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Resumen

Debido a sus propiedades fisicoquimicas Unicas, los nanomateriales de grafeno-familia (GFN)
se utilizan ampliamente en muchos campos, especialmente en aplicaciones biomédicas.
Actualmente, muchos estudios han investigado la biocompatibilidad y toxicidad de las GFN in
vivo y la introduccién. En general, las GFN pueden ejercer diferentes grados de toxicidad en
animales o modelos celulares siguiendo con diferentes vias de administracion y penetrando a
través de barreras fisiolégicas, siendo posteriormente distribuidos en tejidos o localizados en
céelulas, eventualmente excretados fuera de los cuerpos. Esta revision recoge estudios sobre los
efectos toxicos de las GFN en varios 6rganos y modelos celulares. También sefialamos que
varios factores determinan la toxicidad de las GFN incluyendo el tamafio lateral, la estructura de
la superficie, la funcionalizacién, la carga, las impurezas, las agregacion y el efecto corona ect.
Ademas, se han revelado varios mecanismos tipicos subyacentes a la toxicidad de la GFN, por
ejemplo, destruccion fisica, estrés oxidativo, dafio del ADN, respuesta inflamacional, apoptosis,
autofagia y necrosis. En estos mecanismos, (receptores similares a los de peonado -) TLR-, el
factor de crecimiento transformador de la via de devolucion de la via de la via de la via de la via
de la via de la via de sefializacion, y el estrés oxidativo juega un papel crucial en estas vias. En
esta revision, resumimos la informacién disponible sobre la regulacion de los factores y los
mecanismos de toxicidad de la FMN, y proponemos algunos desafios y sugerencias para futuras
investigaciones de GFN, con el objetivo de completar los mecanismos de toxicologia, y
proporcionando sugerencias para mejorar la seguridad bioldgica de las GFN vy facilitar su
amplia aplicacion.

Palabras clave:
Ir a:

Antecedentes
Graphene, que esta aislado de grafito cristalino, es una monocapa plana compuesta de laminas

bidimensionales de un atomo de grosor de una celosia de alabaron hexagonal dispuesta 1[1].
Debido a su superficie estructural Unica y especifica y caracteristicas mecanicas, las funciones y
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aplicaciones del grafeno han ganado considerable atencion desde el descubrimiento del material
en 2004 [2, 3]. El grafeno y sus derivados incluyen grafeno monocapa, grafeno de pocas capas
(FLG), 6xido de grafeno (GO), éxido de grafeno reducido (rGO), nanohomas de grafeno (GNS),
nanocintas de grafeno, etc. [40 7]. GO es uno de los derivados de grafeno quimicos mas vitales
de los nanomateriales de grafeno-familia (GFN), que atrae cada vez mas atencion por sus
aplicaciones biomédicas potenciales. Los materiales a base de grafeno suelen tener tamafios que
van de varios a cientos de nandémetro y tienen entre 1 y 10 nm de grosor [88, 9], que también es
la definicion de nanoparticulas o "nanomaterials”. Debido a sus excepcionales propiedades
fisicas y quimicas, los materiales de grafeno se han utilizado ampliamente en diversos campos,
incluido el almacenamiento de energia; los dispositivos nanoelectronicos; las baterias [10 1212];
y las aplicaciones biomédicas, como antibacterianos 13[13, 14], biosensores [15 - 18], imagenes
celulares [19, 20], la entrega de medicamentos [88, 2121, 22] y la ingenieria tisular [230 25].

Junto con el aumento de la aplicacion y la produccion de GFN, aumenta el riesgo de exposicion
profesional 0 medioambiental no intencionado a las GGN 26[26]. Y recientemente, hay alguna
investigacion sobre la exposicion de GFNs en entornos ocupacionales y los datos publicados
mostraron que la exposicion ocupacional de las GFN tenia toxicidad potencial para los
trabajadores e investigadores [270 29]. Las GFN pueden administrarse en cuerpos mediante
instillacion intratraqueal 30[30], administracion oral 31[31], inyeccion intravenosa 32[32],
inyeccidn intraperitoneal [33] e inyeccion subcutanea 34[34]. Los GFN pueden inducir lesiones
agudas y cronicas en los tejidos penetrando a través de la barrera del aire sanguineo, la barrera
de la sangre-testi, la barrera hematobrana y la barrera de la sangre-placenta, etc., etc., y
acumularse en el pulmén, el higado y el bazo, etc. Por ejemplo, algunos aerosoles de
nanomateriales de grafeno pueden ser inhalados y deposicidn sustancial en el tracto respiratorio,
y pueden penetrar facilmente a través de las vias respiratorias traqueobronquiales y luego
transitar hacia las vias respiratorias pulmonares inferiores, resultando en la posterior formacién
de granulomas, fibrosis pulmonar y efectos adversos para la salud de las personas expuestas [2,
29]. En varias revisiones se han descrito las propiedades Unicas [35, 36] y se han resumido las
Gltimas aplicaciones bioldgicas potenciales de las GFN para la entrega de medicamentos, la
entrega de genes, biosensores, la ingenieria tisular y la neurocirugia [37, 39]; evalu6 la
biocompatibilidad de los FMN en las células (bacteriana, mama y planta) [7, 40, 41] y animales
(pescado micético y de abeja) [42]; informacion recogida sobre la influencia de las GFN en los
entornos del suelo y el agua [43]. Aunque estas revisiones discutieron los perfiles de seguridad
relacionados y la nanotoxicologia de las Globos, las conclusiones especificas y los mecanismos
detallados de toxicidad fueron insuficientes, y los mecanismos de toxicidad no se resumieron
completamente. Los mecanismos toxicoldgicos de los GFN demostrados en estudios recientes
contienen principalmente respuesta inflamatoria, dafio del ADN, apoptosis, autofagia y necrosis,
etc., y esos mecanismos se pueden recolectar para explorar mas a fondo las complejas redes de
vias de sefializacién que regulan la toxicidad de las GFN. Tiene que sefialar que hay varios
factores que influyen en gran medida en la toxicidad de las GFN, tales como la concentracién, la
dimension lateral, la estructura de la superficie y la funcionalizacién, etc. En este sentido, esta
revision presenta un resumen completo de la informacién disponible sobre los mecanismos y
factores reguladores de la toxicidad de las FMN in vitro e in vivo a través de diferentes métodos
experimentales, con el objetivo de proporcionar sugerencias para nuevos estudios de las Globos
y completar los mecanismos de toxicologia para mejorar la seguridad biol6gica de las GFN y
facilitar su amplia aplicacion.

Ir a:

Toxicidad de las GFN (in vivo e in vitro)

Las GFN penetran a través de las barreras fisioldgicas o estructuras celulares por diferentes vias
de exposicion o vias de administracion y entrando en el cuerpo o las células, resultando
eventualmente en toxicidad in vivo e in vitro. Las diferentes vias de administracion y caminos
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de entrada, la distribucién y excrecién de tejidos, incluso los diversos patrones y ubicaciones de
absorcion celular, pueden determinar el grado de toxicidad de las GFN [44 - 46]. Asi que para
dejarlos claro puede ser (til para entender mejor las leyes de la ocurrencia y desarrollo de la
toxicidad de las GFNs.

Ruta de administracién

Las vias comunes de administracién en los modelos animales incluyen la exposicidn a las vias
respiratorias (insuflacion intestinal, instilacion intratraqueal e inhalacion), administracion oral,
inyeccidn intravenosa, inyeccion intraperitoneal e inyeccién subcutanea. La principal via de
exposicion para los GFN en el entorno de trabajo es la exposicion en las vias respiratorias, por
lo que la inhalacién e instilacion intratraqueal se utilizan principalmente en ratones para simular
la exposicion humana a las FMN. Aunque el método de inhalacién proporciona la simulacion
mas realista a la exposicion a la vida real, la instilacion es méas eficaz y ahorradora de tiempo, y
se encontr6 GFNs que causan un periodo de inflamacion més largo utilizando la inculacién
(instilacion intratraqueal, instalacion intrapleural y aspiracion faringe) que inhalacién [24, 30,
47, 48]. Se investigaron las GFN para depositar en los pulmones y acumularse a un nivel alto,
gue se mantuvo durante mas de 3 meses en los pulmones con un lento despeje tras la instilacién
intratraqueal [49]. La inyeccion intravenosa también se utiliza ampliamente para evaluar la
toxicidad de los nanomateriales de grafeno, y el grafeno circula a través del cuerpo de ratones
en 30 minutos, acumulandose en una concentracion de trabajo en el higado y la vejiga [32, 500
52]. Sin embargo, los derivados de GO tenian adsorcion intestinal bastante finita y se
excretaban rapidamente en ratones adultos a través de la administracion oral [31, 53]. EI GO del
tamafio de Nano (350 nm) causé que menos células mononucleares infiltradas en el tejido
subcutdneo de adiposo después de la inyeccidén subcutdnea en la regién del cuello en
comparacion con el GO del tamafio de una micronamplesis [34]. Aglomerado GO cerca del
lugar de la inyeccion después de la inyeccién intraperitoneal, y numerosos agregados mas
pequefios se establecieron en las proximidades del higado y el bazo de serosa [31, 33]. Los
experimentos sobre el contacto de la piel con o la permeacién cutanea de las GFN no se
encontraron en los trabajos revisados aqui, y no hay pruebas suficientes disponibles para
concluir que el grafeno puede penetrar lesiones intactas en la piel o la piel. La ruta de las gotas
nasales, que se ha utilizado ampliamente para probar la neurotoxicidad o el potencial de lesién
cerebral de otros nanomateriales, no fue mencionada en los trabajos revisados aqui.

