblas embrionatos embrionarios primarios de raton (PMEF) a GO pristinos,
microbialmente reducidos GO (M-rGO) y hidrazina redujeron el GO (H-rGO) de diferentes
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6274822/figure/ijms-19-03564-f015/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6274822/#B119-ijms-19-03564
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6274822/#B122-ijms-19-03564
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6274822/#B123-ijms-19-03564
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6274822/#B124-ijms-19-03564
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click on image to zoom&p=PMC3&id=6274822_ijms-19-03564-g015.jpg

concentraciones. Los resultados del ensayo WST-8 indicaron que la viabilidad celular se mantiene en
torno a 91,0 y 2,0% tratando las FFE con 200100 g/mL M-rGO (Figura 16 a). Sin embargo, H-rGO
muestra un nivel significativo de toxicidad en comparacién con M-rGO. La viabilidad celular cae por
debajo del 60% en el tratamiento con 20 g/ml H-rGO. Los datos del ensayo azul Trypan también
revelaron que la mortalidad celular se mantiene en torno al 4% al tratar con un alto nivel de M-rGO (100
g/ml), siendo el mismo que el del control (Figura 16 b). En contraste, H-rGO induce la tasa mas alta de
muerte cuando se compara con M-rGO. Sus resultados demuestran claramente el efecto toxico de la
hidrazina a las células bioldgicas. Aunque la biomasa de bacterias puede reducir el GO y minimizar el
efecto toxico de la rGO de manera efectiva, su uso es muy limitado para el campo biomédico. Esto se
debe a que Pseudomonas aeruginosa puede causar el tracto urinario y las infecciones respiratorias,
neumonia y enfermedades de dermatitis.
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Grafico 16

a) WST-8 ensayo para fibroblastos embrionarias de ratén primario expuestos a GO, M-rGO y H-rGO de
diferentes concentraciones durante 24 h. Las barras de errores representan un error estandar de la media
(n = 3); p = 0,05; (b) Mortalidad por células de fibroblastos embrionarias primarios de raton (PMEF)
determinadas a partir de ensayos azules de tripnas en la exposicion de 24 horas a GO, M-rGO y H-rGO de
diferentes concentraciones. Las barras de error representan el error estandar de la media (n = 3); p = 0,05.
Reproducido de [124] con permiso de Elsevier.

Mas recientemente, Dasgupta et al. utilizaron rGOs de diferentes dosis sintetizadas en verde (50, 100 y
250 g/ml) para investigar sus interacciones con linfocitos humanos derivados de muestras de sangre
fresca 105[105]. Los GO se redujeron en una solucién de extracto de setas silvestres para producir rGOs.
Varios ensayos, incluyendo MTT, absorcién roja neuronal, citometria de flujo y ROS se utilizaron para
pruebas celulares in vitro. Los datos de MTT no revelaron cambios significativos en la actividad
mitocondrial. El ensayo de absorcion roja neutra (NRU) mostr6 una pérdida de integridad lisosomal en el
contenido rGO 100 g/ml (Figura 17 a). La citometria de flujo indicé que la absorcion de ioduro de
propidio (PI) aumenta notablemente en el nivel de rGO mas alto (250 g/ml), demostrando una pérdida de
integridad de la membrana (Figura 17 b). Aparentemente, los rGO sintetizados en verde son menos
toxicos cuando se comparan con contrapartes rGO preparadas a partir de la estrategia convencional
utilizando reactivos para reducir tdxicos.
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Grafico 17

a) La absorcién roja neural y (b) los resultados de la citometria de flujo (estimacion del IPI) para el rGO
sintetizado en verde expuestos a las células de linfocitos humanos. Reproducido de 105[105] con permiso
de Biblioteca Publica de Ciencias.