Rutas de entrada de GFNs

Las GFN llegan a varios lugares a través de la circulacion sanguinea o barreras bioldgicas
después de entrar en el cuerpo, lo que resulta en diversos grados de retencion en diferentes
6rganos. Debido a su nanotamafio, los GFN pueden llegar a 6rganos méas profundos pasando a
través de las barreras fisiologicas normales, como la barrera del aire de la sangre, la barrera de
sangre-testis, la barrera hematobrana y la barrera de la sangre-encarntal.

Barrera del aire de sangre

Los pulmones son una entrada potencial para nanoparticulas de grafeno en el cuerpo humano a
través de las vias respiratorias. Las nanolaminas inhaladas de GO pueden destruir la
ultraestructura y las propiedades biofisicas de la pelicula de tensioactivos pulmonares (PS), que
es la primera linea de defensa del huésped, y emerger su toxicidad potencial 54[54]. Las
particulas aglomeradas o dispersas depositan en la superficie alveolar interior dentro de los
alvéolos y luego sean 55engullidas por macrofagos alveolares (AMs) [55]. La distancia en los
pulmones se facilita por la escalera mecénica mucociliar, las AM o la capa epitelial [560 58].
Sin embargo, algunas nanoparticulas pequefias e inhaladas se infiltran en la barrera epitelial
pulmonar intacta y luego pueden entrar transitoriamente en el epitelio alveolar o el intersticio
[59, 60]. El grafeno inculpada intratrascamente puede redistribuirse al higado y el bazo pasando
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a través de la barrera de la sangre del aire 61[61]. El estudio de la barrera del aire sanguineo
puede llamar la atencion intensiva, ya que los investigadores y los trabajadores exposicion
ocupacional de las GFN suelen ser a través de la inhalacién. Para dejar claro como la barrera del
aire de la sangre juega un papel en la toxicidad de las GFN puede convertirse en un tema
candente de investigacion.

Barrera de cerebro de sangre

La intrincada disposicion de la barrera hematoma-cerebro, consistente en nimeros de receptores
de 62membrana y portadores altamente selectivos, s6lo ejerce una influencia sutil en la
circulacion sanguinea y el microambiente cerebral en comparacion con el endotelio vascular
periférico [62]. La investigacion sobre el mecanismo de la barrera hematobrada ha logrado
algunos progresos involucrados en enfermedades y nanotoxicidad. La desorcidn/ionizacion laser
asistida por Matriz (MALDI) desorcion de masas (MSI) revel6 que rGO, con un didmetro
promedio de 342 , , perme0 a través de la via paracelular en la hebrada interendotelial de
manera dependiente del tiempo al disminuir la estanqueidad paracelular de la barrera hebrain
sanguinea 63[63]. Ademaés, los puntos cuannos de grafeno (GQD), con un tamafio pequefio de
menos de 100 nm, pueden cruzar la barrera 64hematobrana [64]. Los estudios sobre como los
materiales de grafeno pasan a través de la barrera hematobrana y causan la neurotoxicidad son
muy raros, y se necesitan mas datos para sacar una conclusion.

Barrera de la prueba de sangre

Las pruebas de sangre y las barreras de la epidididiamis sanguineas son bien conocidas por ser
algunas de las barreras de tejido sanguineo mas estrictas en el cuerpo de los mamiferos 65[65].
Las particulas GO con diametros de 54,9 y 23,1 nm tuvieron dificultad para penetrar en las
barreras de la sangre y en la sangre-epididiamis después de la inyeccién intraabdominal, y la
calidad de los espermatozés de los ratones no se vio afectada incluso en dosis de 300 mg/kg
66[66].

Barrera de la senosta de sangre

La barrera placentaria es indispensable para mantener el embarazo, ya que media el intercambio
de nutrientes y productos metabdlicos, ejerce funciones metabdlicas vitales y secretas hormonas
[67]. Una revision reciente sugirié que la placenta no proporciona una barrera estricta contra la
transferencia de nanoparticulas a los fetos, especificamente contra la distribucion de
nanoparticulas carbonaceas hacia y en el feto [42]. Se sugiri6 que las particulas rGO y oro
(diametro de 13 nm) apenas estdn presentes o estan ausentes en la placenta y el feto en la
gestacion tardia después de la inyeccion intravenosa [44, 68]. Sin embargo, otros informes
mostraron que la transferencia transplacental se produce en etapas gestacionales tardias [69, 70].
Se habia prestado mucha atencion a la toxicidad para el desarrollo de los nanomateriales, y los
informes mostraron que muchas nanoparticulas cruzaron la barrera placentaria e influyeron
fuertemente en el desarrollo de embriones [710 75]. Pero los estudios de la exposicion a
materiales de grafeno a través de la barrera de la placenta son deficientes, y como estas
particulas se transfieren a los embriones deben ser evaluadas en detalle en el futuro.

Estas cuatro barreras fueron las barreras méas frecuentemente mencionadas en la literatura, y
otras barreras no han sido evaluadas en estudios recientes, como barreras de la piel, que no han
sido mencionadas en ninguno de los cientos de estudios de toxicidad de la GFN registrados.
Ademas, el mecanismo por el que las GFN pasan por estas barreras no se entiende bien, y se
necesitan urgentemente investigaciones mas sistematicas.

Distribucion y excrecion de GFN en el tejido
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La absorcion, distribucion y excrecién de nanoparticulas de grafeno pueden verse afectadas por
diversos factores, incluyendo las vias de administracion, propiedades fisicoquimicas,
aglomeracién de particulas y revestimiento de superficie de GFNs.

Las diferentes rutas administrativas influyen en la distribucién de GFN, por ejemplo, inculpé
intratraguelmente FLG pasando por la barrera aire-sangre acumulada principalmente y se
mantuvo en los pulmones, quedando el 47 por ciento después de 4 semanas 61[61]. EI GO
administrado ingresd por via intravenosa en el cuerpo a través de la circulacién sanguinea y se
mantuvo altamente retenida en el pulmon, el higado, el bazo y la médula 6sea, y la infiltracion
de células inflamatorias, la formacién de granuloma y el edema pulmonar en los pulmones
después de la inyeccion intravenosa de 10 mg kg/peso corporal GO [49]. Del mismo modo, se
observé alta acumulacion de derivados GO PEGilados en el sistema reticuloendotelal (RES),
incluyendo higado y bazo después de la inyeccion intraperitoneal. Por el contrario, GO-PEG y
FLG no mostraron absorcion 31detectable de las vias gastrointestinales ni captacion de tejido
mediante administracion oral [31].

Las diferentes propiedades de las GFN, como su tamafio, dosis y grupos funcionales, siempre
conducen a resultados inconsistentes en los perfiles de distribucion de grafeno. Por ejemplo,
Zhang et al. encontraron que el GO estaba atrapado principalmente en los pulmones del raton
[49]; sin embargo, Li et al. observaron que el GO se acumulaba en el higado 76del ratén [76].
En particular, las hojas pequefias de GO, con didmetros de 10030 nm, se distribuyeron
principalmente en el higado y el bazo, mientras que las hojas GO més grandes (100 800 nm) se
acumularon principalmente en los pulmones [49, 52, 77]. Si el tamafio de GO es mayor que el
tamafio de los vasos, GO generalmente se queda atascado en las arterias y capilares en la
proximidad del lugar de inyeccion. Se demostré que la acumulaciéon de GO en los pulmones
aumentd con un aumento de la dosis y el tamafio inyectados, pero que en el higado disminuyé
significativamente 78[78]. El revestimiento de polimeros biocompatibles en GO también afecta
a la biodistribucion, por ejemplo, la inyeccion intravenosa de GO-PEG y GO-dextran (GO-
DEX) se acumulan en el sistema reticuloendotelal (RES), incluyendo el higado y el bazo, sin
toxicidad a corto plazo [31, 79]. Ademas, la carga de proteinas plasmaticas y adsorcion de GO
por proteinas plasmaticas también afecta a la biodistribucion 34[34].

La excrecion y el aclaramiento de las GFN varian en diferentes 6rganos. En los pulmones, las
observaciones indicaron que las AM atraen y limpian la ONG, que podria eliminarse del esputo
a través del aclaramiento mucociliar u otras formas [57], y el 46.2 % de la FLG intratraquemos
inculcadas se excretaron a través de las heces 28 d después de la exposicion 61[61]. En el
higado, las nanoparticulas pueden eliminarse a fondo la via hepato-biliar siguiendo el conducto
biliar en el duodeno [80]. Ademas, la GNS PEGilada que se acumula principalmente en el
higado y el bazo se puede despeje gradualmente, probablemente por excrecion tanto renal como
fecal. Como se revisO recientemente, las hojas GO de méas de 200 nm estan atrapadas por la
filtracion fisica esplénica, pero los tamafios pequefios (aproximadamente 8 nm) pueden penetrar
los tabulos renales en la orina y ser removidos rapidamente sin toxicidad obvia [81]. Las vias de
excrecion de GFN adn no han sido claramente explicadas, pero las rutas renales y fecales
parecen ser las principales vias de eliminacidn para el grafeno.

Recientemente, la estrategia de distribucion y excrecion/toxicidad se ha convertido en una parte
importante de los estudios nanotoxicol6gicos. Hasta la fecha, se han reportado varios resultados
controvertidos sobre la distribucion y excrecion de grafeno in vivo en varios documentos, y
todavia se necesita una evaluacion sistematica de la toxicocinética de las GFN. El metabolismo
y la excrecién de los nanomateriales son procesos de largo periodo, sin embargo, los estudios
recientes de GFN se habian limitado a evaluaciones toxicologicas a corto plazo, y la
acumulacion a largo plazo y la toxicidad de las GFN en diferentes tejidos siguen siendo
desconocidas. Por lo tanto, es necesario realizar estudios a largo plazo sobre la deposicién y la
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excrecion de GFN utilizando diferentes células y animales para garantizar la bioseguridad de los
materiales antes de su utilizacion en aplicaciones biomédicas humanas.

Arriba y localizacion de GFN en las celdas

También se ha observado que la absorcién y la ubicacion de los GFN ejercen diferentes efectos
en diferentes lineas celulares. El grafeno se toma en las celdas a través de varias rutas [82, 83].
Basicamente, los parametros fisicoquimicos como el tamafio, la forma, el recubrimiento, la
carga, el didmetro hidrodinamico, el punto isoeléctrico y el pH son importantes para permitir
qgue el GO pase a través de la membrana celular [84]. Como se dijo anteriormente, las
nanoparticulas con didmetros de 100 nm pueden entrar en las células, y aquellas con didmetros
de 40 nm pueden entrar en el ndcleo [85]. Por ejemplo, los GQDs posiblemente penetran
directamente las membranas celulares, en lugar de a través de vias dependientes de la energia
[86, 87]. Las nanoparticulas de 6xido de grafeno recubiertas de proteinas mas grandes (PCGO)
(mé&s de 1 mimbre) entran en las células principalmente a través de la fagocitosis, y las
nanoparticulas PCGO mas pequefias (-500 nm) entran a las células principalmente a través de la
endocitosis mediada por clatrina [88]. Las hojas GO podian adherirse y envolver alrededor de la
membrana celular, insertar en la bicapa lipidica o interiorizarla en la célula como consecuencia
de las interacciones con las células [89]. Del mismo modo, se demostré que el 6xido de grafeno
reducido (PrGO) y el rGO se adherian a la membrana lipidica de células bicapas prominentes
debido a la interaccion de dominios grafiticos hidrofébicos y sin modificaciones con la
membrana celular [90, 91]. Por consiguiente, se sugirio que la exposicidn prolongada o una alta
concentracion de grafeno induce dafios fisicos o bioldgicos a la membrana celular, junto con la
desestabilizacion de los filamentos de actina y el citoesqueleto [92].

Los datos actuales demuestran que las hojas GO interactian con la membrana plasmética y son
fagociadas por macrofagos. Tres receptores principales en macrdfagos participan en la
fagocitosis de GNS: el receptor Fcg (FcgR), receptor de la mosasa (RM) y receptor de
complemento (CR). Ademas, FcgR es un receptor clave en la via fagocitica mediada [90, 93,
94]. La proteina corona de GO promueve el reconocimiento por los receptores de macrofagos,
especialmente el 1gG contenido dentro de la proteina corona. Se observo que los macréfagos se
34sometian a cambios morfolégicos prodigiosos al entrar en contacto con GO [34]. Después de
la internalizacion, grafeno se acumuld en el citoplasma celular, el espacio perinuclear y el
nacleo, que indujo la citotoxicidad en macrofagos murinos aumentando el ROS intracelular
mediante el agotamiento del potencial de membrana mitocondrial y desencadenando apoptosis
mediante la activacion de la via mitocondrial [83]. Las posibles interacciones y sitios de
acumulacion de GFNs se resumen en la Fig. 11.
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Materiales de grafeno y sus interacciones bioldgicas. (A) Un espacio de parametros para los
materiales de grafeno mas utilizados puede describirse mediante la funcionalizacién de la
superficie del material, que se define como el porcentaje de los atomos de carbono en
hibridacion sp3. Los cuadrados verdes representan grafeno de cultivo epitaxial; grafeno
amarillo, exfoliado mecanicamente; grafeno rojo, quimicamente exfoliado; azul, éxido de
grafeno. Tenga en cuenta que una serie de otros materiales relacionados con el grafeno (como
puntos cuanticos de grafeno y nanocintas de grafeno) también se estan utilizando en
experimentos. (B) Posibles interacciones entre materiales relacionados con el grafeno con
células (los copos de grafeno no deben escalar). aa) Adhesion en la superficie externa de la
membrana celular. bb) Incorporacion entre los monocapas de la membrana plasmaética bicapa. c)
Tranunaveacion de membrana. d) Internacion citoplasmética. (e) Endocitosis mediada por
clathrin. (f) internalizacion endosémica o faroomal.g) lisosomal u otro compartimento
perinuclearlocalizacion. h) Localizacion exosomal. Los resultados biologicos de tales
interacciones pueden considerarse adversos o beneficiosos, dependiendo del contexto de la
aplicacion biomédica particular. Diferentes materiales relacionados con el grafeno tendran
diferentes mecanismos preferenciales de interaccion con células y tejidos que esperan en gran
medida el descubrimiento. [90] Copyright (2014), con permiso de la Asociacion Americana para
el Avance de la Ciencia

Toxicidad de las GFN en érganos

Se ha observado y evaluado la toxicidad y la biocompatibilidad de las GFN mediante estudios
tedricos y de modelos animales. En la actualidad, hay una masa de datos que demuestran la
toxicidad de las GFN en diferentes organos o sistemas en animales, de modo que es dificil
enumerar todos los datos de esta revision. Asi resumimos una cierta literatura de ndmero y
elegimos algunos estudios toxicoldgicos in vivo de GFN listados en la Tabla 11.