En un estudio reciente realizado por Mittal et al., se encontré que el GO induce toxicidad a niveles mas
altos que rGO al exponerse a las células epiteliales alveolares humanas A549 y epitelial bronquial
(BEAS-2B) [125]. La presencia de grupos oxigenados en los GOs llevé al aumento de la citotoxicidad,
debido a la formacién de estrés oxidativo y oxida. Del mismo modo, Das et al. demostraron que el GO es
mas toxico que el rGO del mismo tamafio al exponerse a las células endoteliales de vena umbilical
humana (HUVEC) [126]. El GO con abundantes grupos funcionales de oxigeno tiene un mayor potencial
para interactuar con las células endoteliales, lo que conduce a un alto nivel de ROS y dafio al ADN. El
estrés oxidativo se manifiesta por las elevadas expresiones génicas de heme oxygenasa 1 (HO1) y
citosolic tioredoxina reductasa (TrxR).
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Sasidharan et al. estudiaron el efecto de TRG y TRG funcionalizado carboxil (f-TRG) en la viabilidad de
las células renales de Mono Vero [127]. La medicidn del angulo de contacto revel6 que los copos TRG
eran hidrofobicos con un gran dngulo de contacto con agua de 1620, y los copos f-TRG eran hidrofilicos
con un angulo de 300 debido a la presencia de grupos de carboxililo. Se encontré que los copos
hidrofébicos de TRG se acumulaban en la membrana plasmaética, mientras que los copos f-TRG fueron
internalizados por las células, como lo revela la fluorescencia confocal microscépica. Como tal, la TRG
hidrofébica puede inducir interacciones fuertes con lipidos de membrana que conducen a toxicidad fisica
directa, como la extraccion de lipidos, como se menciond anteriormente. La viabilidad de las células
disminuy6 notablemente con el aumento de las concentraciones de TRG. A 100 mg/ml, casi el 50% de las
células estaban muertas y aumentaron a cerca del 60% a 300 mg/ml En contraste, los especimenes f-TRG
presentaron efectos insignificantes sobre la viabilidad, incluso a una alta concentracion de 300 mg/ml
(figura 18 a). A pesar de que los copos f-TRG fueron internalizados por las células, su actividad
metabdlica no se vio afectada. La Figura 18 b muestra fuga de LDH celular debido a las exposiciones
TRG y f-TRG. Como se sabe, las moléculas LDH se liberan en el medio de las células con membrana
dafiada. Por lo tanto, el nivel de LDH en el medio de cultivo es un indicador de dafio de la membrana
celular. A 300 mg/ml, los copos TRG causaron muerte celular completa, pero no hubo fugas de LDH. No
estd claro como f-TRG podria tener un efecto beneficioso en la viabilidad celular, y sus grupos de
carboxil no interactGan con las células de Vero, como en el caso de GO (con grupos de carboxilo) que
muestran interacciones con células pulmonares epiteliales humanas y HUVEC. Este efecto puede deberse
a diferentes tipos de células y caracteristicas fisioquimicas del GO y f-TRG. En la tabla 1 se resume la
toxicidad de tamafio, dosis y tiempo dependiente inducida por el grafeno y sus derivados tras la
exposicion con células de mamiferos.
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Figura 18

a) Viabilidad celular y b) fuga de deshidrogenasa de lactato (LDH) de células de Vero tratadas con TRG
y f-TRG a diferentes concentraciones. Reproducido de [127] con permiso de la Royal Society of
Chemistry.

Cuadro 1

La citotoxicidad in vitro inducida por el grafeno y sus derivados.

Tamario Tiempo de
Material masteral, Tipo de celda concentracion y Efecto citotoxico Ref.
nm exposicion
Gréafico  Espesor: 3 a 0,01, 0,1, 1, 10 y 100 .
CVvD 5 capas PC12 g/ml para 1-24 h Apoptosis a 10 g/mL [89]
1, 10, 50 y 200 g/ml Apoptosis  por  poros de
GO 200y 700 RAW264.7 para 6y 24 h membrana a 10 g/mL [84]
1, 10, 50 y 200 g/ml Toxicidad dependiente de Ila
GO 200y 700 AS49 para6y24h dosis. Muerte celular a 50 g/ml [84]

GO 979 Queratinocitos de 0,4, 1.2, 3.7, 11.1, Produccion de ROS dependiente [88]
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Tamafio Tiempo de
Material mésteral, Tipo de celda concentracion y Efecto citotoxico Ref.
nm exposicion
piel humana 33,3 y 100 g/ml por de la dosis y el tiempo
3072 h
3.125, 6.25, 12,5, 25 s .
i Erythrocyte ' ' '~ Hecmdlisis dependiente de la
GO 342-765 humano 50, 100 y 200 g/ml dosis y el tamafio [45]
para3h
1,2, 4, 8 y 16 g/ml Dafio de membrana de plasma a
GO 385 HepG2 para 72 h 4 g/ml [43]
i Spermatozoa de la 0,5, 1, 5, 10 y 50 Toxicidad dependiente de
GO 440-670 Pornina g/mlparaladh dosis. Muerte celular a 10 g/mL [82]
hCorECs; 12,5, 25, 50 y 100 .
GO T hConECs g/mlpara2hy?24h Apoptosis a 50 g/mL [113]
1, 2, 4,10, 20,50 y
GO 201 Mac_rofage de 100 g/ml para las 24 Dafio de membrana celular a 10 [119]
Murine h g/ml
GO-PEG  10.00 a 120 Saos-2; MC3T3- 75 g/ml para 24 h GO-PEG acumulado en F-actin; [116]

El; RAW-264.7 formacién ROS

Macrofage de 10 y 40 g/ml para 6, Respuesta  de inflamacion

GO-PEG 200 Murine 12,24y 48 h medlarjte la ocultacién de [118]
citoquinas
1,2, 4,10, 20,50y
GO-PAM 363 Macrofage de o0 o/ml para las 24 Dafio de membrana celular a 10 [119]
Murine h g/ml
{GO-PEG 910 Astr_ocnos de 10 y 100 g/mL Exceso de ROS y muerte celular [117
murina a 100 g/ml
rGo; Toxicidad dependiente de la
rGO-PEG A543 10200 g/ml dosis. Apoptosis a 25g/mL [121]
Verde Lintocitos Pérdida de integridad lisosomal
rGO 65y 90 humanos 50,100 y 250 g/mL. a 100 g/mL [105]
GO 11 hMSCS 0,1 g/ml Fragmentacion ~del ~ADN ),
aberracion cromosémica
GO indujo més niveles de ROS,
GO; rGO 400-800 HUVEC 10 g/mL HO1 y TrxR, y dafio de ADN [126]
que rGO
hGO indujo toxicidad debida a
. R 1 25, 50, 100 y 200 peroxidacion lipidica. rGO tuvo
hGO; rGO 105 150 BEAS-2B; THP-1 g/ml para 24 h poco efecto en la viabilidad [87]
celular

hGO; rGO 105 150

rGO y hGO mostraron tasas de
hemélisis insignificantes y altas [87]
respectivamente