Cuadro 1

Toxicidad de las GFN en 6rganos

nanomateriales Propiedades .
Incubacién de

de la familia de fisiquiales y Animales dosis V i Efectos Referencia
X . 0sis y tiempo
grafeno funcionalizacion
. 0, 15 10 Resultado de una
oxido de mg/Kkg, lesi6
. . esion  pulmonar
grafeno de Sin informacion A ratones inculacion aguda  (ALI) [30]
nanoescala C57BL/6 intratraqueal fi%rosis ulmona¥
(ONG) 0 h, 24 h, 48 h, P

72 hy 1 semana cronica
FLG inculpable
intratrasquilo
resultd en lesién
0,1 o 1 mg/ml, pulmonar aguda y
instilacién oral edema pulmonar,

Poca grafeno de Sin informacion Mitones de gava OFLG no mostrd [61]
capa (FLG) ICR ; . L
intratraqueal 3 6 absorcion
28 dias detectable a través
del tracto
gastrointestinal
por gavage oral.
Plaguetas de Sin informacion  Mices Exposicion deElI GP  causo [48]

grafeno (GP) inhalacion, 1 inflamacion aguda
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nanomateriales Propiedades
de la familia de fisiquiales y Animales
grafeno funcionalizacion

Incubacién de

dosis y tiempo Efectos Referencia

dia a
semanas

seisen el pulmén a 1
dia, y alivié la
inflamacion en el
pulmén  después
de 6 semanas

50 g por raton, El GP grande fue

nanoplagquetas  Espesor de 10 nm 'g; ratgenez ?;Pilnraglon inflamagénico

de grafeno Tamafio de 5030 C57BL/6p instalgacién tanto en el pulmén [24]

(GPs) .m . . como en el

femenino intrapleural, 24 espacio pleural
h- 7 dias P P
La exposicion a
una sola
llqiﬁnpesor de 0,93 Ratas gkgéigiglggmféinhalacién a GO

GO Tamafrio de gr;@?:e- inhalacién, una ,'[ggtfai re;ﬂﬁ?ﬁ;[zz[&]

1500250 nm y sola6 h
en los pulmones
de ratas
Espesor de 0,9
nm . 1,0 mg/kg, Acumulados
~ . Mitones : -

GO tamafio de I-GO: masculinos |r1ye_ctados por prlnc!palmente en[ﬁ1
105 M e via intravenosa, el higado y los
tamafio de s- 24 h pulmones
G0:100-500 nm

NUmeros de
cachorros de
gfecto de no,
Espesor de 4 nm relacion  sexual,
tamafio de I'Mitones de 24 mg/kg, vena pesos, tasas de
GO0:237.9 - 79,3 de cola supervivencia de

GO i ~ estrato ICR . 66[66]
nm; tamafio de s- hembra inyectada, 5 cachorros 0
GO: 54.9 - 23,1y dias crecimiento de
nm cachorros, baja

toxicidad para la
reproduccidn
masculina
Lleada a alta
Espesor de 1,0 1,10 mg/ kg, acumu_llamon,
nm A ratones inyeccion retenc_lp n de larga
GO tamafios de Kun Ming intravenosa 14 dﬁlrzqcc')?]g’r edema [49]
100800 nm dias P . Y
formacion de
granulomas
5 ma/k ONG-PEG alivio
A ratones : . MG esiones de tejidos
Espesor de 1 nm de inyeccion agudos
ONGPEG tamafio de 10 a . intravenosa de 294995 [81]
Kunming disminuy6 la
800 nm masculino cola érdida temprana
10 min-24h P P
de peso
GO Espesor de A ratones 4 mg/kg, Acumulado en el [31]
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nanomateriales Propiedades .
Incubacion de

de la familia de f|5|qy|ales_ oy Animales dosis y tiempo Efectos Referencia
grafeno funcionalizacion
GO-PEG 0,94,1.22, 4,43 y Balb/c inyeccion sistema
RGO-PEG 5,66 nm, intraperitoneal reticuloendotelal
NRGO-PEG de 450, 25, 50 y 1,7y30dias (RES), incluyendo
27 nm higado y bazo
durante mucho
tiempo
20 mg/kg de GO parecia toxico
GO Espesor de GO, inyeccion y causo la muerte
Graphene GQD: 0,5-1 nm A ratones intravenosa 0 GQD revel6 no
- ~ . . L 176
puntos cuantico tamafios de GO, Balb/c inyeccion acumulacion  en
(GQD) GQD: 305 nm intraperitoneal 6rganos y causo
14 dias baja citotoxicidad
s ., Induccion
oxido de Espesor de 1 a 2 A ratones !nyeccw_m moderada de la
grafeno nm, femeninos intraperitoneal formacion [99]
purificado Dimension lateral C57BI/6 de 50 g/anmal ranuloma y
(pGO) de 1000500 nm 24 h, 7 dias, g .
después de
El  microtamafio
Concentaciones de GO indujo
Espesor de 3.9 y C57BL/6  de serie, [respuesta}s, de
4.05 , . ., inflamacion
GO ~ ratones inyeccion ) [34]
tamafio de 350 ) mucho mas fuertes
machos subcutanea2l
nmy2m di que el GO de
ias N
tamafio
nanodimensado
Tanto el GO como
2 0 20 Mok, ¢ Leslian ‘en
GO Tamafio de 1110 C57BL/6 Jinyeccion infiltracion [84]
a 16 200 nm ratones subcutanea e o
: . absorcién y
intraperitoneal o
autorizacion  de
células inmunes.
RGO-IONP puede
nanoparticulas inactivar
part Espesor de 10 nm A  ratones 400 g, eficazmente  las
de oOxido de 70 d b/ . . b '
hierro RGO Tamano de 15.0 - Ba c Inyeccion ac_terla_s 236
2.0 nm femeninos subcutanea, polirresistentes en
(rGO-IONP)
abscesos
subcutaneos

No hay absorcién
obvia de tejido a

100 ma/kg, través de la

Espesor de 0,94, Administracion

GO 1.22, 4.43 y 5.66 Femenino oral 50 mark administracién
nm, balb/c N g/kg, oral, lo que indica [237]
GO-PEG inyeccion -
de 450, 25, 50 y ratones intraperitoneal la adsorcion
27 nm P .’ intestinal mas bien
1, 7y 30 dias L
limitada de esos
nanomateriales
tamarios de Hombre 60 mg/kg, RGO afectd la
RGO pequefio  rGO: C57black/6 gavage oral, 5 actividad, el [31]
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nanomateriales Propiedades .
Incubacion de

de la familia de fisiqyiales_ oy Animales dosis y tiempo Efectos Referencia
grafeno funcionalizacion

87,97 - 30.83, ratones dias equilibrio vy la

tamafios de gran coordinacion

rG0:472,08 . neuromuscular de

249,17 nm la locomotora,

pero mostré pocos
cambios en los
comportamientos
exploratorios, de

ansiedad 0
aprendizaje y
memoria.

Abrir en una ventana separada

Toxicidad en los érganos internos

El GO puede resultar en una respuesta de inflamacion aguda y lesion cronica interfiriendo con
las funciones fisiol6gicas normales de érganos importantes [32, 81]. Los experimentos de gava
oral no mostraron una absorcion detectable de GO a través del tracto gastrointestinal [95].
Interesante, una dosis baja de GO causé dafios graves en el tracto gastrointestinal después de
que los ratones maternos bebieran una suspensién GO en lugar de una dosis alta de GO porque
una dosis baja de GO sin aglomeracion puede unirse facilmente a la superficie gastrointestinal y
causar destruccién a través de sus abundantes bordes afilados 53[53]. Los GFN causaron
inflamacion y permanecieron en el pulmén el dia 90 después de una unica instilacion
intratraqueal, e incluso translocados a los ganglios linfaticos pulmonares por una inhalacion solo
de nariz [96, 97]. Una dosis alta de GO que forma agregacion puede bloquear los vasos
sanguineos pulmonares y resultar en disnea [50, 98], y se observaron trombos plaquetarios a
altas concentraciones de 1 y 2 mg/kg de peso corporal mediante inyeccidn intravenosa [89].
Segun se informa, GO interrumpid la barrera alveolar-capillari, permitiendo que las células
inflamatorias se infiltraran en los pulmones y estimulan la liberacion de citocinas pro-
inflamatorias [99]. La fibrosis y la inflamacion podrian ser verificadas por el aumento de los
marcadores de proteinas, Grl, CD68 y CD11b en los pulmones. Se sugiri6 que el uso de Tween
80 para dispersar FLG o un tensioactivo plarrico para dispersar el grafeno para reducir la
probabilidad de formacion de fibrosis pulmonar en células o ratones, mientras que se observo
fibrosis pulmonar cuando se suspendi6 el grafeno con albimina sérica bovina (BSA) 100[100].
Ademas, los isotopos radiactivos se pueden entregar en los pulmones, acompafiados de una
distribucion de profundidad de *** I-ONG en los pulmones, y los is6topos pueden depositarse
alli y resultar en mutaciones y canceres 30[30]. Sin embargo, publicaciones recientes alegaron
no cambios patoldgicos evidentes en ratones expuestos a dosis bajas de GO y grafeno
funcionalizado por inyeccién intravenosa, incluyendo GO (GO-NH2) GO (GO-NH2) poli (GO-
PAM), GO poli(acrilamida)-funcionalizado GO (GO-PAA) y GO-PEG; Unicamente GO-PEG y
GO-PAA inducidos menos toxicidad que la pristina GO in vivo [31, 79, 89]. Asi que los grupos
funcionales de GFN y la concentracion o estado agregado de trabajo influyen en gran medida en
la toxicidad de las GFN. Recientemente, las formas de modificar el grupo funcional de GFN,
disminuir la concentracion de trabajo o cambiar la condicion agregada se utilizan generalmente
para disminuir la toxicidad de las GFN.