25, 50, 100 y 200

Erythrocito muine g/mL

TRG —

10, 50, 100 y 300

Mono Vero g/ml para 24 h

Apoptosis a 100 g/mL [127]

Abrir en una ventana separada

3.2. En Vivo Modelo Animal

En el sistema in vivo, todo el animal vivo se emplea para evaluar el efecto de la toxicidad inducida por
nanomateriales a base de grafeno. La informacién til relacionada con el grafeno puede obtenerse
mediante exdmenes histoldgicos y microscopicos de tejidos organicos y células inflamatorias relevantes
de los animales después de la alimentacion oral, administracion intravenosa, inyeccién intraperitoneal
(i.p.), instilacién intratraqueal, aspiracion orofararingea, inyeccion subcuténea, etc. El efecto in vivo de
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GO vy sus derivados depende en gran medida de la naturaleza quimica de los nanomateriales, el tiempo de
exposicion, la dosis y la via administrativa, y el tipo de los animales empleados para las pruebas. Del
estudio inicial de Yang et al., PEG-GO no indujo una toxicidad apreciable en ratones después de la
administracion intravenosa bajo una dosis de 20 mg/kg durante tres meses basada en bioquimica
sanguinea y examenes hematoldgicos y histoldgicos [48]. PEG-GO se acumuld principalmente en el
higado y el bazo, y se extrajo de estos 6rganos mediante excrecion renal y fecal. En otro estudio,
administraron 4 mg/kg de GOs en ratones balb/c a través de la administracion oral y la administracion
oral seguida de examenes histoldgicos y hematoldgicos [128]. Segun sus hallazgos, GO retuvo en el
cuerpo del ratdn durante un largo periodo de tiempo después de la inyeccion de i.p., su toxicidad para los
ratones fue insignificante. Ali-Boucetta et al. indicaron que el GO purificado no indujo inflamacién y
formacion de granulomas en ratones después de la inyeccidn de i.p. [129]. Estudios in vivo de otros
trabajadores también encontraron que el GO no indujo cambios en la aparicién del globo ocular y la
presion intraocular de conejos [130], mientras que amino-GO no indujo la trombotoxicidad pulmonar en
ratones después de la inyeccion intravenosa [].

Por el contrario, el LPE-grafeno pristino se encontro toxico y se distribuyé principalmente en el cerebro y
el rifion de embriones de pollo [132]. El hallazgo no fue sorprendente porque el LPE-graphene contenia
residuos téxicos de disolvente y tensioactivos, como se menciond anteriormente. Varios estudios in vivo
en ratones revelaron que el GO induce la respuesta inflamatoria, edema pulmonar y formacion de
granulomas, especialmente a altas concentraciones. Ademas, se encontrd inflamacién dosis, tamafio y
dependiente del tiempo en el pulmén y el higado, con infiltracion celular y fibrosis
[47,110,118,133,134,135]. Por ejemplo, Wang et al. informaron que los GO con una dosis baja (0,1 mg) y
media (0,25 mg) no tenian toxicidad obvia para los ratones de Kunming (KM) después de la inyeccion
intravenosa [47]. A una dosis alta de 0,4 mg por animal, se observo toxicidad cronica, como la muerte de
ratones y la formacién de granuloma pulmonar. Las muertes ocurrieron 1 a 7 dias después de la inyeccién
intravenosa. Ademas, los GO se ubicaron principalmente en el pulmén, el higado y el bazo. Zhang et al.
indicaron que el efecto in vivo de los OGO depende de la dosis. A una dosis de 1 mg/kg, baja absorcion
en el sistema reticulo-epitelial (RES) y no se encontraron cambios patologicos en ratones por inyeccion
intravenosa durante 14 dias [134]. Sin embargo, se observé infiltracion de células inflamatorias, edema
pulmonar y formacion de granuloma en el pulmén a una dosis de 10 mg/kg. Ma et al. administraron 5
mg/kg de peso corporal de pequefios GOs (50-550 nm) y grandes GOs (750-1300 nm) en ratones
masculinos de pedales a través de i.p. e instilacion intratraqueal durante tres dias [110]. Indicaron que los
grandes GOs desencadenantes aumentaron la expresion de citoquinas inflamatorias en la cavidad
abdominal y la sangre de ratones después de la inyeccién de i.p. Esto llevd a un mayor reclutamiento de
leucocitos en cavidades peritoneales, resultando en inflamacion aguda. Después de la instilacion
intratraqueal, los grandes Ogo también causaron un aumento dréstico en la produccién de citocinas
pulmonares y estanfatorias sistémicas, y el reclutamiento de células inflamatorias. Mas recientemente,
Amrollahi-Sharifabadi et al. inyectado intraperitoneally OGs (5-10 mimbres) con dosis de 50, 150 o 500
mg/kg en ratas Wistar [135]. Los GO entraron primero en la sangre y luego se localizaron en el higado.
Como se sabe, la bilirrubina es una enzima hepatica que puede servir como biomarcador para el dafio
hepatico. A partir del andlisis hematol6gico, los OSM con una dosis de 500 mg/kg produjeron un
aumento significativo en el nivel sérico de bilirrubina después de 21 dias, lo que implica toxicidad
hepética. Ademas, los GOs indujeron inflamacion y una reaccion granulomatosa de una manera dosis-
dependiente. Xia y sus compafieros llevaron a cabo la aspiracién orofaringgeiana de GO, hGO y rGO en
ratones C57BL/6 [87]. Denunciaron que el GO hidratado es mas toxico que el GO y el rGO. hGO indujo
inflamacién pulmonar aguda, acompafiada de la mayor peroxidacion de lipidos en macréfagos alveolares
y produccion de citocinas debido a la formacién de radicales de carbono.

Del cultivo de células in vitro, el GO-PEG indujo las respuestas inmunitarias a través de la secrecion de
citoquina en macr6fagos murinos. Por lo tanto, PEGylation no ayud6 en la pasivando superficies GO
[117,118]. Es interesante saber si las hojas GO-PEG inducen efecto toxico en modelos animales in vivo.
Recientemente, Xu et al. administraron ratones de balb/c con GO, GO-PEG, GO-PAA, GO-NH ,2, y GO-
PAM a 0,05, 1, 5, 10 y 20 mg/kg de peso corporal mediante inyeccion intravenal de vena [119]. La tasa
de supervivencia en ratones fue del 100%, 80%, 60%, 20% y 0%, respectivamente, a las dosis prescritas
de GO. Los ratones administrados con GO a 1 mg/kg durante 1 dia y 14 dias sufrieron de agotamiento
significativo de plaquetas en la sangre periférica. EI GO-PAM y el GO-PEG también causaron
agotamiento de plaquetas durante un dia, pero no se encontré agotamiento en el GO-NH , y GO-PAA.
Los GO se acumularon principalmente en el pulmén, el bazo y el higado, como indica el andlisis de la
espectrometria de masa desor/ionizacion laser (LDIMS) (Figura 19 a). La caracteristica de los pulmones
se volvid mas oscura con el aumento de las dosis de GO, lo que implica una mayor aglomeracion y
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acumulacién de GOs (Figura 19 b). Las observaciones histol6gicas de los érganos pulmonares y del bazo
se llevaron a cabo con hematoxilina y eosina (H&E) y la mancha de la tricromética de Masson (Figura 19
¢,d). En la mancha H&E, los nicleos de las células estaban manchados de azul por hematoxilina, mientras
que el citoplasma y la matriz extracelular estaban manchados de rosa con eosina. EI GO y el GO-PAM
indujaron lesiones pulmonares graves, como lo demuestra el engrosamiento de la pared alveolar debido a
la infiltracidn de células inflamatorias, y el aumento del colageno en los bronquios. Sin embargo, el GO-
PAA caus6 un dafio menor en el pulmén y el higado en comparacién con otros ratones tratados con GO,
GO-NH ,2, GO-PAM y GO-PEG. Xu et al. atribuyeron estas diferencias a los cambios distintos de los
contenidos de IL-6 y colageno 1 debido a la fibrosis (Figura 19 e,f y a las composiciones de las coronas
de proteinas. EI GO-PAA y el GO-PEG contenian un menor contenido ,de inmunoglobulina G en sus
coronas proteicas (30-40%) que GO, GO-NH 2, y GO-PAM (50-70%). A partir de estos, GO-PEG es
moderadamente méas seguro que GO in vivo, GO-PAA muestra la mejor compatibilidad, y GO-PAM
exhibe la citotoxicidad mas alta in vitro e in vivo.
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Grafico 19

a) Analisis de imagen de desorcidn/ionizacion de la masa laser (LDIMS) que muestra biodistribucion de
GO en ratones tratados con GO (2 mg/kg de peso corporal) durante un dia. (b) Imagenes de pulmones de
ratones después de tratar con GO a 0,05, 0,25, 0,5, 1 y 2 mg/kg de peso corporal durante 1 dia. Imagenes
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histologicas de (c) pulmones manchados con H&E y Masson's tricromo y (d) higados con H&E de
ratones inyectados con 1 mg/kg de GO durante 14 dias. Las imagenes magnificadas de los cuadrados de
linea son los alvéolos pulmonares agrandados. Las manchas oscuras son complejos de células GO en
higados. Para la tincién tricromos de Masson, el color azul revela colageno en el pulmon. (e) niveles de
IL-6 en sera de rason tratado con una dosis de 1 mg/kg de peso corporal durante 1 dia (n = 5). (f)
Marqueadores de proteinas de coladgeno 1, Grl, CD68 y CD11b medidos por analisis de manchas
occidentales en pulmones tratados a 1 mg/kg de peso corporal durante 14 dias. Los datos cuantificados se
representan en el panel derecho (n = 4). * y ** implican p = 0,05 y p .05 en comparacidn con los ratones
tratados con PBS. Reproducido de [119] con permiso de la Sociedad Quimica Estadounidense.