Toxicidad en el sistema nervioso central
El grafeno ha beneficiado en gran medida a la neurocirugia con la aplicacion de la

administracion de farmacos/generos para el tratamiento con tumores cerebrales, dispositivos
biocompatibles intracraneales y espinales, biosensacion y bioimagen. Han surgido estudios
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sobre las potencialidades o riesgos de grafeno en el cerebro. En el modelo de embrién de pollo,
los copos de grafeno virgenes disminuyeron el nivel 101de &cido ribonucleico y la tasa de
sintesis de acido desoxirrunuclerico, lo que llevo a efectos dafiinos en el desarrollo del tejido
cerebral y la ultraestructura atipica en el cerebro [101]. Las investigaciones recientes de GFNs
en el sistema nervioso central estan involucradas principalmente en la aplicacion en lugar de la
toxicidad. Los datos del estudio toxico sobre GFN estan en marcha.

Toxicidad en el sistema de reproduccion y desarrollo

El grafeno de la plastina redujo la vascularizacién del corazéon y la densidad de los vasos
ramados después de la inyeccion en dvulos de 101pollo fecundados seguidos de incubacion para
19 d [101]. GO y rGO dafian embriones de pez cebra al influir en la tasa de incubacion
embrionaria y la longitud del cuerpo de una manera dependiente de la concentracién. Aunque
no se observd malformacién o mortalidad obvia en embriones expuestos de pez cebra 102[102],
GO se adhirid y se envolvié en el chorion de los embriones de pez cebra, causando una notable
hipoxia y retraso en la incubacién. Los agregados GO se mantuvieron en muchos organulos,
como los ojos, el corazon, el saco de yema y la cola de los embriones, y la generacién de
apoptosis y oxigeno reactivo (ROS) en estas regiones 103[103].

Los GFN ejercen diferentes efectos toxicoldgicos sobre el sistema reproductivo masculino o
femenino. Los datos mostraron que el GO ejerci6 efectos muy bajos o casi toxicos sobre 66la
reproduccion masculina, incluso a una dosis alta mediante inyeccion intraabdominal [66].
Ademas, rGO no cambid los niveles séricos de estrogenos de ratones hembra no embarazadas.
La afeccion es diferente en el raton femenino: las presas del raton podrian dar a luz a una
descendencia sana después de la inyeccion de rGO antes de aparearse 0 durante la gestacion
temprana, y solo unos pocos fetos anormales estaban presentes entre las litras de presa
inyectadas por rGO. Sin embargo, los ratones embarazadas tuvieron abortos a toda la dosis, y la
mayoria de los ratones embarazadas murieron cuando se les inyect6 la dosis alta de rGO durante
la gestacion tardia [44]. En particular, el desarrollo de la descendencia en el grupo de alta dosis
se retrasd durante el periodo de lactancia. La elevada dosis de GO redujo el consumo de agua de
los ratones maternos por exposicién oral, lo que redujo la produccién de leche y aplazé asi el
crecimiento de la descendencia 53[53]. Aunque los hallazgos indican que las GGN son
potencialmente dafinas para el desarrollo, pero los datos sobre toxicidad reproductiva y del
desarrollo siguen siendo deficientes. Todavia se requieren estudios de la influencia de las Glores
en la reproduccion y el desarrollo masculinos y femeninos para aclarar el mecanismo de
toxicidad subyacente.

Influencia de hemocompatibilidad

La liberacion de GO en la sangre es ineluctable. Se encontré que la hemocompatibilidad de GO
dependia del recad rato funcional y de las condiciones de exposicion. EI GO con el tamafio
submicrénico resultd en la mayor actividad hemolitica, mientras que el grafeno agregado indujo
la reaccion hemolitica mas baja. El grafeno fréstino y el GO demostraron un efecto hemolitico
de hasta 75 g/ml 104[104]. La GO-polietilenimina (GO-PEI) mostr6 una toxicidad notable al
unirse a HSA, incluso a 1.6 g/ml 105[105]. El 6xido de grafeno carboxilado (GO-COOH)
mostro citotoxicidad significativa hacia los linfocitos T a concentraciones superiores a 50 g/mly
tenia buena biocompatibilidad por debajo de 25 g/ml, mientras que el GO-chitosano casi inhibi
la actividad hemolitica 106[106]. Hasta ahora, el riesgo correspondiente de hemocompatibilidad
ha permanecido en gran parte desconocido.

En conclusién, la lesion pulmonar inducida por la GFN se ha estudiado en varios estudios,
cuyos resultados han demostrado infiltracion de células inflamatorias, edema pulmonar y
formacién de granuloma en los pulmones. Sin embargo, s6lo unos pocos estudios especificos
han evaluado en otros érganos, como el higado, el bazo y el rifién, y los sintomas de la lesion, el
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indice de dafio y el nivel de dafio a estos érganos internos no fueron investigados
completamente. Ademas, los estudios sobre la neurotoxicidad de los GFN son bastante raros; no
se han revelado datos de qué nervios o areas cerebrales experimentan dafio, ni se han estudiado
las manifestaciones conductuales relacionadas. La toxicidad para el desarrollo de las GFN
puede inducir anomalias estructurales, retraso en el crecimiento, anomalias conductuales y
funcionales e incluso la muerte. Un estudio sobre la toxicidad reproductiva y de desarrollo de
las GFN serd extremadamente significativo y ganard una gran atencion en el futuro. Casi todos
los estudios de toxicidad de GFNs fueron experimentos de corto periodo, y ningln estudio ha
investigado lesiones toxicas crénicas a largo plazo. Sin embargo, sobre la base de estudios de
otros nanomateriales de toxicidad, la exposicion a largo plazo a las GFN puede ser un factor
importante que dafia la salud [107 - 109]. Por lo tanto, es necesario el estudio a largo plazo de
GFN.

Toxicidad de GFNs en modelos celulares

La citotoxicidad de los GFN in vitro se ha verificado en varias células para cambiar la viabilidad
y morfologia celulares, destruir la integridad de la membrana e inducir dafio del ADN [110 -
112]. GO o rGO disminuir la adhesion celular; inducir la apoptosis celular; e introducir
lisosomas, mitocondrias, nucleos celulares y endoplasma [113]. Los GQD entraron en las
células y indujo el dafio del ADN por el aumento de la expresion de las proteinas p53, Rad 51y
OGG1 en las células NIH-3 T3 [87]. Sin embargo, los GQDs no representaron toxicidad
significativa para las lineas de células humanas del cancer de mama (con una dosis de 50 g/ml)
0 las células madre neuronales humanas (a una dosis de 250 g/ml) [114, 115]. Los derivados de
GO disminuyeron drasticamente la expresion de genes diferenciales que son responsables de la
estructura y funcion de la membrana celular, como la regulacion de la actina cytoskeleton,
adherencia focal y endocitosis [89]. En las células de la rata defemorromocitoma (células PC2),
el grafeno y el rGO causaron efectos citotdxicos y lesiones mitocondriales, como la liberacion
de lactato deshidrogenasa (LDH), un aumento en la activacion de la caspasa-3, y la generacion
de ROS [82, 116].

El grafeno puede aumentar la viabilidad celular [117] o causar la muerte celular [118]
dependiendo de la linea celular, el tipo de material de grafeno y la dosis. Se observo
citotoxicidad GO en los fibroblastos humanos y las células epiteliales pulmonares a
concentraciones superiores a 20 g/ml después de 24 h, pero se encontrd toxicidad minima en
células A549 a concentraciones superiores a 50 g/ml [119]. Las respuestas biol6gicas inducidas
por GO como ROS, malondialdehido (MDA) y LDH aumentaron, mientras que la superéxido
dismutasa (SOD) disminuyé de forma dosis-dependiente en las células de HeLa [120]. Sin
embargo, la baliza GO-molecular (GO-MB) mostr6 citotoxicidad baja incluso a 20 g/ml en las
células de HeLa [121]. EI GO disminuy6 la viabilidad de las células A5, mientras que la misma
concentracion y tiempo de exposicion aumentaron la viabilidad celular de las células del
carcinoma colorreccito de CaCo2 [122]. Otro estudio informé que GO mejord dramaticamente
la diferenciacion de SH-SY5Y, acompafiada de aumento de la longitud de la neurita y la
expresion de marcador neuronal MAP2 a bajas concentraciones, pero que GO suprimié la
viabilidad de las células SH-SY5Y a dosis altas (80 mg/ml) [123]. Los rectos funcionales en
GO, como GO-PEG [124] y GO-chitosan [125], pueden atenuar profundamente las particulas.