Syama et al. administraron PrGO (rGO-PEG) con una dosis de 10 mg/kg de peso corporal en ratones
albino suizos a través de inyecciones intraperitonales e intravenosas para 3, 7, 14 y 21 dias [136]. La
microscopia de Raman confocal se utiliz6 para analizar la biodistribucion de PrGO. Imagenes Raman de
sangre, orina, médula 6sea y otros 6rganos al final de los periodos prescritos mostraron la presencia de
laminas PrGO en el cerebro, higado, rifidén, bazo y médula 6sea. El andlisis de la orina revel6 una
intensidad PrGO muy débil, demostrando una baja tasa de excrecion renal de PrGO a traveés del rifion. La
absorcién de PrGO en el cerebro de ambas vias de inyeccién revelé que PrGO puede cruzar la barrera
hematobrana (BBB) y luego acumular en el cerebro. Recientemente, Shang et al. administraron 4 mg/kg
GOs en ratones balb/c a través de la inyeccién de i.p. Los altos niveles de ROS y MDA debido a la
peroxidacion lipidica fueron responsables de los dafios cerebrales y renales [23]. Syama et al. también
demostraron que las rutas de inyeccidn también afectan a la translocacion de PrGO en 6rganos de ratones
[136]. PrGO se inyect6 por via intravenosa traslazado del sistema circulatorio sanguineo en el higado y el
bazo después de tres dias. La ingesta maxima de PrGO se encontré en el higado y el bazo, seguido de
rifidn y cerebro. En el caso de la administracion de i.p., PrGO fue primero adsorbido en la cavidad
peritoneal y luego acumulado en el higado. La inyeccion repetida de PrGO causé lesidn hepatica aguda y
aumentd la proliferacion de esplenocitos. La proliferacion de esplenocitos estimulé las respuestas del
sistema inmunitario debido a la presencia de una variedad de tipos celulares con diferentes funciones
inmunitarias, tales como macrdfagos, células dendrita, células B y células T dentro del bazo. Del mismo
modo, Mendonca et al. informaron que rGO y rGO-PEG debilitan la union BBB de ratones Wistar como
resultado de la generacidon de peroxidacion lipida [117.137]. Los aumentos en los niveles de enzima
antioxidante de catalasa, SOD-1 y tiobarbituric acid sustancias reactivas en el hipocampo fueron
responsables de la generacion de estrés oxidativo. Estos hallazgos indicaron que la funcionalizacién
superficial de los GOs y los rGOs con PEG no puede eliminar completamente la citotoxicidad que es
inducida por grafeno. Se necesitan estudios mas sistematicos de toxicidad versus problemas de
biocompatibilidad, especialmente en modelos animales, para comprender los efectos bioldgicos y la
seguridad de los nanomateriales de grafeno para los seres humanos [138]. De los estudios en animales in
vivo, ROS vy estrés oxidativo parecen ser los factores clave para causar dafio celular a la exposicion a los
GOs [23,136.137]. Como se sabe, los niveles elevados de ROS pueden interrumpir los lipidos, las
proteinas y el ADN, resultando en el dafio de la membrana y la muerte celular eventual [139]. Por lo
tanto, el estrés oxidativo esta vinculado a una amplia gama de anomalias patolégicas y enfermedades
degenerativas, especialmente eritrocitos y células cerebrales que implican el transporte de oxigeno y la
respiracion aerébica [140141.141,141,14314414144,145]. En la Tabla 2 se presenta una lista de estudios
in vivo que resumen las diferentes rutas administrativas de los nanomateriales basados en GO y sus
efectos bioldgicos asociados.

Cuadro 2

Estudios in vivo que muestran diferentes vias de administracién de GOs y GOs funcionalizados.

Modelo Proceso de

Material _ : Dosificacién o L Efecto bioldgico Ref.
animal administracion
GO A ratones 4 mg/kg AllmepFamon_ oral e Toxicidad insignificante en ratones [128]
Balb/c inyeccion de i.p.
GO Mices 50 g/raton !ntroyegcmn No hgy mfla_mamopl a_guda y cronica [129]
intraperitoneal después de la inyeccion intraperitoneal
GO Conejos 1000300 g/ojo !ntroye_ccmn Sin cambios er}lla_aparlenma del globo [130]
intratvivereal ocular y la presion intraocular

GO-PEG A ratones 20 mg/kg Inyeccion baja absorciéon por FER; no hay signos [48]
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Material Mgdelo Dosificacion Proceso . de Efecto bioldgico Ref.
animal administracion
Balb/c intravenosa de toxicidad en el bazo y el higado
GO-NH Mices 250 g/kg !nyecmon No tromboembolismo pulmonar [131]
5 intravenosa

Goles encontrados en el pulmén, el
higado y el bazo; inflamaciéon pulmonar [47]
dependiente de la dosis y granuloma

A ratones 0,1, 0,25 y 0,4 Inyeccion

GO de KM mg porraton intravenosa

Los GOs hidratado indudujen una

hGO; A ratones 2 ma/k aspiracioén inflamacion pulmonar més grave y la [87]
GO B6 9/kg orofaringea peroxidacion de los lipidos en
macrofagos alveolares que los GO
A ratones Introveccion Los GOs induducan dafios cerebrales y
GO 4 mg/kg [Niroyec renales al aumentar ROS y MDA, pero [23]
Balb/c intraperitoneal - . L
disminuyendo los niveles de glutation
- - Grandes GOs (750-1300 nm) inducidos
A ratones Admmlstracmn a la produccion de citocinas pulmonares
GO 5 mg/kg intravenosa e L . [110]
Balb/c . y sistémicas muy altas y reclutamiento
intratracheal . ; .
de celulas inflamatorias
A ratones Inculaciones Los GOs se retuencieron principalmente
GO de KM 10 mg/kg intratraqueales en el pulmdn. Lesion pulmonar aguda y [133]

fibrosis pulmonar crénica.

Infiltracion de células inflamadas, edema

. Inyeccion -
GO Mices 10 mg/kg intravenosa pulmongr y formacion de granuloma en [134]
el pulmén
- Reaccion granulomamatosa con
GO \r/?/tiztar fno’ /kl S0, 0 500 :Qtt:gy:rci%?:;al formacion celular gigante; degeneracion [135]
g’kg P neuronal y necrosis
rata Inveccion rGO entrd en el hipocampo vy el tdlamo,
rGO . 7 mg/kg ny reduccién de la estanqueidad paracelular [137]
Wistar intravenosa
de BBB
rGO-PEG redujo la funcion de barrera
rGO- rata 7 ma/k Inyeccion hematobra cerebral debido a Ila [117]
PEG Wistar 9/kg intravenosa generacién de peroxidacion de ROS y ==
lipidos
rGO- Mitones Intravenosas e rGO-PEG se distribuye en higado,
PEG albino 10 mg/kg i.p.inyeciones médula de huesos, bazo y cerebro [136
Abrir en una ventana separada
Ira:

4. GO-Polymer Nanocomposites

Los GO pueden dispersarse bien en el agua debido a la presencia de grupos oxigenados. Asi, los
polimeros hidroliticos, como el alcohol polivinilico (PVA) y PEG, pueden reaccionar con GO facilmente
en solucién acuosa para formar nanocomisaciones de polimero [77]. La union de hidrégeno entre los
grupos oxigenados de GO y PVA puede prevenir la agregacion de rellenos y promover interacciones de
polimero-fillero. Al comparar con el polimero pristino, la resistencia mecanica de las nanocompositas
GO/PVA aumenta notablemente debido al mecanismo eficaz de transferencia de estrés de la matriz de
polimeros a rellenos de GO durante las pruebas de traccion [146]. Los polimeros biodegradables
sintéticos como el acido polilactico (PLA), el poliglicolico (PGA) y el copolimero politético-
coglucolico)acid (PLGA) encuentran aplicaciones Utiles en el campo biomédico, incluyendo la entrega de
medicamentos y la ingenieria de tejidos 6seos como suturas y andamios [147,148]. El PLA es un
polimero hidrofébico debido a la presencia de grupos laterales de la HC 5 en sus unidades repetidas. Los
grupos de metileno hacen de la EPL con una velocidad de biodegradacion lenta, baja resistencia mecanica
y dureza. La mala resistencia mecanica del EPL dificulta su desarrollo para fabricar dispositivos de
fijacién interna para fracturar huesos en ortopedia. Los dispositivos de fijacion biodegradable de polimero
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tienen una clara ventaja sobre sus contrapartes metalicas porque los dispositivos pueden degradarse en
cuerpo humano, por lo que la cirugia de revisidon para extirparlos es innecesaria. Esto reduce en gran
medida el dolor de pacientes que sufren fracturas dseas y el costo de la atencidén hospitalaria. En los
Gltimos afios, el nimero de pacientes que padecen enfermedades relacionadas con los huesos, como el
cancer y la fractura dsea, aumenta bruscamente debido a un aumento de la poblacion de més edad y la
contaminacién ambiental a nivel mundial. Ademas, las actividades deportivas y recreativas también
causan lesiones Gseas en adultos. Es urgente desarrollar biomateriales avanzados y nanocompuestas de
polimeros con buena biocompatibilidad para aplicaciones de ingenieria de tejidos dseos. En los Gltimos
afios, la atencién se ha centrado en la mejora de la biocompatibilidad y la propiedad mecanica de
poliésteres biodegradables que se refuerzan con GOs [80149.149]. El rendimiento mecénico de PLA se
puede mejorar afadiendo bajo contenido de GO. Esto se debe a que GO con médulo elastico superior
(207.6 y 23.4 GPa) es un refuerzo eficaz para que el PLA forme nanocomposites poliméricos. Ademas,
GO también promueve la adhesion y proliferacion de células 6éseas (osteoblasts), asi como la
diferenciacion de células madre [150151.151,152]. A este respecto, las biocomositas GO/PLA con una
buena biocompatibilidad y la resistencia a la traccién son biomateriales ideales para la ingenieria de
tejidos dseos y aplicaciones de medicina regenerativa.