La toxicidad de las GFN in vitro se resume en la Tabla 22. Los datos sobre la citotoxicidad de
los nanomateriales de grafeno son contrastantes, y las caracteristicas variables influyen en los
resultados. Los mecanismos Yy los factores de toxicidad deben aclararse en detalle.

Cuadro 2

Toxicidad de GFNs en modelos celulares
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Origenes de toxicidad de GFN

Al parecer, las caracteristicas del grafeno, incluida su concentracion, dimension lateral,
estructura de la superficie, grupos funcionales, pureza y proteina corona, influyen fuertemente
en su toxicidad en los sistemas bioldgicos [2, 77, 104, 1260 129].

Concentracion

Numerosos resultados han demostrado que los materiales de grafeno causan toxicidad dosis-
dependiente en animales y células, como lesiones hepaticas y renales, formacién de granuloma
pulmonar, disminucion de la viabilidad celular y apoptosis celular [1300 134]. Estudios in vivo,
el GO no mostrd toxicidad evidente en ratones expuestos a una dosis baja (0,1 mg) y dosis
media (0,25 mg), pero indujo toxicidad crdnica a una dosis alta (0,4 mg). El alto contenido de
GO se depositd principalmente en los pulmones, el higado, el bazo y los rifiones y era dificil de
limpiar por los rifiones mediante una sola inyeccion de vena trasera [135]. Intrigantemente, el
aumento de la dosis resultd en una disminucién dramética de la absorcion hepatica, pero un
aumento en la absorcion pulmonar de s-GO por inyeccién intravenosa 31[31], porque la alta
dosis de GO potencialmente super6 la saturacién de absorcidn o agotd la masa de las opsoninas
plasmaticas, que consecuentemente suprimid la absorcion hepatica. Ademas, un estudio in vitro
inform6 que las nanochomas GO de 20 g/ml no presentaron citotoxicidad en A549 en 2 h de
incubacion, pero una concentracién mayor (85 g/ml) disminuyé la viabilidad celular a 50 %
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dentro de 24 h [136, 137]. L y otros también demostraron que el GO no tenia citotoxicidad
obvia a bajas concentraciones durante 96 h en una linea celular SH-SY5Y de neuroblatoma
humano, pero la viabilidad de las células disminuyé bruscamente a 20 % después del
tratamiento con 100 mg/ml GO para 96 h de incubacion [123]. Los resultados en células HelLa,
células NIH-3 T3 y células de cancer de mama (SKBR3, MCF7) tratadas con nanocintas de
grafeno también mostraron una disminucion de la dosis de 10 a 400 mg/ml) y dependiente del
tiempo (12048 h) en la viabilidad celular [138]. Las concentraciones crecientes de GO entraron
en los lisosomas, mitocondrias, endoplasma y nucleo celular [119]. Varios datos indicaron que
la rGO causé la muerte 110celular mediada por apoptosis a una dosis mas baja y un punto de
tiempo temprano, pero que la necrosis prevalecié con el aumento del tiempo/dosis [110, 135].

Dimensién lateral

Las nanoparticulas con tamafios de 100 nm pueden entrar en la célula, 40 nm puede entrar en el
ndcleo, y menos de 35 nm puede cruzar la barrera del cerebro de la sangre [85]. Un estudio
mostré que el GO (588, 556, 148 nm) no entrd en las células A549 y no tenia citotoxicidad
obvia [112]. Cuando el diametro del grafeno esta entre 100 y 500 nm, el tamafio mas pequefio
puede causar la toxicidad més grave, y cuando el diametro es inferior a 40 nm, los tamafios méas
pequefios pueden ser los mas seguros. Por ejemplo, el rGO con un diametro de 11 0 4 nm podria
entrar en el nacleo de los hMSCs y causar aberraciones cromosomicas y fragmentacion del
ADN a concentraciones muy bajas de 0,1 y 1,0 mg/ml en 1 h. Sin embargo, las hojas rGO con
didmetros de 3,8 y 0,4 nm no exhibiron genotoxicidad notable en los hMSC, incluso a una dosis
alta de 100 mg/ml después de 24 h [118].

En un estudio in vivo, s-GO (1000500 nm) se acumulé preferentemente en el higado, mientras
que I-GO (1-5 micras) se localicié principalmente en los pulmones porque I-GO formd
complejos GO-proteina mas grandes que fueron filtrados por los vasos capilares pulmonares
después de la inyeccion intravenosa 31[31]. Dados los tamafios laterales relativos (205.8 nm,
146.8 nm y 33,78 nm) de las tres nanolaminas GO a la misma concentracion, el GO mas
pequefio experimenta una captacion mucho mayor en las células Hela [139]. La alta absorcion
de s-GO cambid en el microambiente de las células y, en consecuencia, indujo la mayor pérdida
de viabilidad y el estrés oxidativo mas grave entre tres tamafios de muestras de GO [119]. Como
resultado, un estudio delined que el tamafio de GO indujo la polarizaciéon M1 de los macréfagos
y respuestas pro-inflamatorias in vitro e in vivo. El GO mas grande mostr6é una adsorcion mas
fuerte en la membrana plasmética con menos fagocitosis, provocando interacciones robustas con
TLRs y activando vias NF-B, en comparacion con hojas GO mas pequefias, que eran mas
probables tomadas por las células [94]. Para descubrir ain mas el mecanismo detallado que
subyace a estos efectos, se necesitan mas estudios para ilustrar el mecanismo vital del tamafio
lateral de los materiales de grafeno.

Estructura de superficie

Los GFN poseen quimica superficial muy variable. Por ejemplo, la superficie de grafeno
pristina es hidrofdbica, la superficie GO es parcialmente hidrofébica con grupos de carboxilato
[140 - 142], y rGO tiene hidrofilia intermedia [143]. Se observé que las GFN perturbaban la
funcién y la estructura de las membranas y proteinas celulares probablemente mediante
interacciones moleculares excepcionalmente fuertes con las células [2, 91]. Por ejemplo, rGO se
unio a las membranas celulares, receptores estimulados y 110activaron las vias mitocondriales,
induciendo apoptosis [110, 111, 144]. La limitada evidencia mostrd que el GO es méas pequefio
y menos toxico que el rGO debido al alto contenido de oxigeno, bordes mas 104lisos y
propiedades hidroficas de la especie anterior [104, 145, 146]. Debido a los diferentes estados de
oxidacion superficial de GO y rGO, GO que posee una hidrofilia distinta podria ser
interiorizado y tomado por células HepG2 fécilmente. Por el contrario, rGO con una
hidrofobicidad evidente, podria ser adsorado y agregado en las superficies celulares sin (o0 con
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menor) absorcién [110]. Debido a las fuertes interacciones de apilamiento, el grafeno es
altamente la capacidad de romper muchos residuos de la proteina, particularmente los
aromaticos, como el atoquin villin (HP), F10, W23 y F35. Las estructuras secundarias y
terciaria de las proteinas estdn en gran medida acostadas en la superficie del grafeno,
perturbando la estructura y funcion de la proteina [41] (Fig. 22). Ademas, el GO puede insertar
entre los pares de bases de ADN de doble cadena y perturbar el flujo de informacién genética a
nivel molecular, que podria ser una de las principales causas del efecto mutacripipico de GO [7,
112, 146, 147].
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Una trayectoria representativa de HP35 adsorbing en el grafeno. (a) Instantaneas representativas
en varios momentos. Las proteinas se muestran en dibujos animados con hélice roja y bucle
verde, y el grafeno se muestra en el trigo. Los residuos aromaticos que forman las interacciones
de apilamiento se muestran en azul, otros se muestran en verde. (b) La superficie de contacto de
HP35 con el grafeno. (c) EI RMSD de HP35 de su estructura nativa y el nimero de residuos en
la estructura de la hélice. Aqui, las estructuras secundarias estan determinadas por el programa
DSSP. (d) La distancia entre el grafeno y los residuos aromaticos, incluyendo F35, W23, F10,
F17 y F06. Para mostrar el proceso de adsorbing mas claro, el eje de la . se habia truncado y
recalecido. [41] Copyright (2011), con permiso de Journal of Physical of Chemistry

Carga

Varios estudios han destacado la importancia de la carga de la superficie GO debido a su
capacidad para afectar el mecanismo de internalizacién y absorcion de células [1480 150]. La
internalizacién de GO fue insignificante en los no-fagocitos, lo que probablemente se debi6 a la
fuerte repulsion electrostética entre el GO cargado negativamente y la superficie celular [34].
Sin embargo, otros han sugerido que las nanoparticulas cargadas negativamente pueden ser
internalizadas en células noféciles mediante la union a sitios cation disponibles en la superficie
celular y ser tomadas por los receptores carrofieros 110[110, 146, 150]. Al parecer, las particulas
GO/GS causan cambios morfoldgicos y lisis significativa, lo que conduce a alta hemolisis en los
glébulos rojos (RBC). La interrupcion de la membrana RBC se atribuye probablemente a las
fuertes interacciones electrostaticas entre los grupos de oxigeno cargados negativamente en la
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superficie GO/GS y los lipidos fosfatidilcosidos cargados positivamente en la 106membrana
externa RBC [106].