Arriagada et al. estudiaron los efectos de las adiciones GO (0,505 wt.%) y TRG (1010 wt.%) sobre la
biocompatibilidad de GO/PLA mezclado de GO/PLA y PLA/TRG nanocomposites [81]. La linea de
celdas de osteosarcoma humano (Saos-2) fue cultivada en estos nanocompuestos. Al comparar con PLA
pristino, la adicion de s6lo 0.5 wt.% GO a PLA mejora la viabilidad de Saos-2 de menos del 70% a cerca
del 90% (Figura 20). La viabilidad celular se puede mejorar ain mas afiadiendo 1 wt.% GO. Esto se debe
a que el GO hidrofilico puede mejorar la adsorcion de proteinas y la posterior adhesién celular. En el caso
de las nanocomosidades PLA/TRG, la viabilidad de Saos-2 sigue siendo casi la misma con la de PLA
puro, con la excepcion del nanocompuesto TRG PLA/1%. EI TRG hidrofébico no mejora la adhesion y la
proliferacién de Saos-2. Considerando las propiedades mecéanicas, el médulo elastico de PLA aumenta de
aproximadamente 2,1 GPa a 2,2 GPa y 2.4 GPa, respectivamente, afiadiendo 1 wt.% y 2 wt.% GO,
correspondiente a una mejora del 4,8% y 14,3% en la rigidez. Del mismo modo, Pinto et al. también
encontraron que GO mejora la adherencia y proliferacion de fibroblastos en las superficies de PLA/GO
peliculas nanocompuestas [153]. Cabe destacar que las suspensiones de los GOs con bordes afilados
pueden penetrar la membrana celular y alcanzar el citoplasma, lo que conduce a un mayor nivel de ROS y
una eventual muerte celular, como se menciond anteriormente. Sin embargo, la matriz polimérica de
nanocomositas poliméricos puede sellar bordes afilados de GOs de manera efectiva, evitando asi el dafio
de la membrana 15celular de la penetracién GO [15]. Debido a que los GO estan firmemente unidos a la
matriz polimomica, por lo que no pueden moverse libremente para inducir dafio de la membrana celular y
apoptosis. A este respecto, los OSM con grandes superficies de superficie proporcionan lugares eficaces
para la adhesién y proliferacion de osteoblastos durante el cultivo de células.
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Gréfico 20

Resultados MTT para PLA/GO y 6xido de grafeno/acido polilactico (PLA/TRG) de nanocomposiciones
cultivadas con Saos-2. * denota significa una significacién estadisticamente entre los grupos
experimentales y el control. - representa la significancia estadistica entre los grupos experimentales y el
EPL (n =6; p = 0,05). Reproducido de [81] con permiso de Wiley.

Los hidrogeles convencionales que se sintetizaron de la utilizacion de cross-linker organico tienen
muchos inconvenientes, incluyendo mala absorcién, propiedades mecénicas y estructurales. Los
hidrogeles son redes hidrofilicas tridimensionales de polimeros que son capaces de absorber una gran
cantidad de agua o fluidos biolégicos, mostrando asi atractivas aplicaciones en ingenieria de tejidos y
administracion de farmacos [154]. Se sabe que el GO es un refuerzo eficaz para los sistemas hidrogel
debido a sus abundantes grupos hidrofilicos en la superficie [155,156]. Asi, GO puede establecer fuertes
interacciones interfaciales con polimeros solubles 158159162en agua (por ejemplo, PVA, PEG y PAA)
mediante la unién quimica o de hidrégeno [157.158,159,160,161,162]. Por ejemplo, Zhang et al.
prepararon hidrogel compuesto GO/PVA con una resistencia a la traccion mejorada de 3.48 MPa al afadir
0.8 wt% GO, siendo 132% de aumento que el hidrogel PVA limpio. Tal hidrogel nanocompuesto tuvo un
efecto no toxico en los osteoblastos [157]. La introduccion de PEG podria conducir a un injerto méas
eficiente de moléculas de PVA en la superficie GO. Como tal, GO fue exfoliado y se disperso
uniformemente en la matriz PVA de hidrogeles GO/PVA-PEG [159]. Zhong et al. preparar hidrogeles
nanocompuestos GO/PAA con una elongacion en el descanso del 2980% Yy resistencia a la tensia de 777
kPa, cuya red intervinida fue facilitada por el enlace fisico de iones (Fe ® . ... ... ..............
...... Muy recientemente, Jing et al. prepararon hidrogeles rGO/PAA de autocuracion que tenian buena
biocompatibilidad con fibroblastos y alta capacidad de estiramiento, mostrando asi aplicacion potencial
para dispositivos de piel artificial ].

Ir a:

5. Conclusiones

En esta revision, resumimos y discutimos los procesos de sintesis de nanomateriales a base de grafeno, su
biocompatibilidad y citotoxicidad. Ademas, también se abordé la citotoxicidad in vitro e in vivo de los
nanomateriales a base de grafeno. El principal reto en la comercializacién de grafeno hoy en dia es
producir grafeno de alta calidad a gran escala y a bajo costo. La calidad del grafeno juega un papel
importante en el campo biomédico porque la presencia de impurezas puede tener un efecto adverso sobre
las células de los mamiferos al inducir dafio de la membrana celular y apoptosis. La comprension
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adecuada de las interacciones directas entre el grafeno nanoestructurado y las células de los mamiferos se
puede obtener mediante el uso de grafeno puro. Aunque la exfoliacion mecéanica de copos de grafito
puede producir grafeno puro, el rendimiento es muy bajo para fines de manipulacion de células. El
grafeno CVD es demasiado caro y su proceso de transferencia de papel de cobre o lamina de niquel al
vidrio objetivo o sutrato SiO , /Si es tedioso. Sin embargo, el digrafeno CVD de alta calidad proporciona
informacion Gtil que relaciona sus interacciones con las células. La mayoria de los estudios de cultivo
celular in vitro revelaron que el grafeno de la DV con una dimensién nanoescala es biocompatible con
varias lineas celulares, especialmente aumentando la adherencia fibroblastica y promoviendo la
diferenciacién de los hMSC en las células dseas. Estos resultados son alentadores para posibles
aplicaciones de grafeno en ortopedia. La preparacion de las ldminas de grafeno LPE requiere disolventes
toxicos y tensioactivos para la exfoliacion de grafito. Esos reactivos quimicos, especialmente los
tensioactivos, son dificiles de eliminar de las hojas de grafeno final, por lo que el uso de LPE-graphene en
el campo biomédico es limitado. Un ejemplo tipico es que el LPE-graphene induce citotoxicidad en el
cerebro y los tejidos renales de embriones de pollo [132].

Hasta ahora, los GO preparados por el proceso de Hummers modificados se utilizan ampliamente para
investigar sus interacciones y respuestas con células de mamiferos in vitro e in vivo. Los resultados
contradictorios se encuentran en la literatura sobre la biocompatibilidad y la raditoxicidad de los GOs y
las rGOs bajo condiciones in vitro e in vivo. Esto esta relacionado en parte con los investigadores que
emplean varios tiempos de oxidacion, diferentes tipos y diferentes concentraciones de oxidantes para la
sintesis, produciendo GOs con estructura y reactividad, asi como el nivel de impureza que difieren de un
estudio a otro. La diversidad en las propiedades estructurales tiene un gran impacto en las interacciones
célula-GO. Ademas, los diversos oxidantes quimicos y los agentes reductores utilizados para preparar
GOs y rGOS pueden generar impurezas metélicas y contaminaciones organicas, alterando asi sus
interacciones con células, tejidos y 6rganos, y resultando en dafio celular y apoptosis. En particular, el
agente reductor de hidrazina téxica causa importantes destrucciones celulares en los hMSC a un
contenido de rGO muy bajo (1,0 g/ml) [122], mientras que el Na , S residual en rGO induce respuestas
proinflamatorias graves en macrofagos [133]. Estos efectos adversos pueden explicar en parte las
discrepancias en la presentacion de resultados experimentales en la literatura. Los GOs y los rGO
preparados de la ruta de sintesis verde son nanomateriales bastante prometedores para aplicaciones
biomédicas, ya que pueden reducir la citotoxicidad en baja medida 105[105].

Se considera que la toxicidad de los GOs/rGOs puede minimizarse dispersandolos en polimeros para
formar nanocomisaciones de polimeros. Como tal, los nanomateriales de grafeno se inmovilizan ya que
estan firmemente unidos a la matriz de polimeros de nanocomposicaminos. Ademas, la matriz de
polimero puede sellar los bordes afilados de los GOs/rGOs, impidiendo su penetracién en citoplasma.
Asi, los nanofilleres de grafeno con grandes areas de superficie proporcionan sitios eficaces para la
adhesion celular y la proliferacion, especialmente para los osteoblastos (células 6seas). Ademas, los
grupos oxidados de GO pueden reducir la hidrofobicidad de la matriz polimérica, facilitando asi la
fijacion de células y extendiéndose en la superficie del polimero [15,16]. Este enfoque abre nuevas
oportunidades para aplicaciones biomédicas de nanomateriales de grafeno en ortopedia para fabricar
dispositivos avanzados de fijacion dsea, andardas e implantes. Se debe realizar una mayor evaluacion e
investigacion de seguridad para garantizar que las nanocomositas de polimero sean biocompatibles con
los tejidos humanos antes de las aplicaciones clinicas.
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