Funcionalizacion

Los estudios confirmaron que la funcionalizacién con PEG [52], los grupos PEGyled poly-L-
lysine (PLL) [151], poli-caprolactona) [152], alcohol polivinilico 3[3], Pluronic [153], amina
[98], carboxilo y dextran 79[79] grupos disminuyen en gran medida la toxicidad y mejora la
biocompatibilidad del grafeno. Los resultados in vivo revelaron que sélo surgi6 una inflamacion
cronica leve después de la inyeccion subcutanea de hidrogel GO-Pluronic y no se probd ninguna
toxicidad a corto plazo notable después de la inyeccion intravenosa de GO-DEX [79, 154].
PEGilado GS no indujo toxicidad apreciable en ratones expuestos a 20 mg/kg durante 3 meses,
evaluados por bioquimica sanguinea y examenes histologicos, y mostr6 una retencion
relativamente baja en el RES [52, 155]. El copando GO con quitosano casi elimind la actividad
hemultica en la sangre 39[39]. Ademas, el reclante PEG alivio efectivamente las lesiones de
tejido agudo inducidas por el GO; disminuyd la agregacién y retencion de GO en el higado, los
pulmones y el bazo; y promovié el aclaramiento de GO [81], GO-DEX 79[79] y 6xido de
grafeno fluorado (FGO) [156].

In vitro, varios ensayos de funcion celular mostraron evidencia clara de que la funcionalizacion
superficial del grafeno pristino o GO fue fundamental para reducir los efectos de toxicidad
fuertes [91]. PEG-GO, PEI-GO y LA-PEG-GO dafaron células de fibroblas pulmonares
humanos menos que GO [148]. PEG-GO no mostr6 citotoxicidad hacia varios cultivos
celulares, como células de glioblastoma (U87MG), células de cancer de mama (MCF-7), células
de ocinoma de ovario humano (OVCAR-3), células cancerosas de colon (HCT-116) y células
linfoblastoides (RAJI), a concentraciones de hasta 100 g/mL [119, 157, 158]. Los GQD-PEG
presentaron muy baja o ninguna toxicidad contra las células del cancer de pulmén y cervical
incluso a concentraciones muy altas (200 g/ml) [159]. Sin embargo, como material no
biodegradable con gran potencial de internalizacién celular, se necesita mas investigacion para
evaluar los posibles efectos adversos a largo plazo del grafeno funcionalizado.

Agregaciones y sedimentacion

Al parecer, los nanomateriales tienen propensién a formar agregados en lugar de unidades
individuales, particularmente en condiciones fisioldgicas. Las superficies GS permitieron que se
fijaran menos RBCs en comparacién con GO, y GS tenia la actividad hemolitica inferior para
una formacion més acultiva mas acuosa. En contraste, la sedimentacion répida y la formacion
agregada de GS inhibieron enormemente la disponibilidad de nutrientes de células de
fibroblastos de piel humana que se cultivaron en el fondo de pozos 106[106]. Por lo tanto, las
agregacion y la sedimentacién de particulas de grafeno ejercen efectos variables sobre diferentes
celulas.

Impurezas

La pureza nanomaterial es una consideracion importante porque los metales residuales y
contaminantes pueden ser responsables de la toxicidad observada, en lugar del propio
nanomaterial, que ha dado lugar a datos contradictorios sobre la citotoxicidad de las FMNs [35,
160]. El GO radicionalmente preparado a menudo contiene altos niveles de Mn ? y Fe % que son
altamente mutagénicos para las células. La liberacién 39inespecimica de estos iones de GO
tradicionalmente preparado podria conducir a niveles inusualmente altos de citotoxicidad y
fractura de ADN [39]. En particular, Peng et al. [161] produjo GO de alta pureza que contenia
s6lo 0,025 ppm Mn %y 0,13 ppm Fe %°, y Hanene et al. [162] inventé un nuevo método para
preparar hojas GO de alta pureza y monocapa con una buena dispersibilidad acuosa vy
estabilidad coloidal. Los GO producidos por estos nuevos métodos no indujo respuestas
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citotoximas significativas (en dosis de exposicidn de hasta 100 g/ml) in vitro, y no se observo in
vivo ninguna respuesta inflamatoria o formacién de granulomas obvia (dosis de exposicion de
hasta 50 g/animal). Por lo tanto, la pureza de los GFN merece atencién y es un paso vital hacia
la determinacion de las GFN involucradas en bioaplicaciones.

Efecto de la corona de proteinas

Debido a la alta carga de la superficie libre, los nanomateriales pueden formar facilmente
.coronas con proteinas en sistemas bioldgicos [163, 164]. Se sugiere que la corona de la proteina
afecte a la circulacion, distribucién, aclaramiento y toxicidad de las nanoparticulas. Varios
documentos informaron que GO forma coronas GO-proteina con proteinas plasmaticas adsoves
en suero y estas coronas GO-proteina juegan un papel importante en la decisién del destino del
comportamiento biocinético GO in vivo. Tales coronas GO-proteina pueden regular la adhesion
de GO a las células endoteliales e inmunes a través de interacciones especificas e inespecificas
[165]. Bésicamente, la inmunoglobulina G y las proteinas complementarias de la corona de
proteinas ayudan a reorganizar las nanoparticulas en las células inmunitarias, causando gue las
particulas sean envultadas por el RES, y el GO recubierto de 1gG fue absorbido por
interacciones especificas 0 no especificas con receptores de membrana celular [31, 165]. Sin
embargo, otro estudio encontrd que el GO no podia adherirse a las células epiteliales mucosas
directamente en el tracto intestinal después de que los ratones subsidiarios bebieran una
solucién de GO acuosa porque abundantes proteinas en la leche se adsomoé en la superficie del
GO vy asi inhibieron su interaccion directa con las células epiteliales mucosas 53[53]. La corona
de proteinas mitifi¢ la citotoxicidad del GO limitando su interaccién fisica con la membrana
celular y reduciendo el dafio morfologico celular en células HeLa, THP-1 y A549 [166 . 168].
El efecto citotdxico se redujo en gran medida cuando GO estaba precubiclado con FBS e
incubado con células; se observd casi 90 % de supervivencia con GO recubierta de FBS de 100
g/ml y 100 % de supervivencia con GO recubierto de FBS de 20 g/ml. Se observaron tendencias
similares para el GO de BSA [166, 169]. De manera consistente, el suero adicional podria
neutralizar la toxicidad de GO pristino en células J774.A1 a una dosis de 4 g/ml, que conducen
a una disminucién del numero celular de 52,5 % en comparacion con las células no tratadas

[89].

Después de revisar muchos estudios, se puede concluir que la toxicidad del grafeno esta
influenciada por multiples factores. Estos factores se combinaron para cambiar en gran medida
la toxicidad de las GFN en muchos casos. Los estudios cientificos a menudo necesitan una clara
identificacion de causa y efecto, que debe mantener un solo factor diferente a la vez, de modo
que se pueda determinar el efecto de ese factor. Pero en algunos articulos, se estudiaron al
mismo tiempo varios factores que influyeron en la toxicidad de las GFN, lo que condujo a
resultados confusos.

Ir a:

Posibles mecanismos de toxicidad de las GFN

Aunque algunas propiedades fisicoguimicas y la toxicidad de las GFN han sido bien estudiadas
por muchos estudiosos, los mecanismos exactos subyacentes a la toxicidad de las GFN siguen
siendo oscuros. Un esquema de los mecanismos principales de la citotoxicidad de los GFNs se
ilustra en Fig. 33.
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Fig. 3

El diagrama esquematico mostr6 los posibles mecanismos de citotoxicidad de GFNs. Los GFN
entran en las células a través de diferentes maneras, que inducen en la generacion de ROS,
aumenta el LDH y MDA, y Ca * Posteriormente, los GFN causan tipos de lesion celular, por
ejemplo, dafio de la membrana celular, inflamacion, dafio del ADN, trastornos mitocondriales,
apoptosis 0 necrosis

Destruccion fisica

El grafeno es un nanomaterial Unico en comparacion con otras nanoparticulas esféricas o
unidimensionales debido a su estructura bidimensional con sp2carbons. La interaccidn fisica de
nanoparticulas de grafeno con las membranas celulares es una de las principales causas de la
citotoxicidad del grafeno [7, 170, 171]. El grafeno tiene una alta capacidad para unirse con las
estructuras helicales de los péptidos debido a su curvatura de superficie favorable [172]. A la
concentracion superior a 75 g/ml, el grafeno pristino se adhirié en gran medida a las superficies
de las células RAW 264.7 y resultd en estiramiento anormal de la membrana celular [104]. Las
fuertes interacciones hidrofobicas de los GFN con la membrana celular conducen a la extension
morfologica de filopodial y citoesquelética de la F-actina disfuncién. Ademas, los bordes
afilados de GNS pueden actuar como cuchillas, insertandose y cortando a través de membranas
celulares bacterianas [173]. Ademas, GO también dafié directamente la membrana externa de la
bacteria E. coli, lo que dio lugar a la liberacion de componentes intracelulares [173]. Sin
embargo, las imagenes de TEM revelaron que el pre-recodificador GO con FBS eliminé la
destruccion de las membranas celulares [166].
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Produccién de ROS que conduce al estrés oxidativo

El estrés oxidativo surge cuando aumenta los niveles de ROS abruma la actividad de las
enzimas antioxidantes, incluyendo catalasa, SOD o peroxidasa de glutation (GSH-PX) [174].
ROS actian como segundos mensajeros en muchas cascadas de sefializacion intracelular y
conducen a dafio macromolecular celular, como descomposicion de lipidos de membrana,
fragmentacion del ADN, desnaturalizacion de proteinas y disfuncion mitocondrial, que influyen
enormemente en el metabolismo celular y la sefializacion [1750 177]. Las interacciones de GO
con las células pueden conducir a una generacion excesiva de ROS, que es el primer paso en los
mecanismos de carcinogénesis, envejecimiento y mutagenesis [83, 122]. El estrés oxidativo
tuvo un papel significativo en la lesion pulmonar aguda inducida por el GO 30[30], y las
respuestas inflamatorias causadas por el estrés oxidativo a menudo emergieron después de la
exposicion a GFN [133, 177, 178]. La actividad de SOD y GSH-PX disminuy6 después de
exponerse a GO de manera dependiente de tiempo y dosificacion [82, 106, 119]. Del mismo
modo, el estrés oxidativo fue la causa clave de la apoptosis y el dafio del ADN después de que
las células HLF fueron expuestas al GO [148]. Tanto la proteina cinasa (MAPK) activada por el
mitdgeno (MSPK) (JNK, ERK y p38) como las vias de sefializacion relacionadas con TGF-beta
fueron desencadenadas por la generacion de ROS en células tratadas con grafeno pristinos,
acompaniadas de la activacion de Bim y Bax, que son dos miembros pro-apoptotic de la familia
de proteinas Bcl-2. Como resultado, se activaron el caspasse-3 y sus proteinas efectoras aguas
abajo como PARP, y se inici6 la apoptosis [83, 179]. En la Fig se resume la informacion
detallada sobre las vias de sefializacion relacionadas con el MAPK, TGF-y TNF-, que inducen
inflamacion, apoptosis y necrosis. 44.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5088662/#CR174
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5088662/#CR175
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5088662/#CR177
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5088662/#CR83
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5088662/#CR122
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5088662/#CR30
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5088662/#CR133
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5088662/#CR177
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5088662/#CR178
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5088662/#CR82
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5088662/#CR106
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5088662/#CR119
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5088662/#CR148
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5088662/#CR83
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5088662/#CR179
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5088662/figure/Fig4/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5088662/figure/Fig4/

GFNs
GFNs ”’ TNF Receptor TGFp Receptor ’0

255,

Diagrama esquematico de MAPKSs, TGF-beta y vias dependientes de TNF-o implicadas en la
toxicidad de las GFN. ROS fueron los principales factores que activaron las vias de sefializacion
MAPKSs y TGF-beta para llevar a la activacion de Bim y Bax, desencadenando la cascada de
caspases y la senda JNK. La activacion del caspasse 3 y RIP1 dio lugar finalmente a la
apoptosis y la necrosis

Darfios mitocondriales

Las mitocondrias son centros de produccion de energia que participan en diversas vias de
sefializacion en las células y también son un punto clave de la regulacion apoptotica [83].
Después de la exposicion al grafeno GO y carboxil (GXYG), la membrana mitocondrial se
despolarizo, y la cantidad de mitocondria disminuyd en las células HepG2 [180]. La exposicion
a los GlosN resultd en un aumento significativo del consumo de oxigeno mitocondrial acoplado
y desacoplable, disipacion del potencial de membrana mitocondrial y eventual
desencadenamiento de la apoptosis mediante la activacion de la via mitocondrial [181]. Por
ejemplo, GO aumentd la actividad de los complejos de transporte de electrones mitocondrial
I/111 'y el suministro de electrones al sitio I/ll de la cadena de transporte de electrones,
acelerando la generacién de ROS durante la respiracion mitocondrial en células MHS [99]. La
formacion de OH mediada por GO vy el ,sistema de transferencia electrénica O 2 O , podria
mejorar el estrés oxidativo y térmico para perjudicar el sistema de respiracion mitocondrial y
eventualmente resultar en toxicidad dramética [151]. Ademas, las moderas de oxigeno en GO
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podrian aceptar electrones de proteinas redox celulares, apoyando el ciclismo redox de las
proteinas de transporte de ccitocromos ¢ y electrones, y los citocromos MtrA, MtrB vy
MtrC/OmcA podrian estar involucrados en la transferencia de electrones a GO [182]. Por lo
tanto, excepto por el dafio de la membrana plasmatica y la induccion del estrés oxidativo, las
GFN pueden causar apoptosis y/o necrosis celulares al influir directamente en la actividad
mitocondrial celular [183, 184].

Darfios de ADN

Debido a su pequefio tamafio, alta superficie y carga superficial, GO puede poseer propiedades
genotoxicas significativas y causar dafios severos en el ADN, por ejemplo, fragmentacion
cromosémica, rotura de hebradas de ADN, mutaciones puntuales y aductos y alteraciones de
ADN oxidativos [87, 122, 185, 186]. La mutagenesis se observd en ratones después de la
inyeccidn intravenosa de GO a una dosis de 20 mg/kg en comparacion con ciclofosfamida (50
mg/kg), una mutdgeno clasica [112]. Incluso si el GO no puede entrar en el nucleo de una
célula, todavia puede interactuar con el ADN durante la mitosis cuando la membrana nuclear se
descompone, lo que aumenta la oportunidad para las aberraciones del ADN [87, 147, 187, 188].
La interaccién de apilamiento entre los anillos de carbono de grafeno y los pares de bases de
ADN hidrofdbicos puede hacer que un segmento de ADN se levante o se acerque sobre la
superficie del grafeno con su eje helicoidal perpendicular o paralelo, respectivamente. Las
fuerzas intermoleculares deforman severamente los pares de bases finales de ADN, lo que
potencialmente aumenta la genotoxicidad [189]. EI GO también puede inducir la fragmentacion
cromosémica, los aductos de ADN y mutaciones puntuales promoviendo el estrés oxidativo o
desencadenando inflamacion mediante la activacion de vias de sefializacion intracelular como
MAPK, TGF-- y NF-B 110[110, 112, 146]. El grafeno y el rGO también pueden elevar la
expresion de p53, Rad51 y MOGG1-1, que reflejan el dafio cromosémico, y disminuyen la
expresion de CDK2 y CDKA4 al detener la transicidn del ciclo celular de la fase G1 a la fase S en
varias lineas celulares [112]. El dafio del ADN no sélo puede iniciar el desarrollo del cancer
sino también posiblemente amenazar la salud de la proxima generacion si el potencial mutageno
del GO surge en las células reproductivas, lo que afecta la fertilidad y la salud de las
descendencia [112, 190].

Respuesta inflamatoria

Las GFN pueden causar una respuesta inflamatoria significativa, incluyendo infiltracion de
células inflamatorias, edema pulmonar y formacion de granulomas a dosis altas mediante la
instillacion intratraque o la administracion intravenosa [30, 49]. Las plaquetas son los
componentes importantes en la formacién de coagulos para atacar patdgenos y particulas
durante la respuesta inflamatoria, y el GO podria activar directamente la formacién de trombos
ricas en plaquetas para ocluir los vasos pulmonares después de la inyeccion intravenosa [98,
191]. Una fuerte respuesta inflamatoria fue inducida por inyeccion subcutanea con GO durante
21 dias, junto con la secrecion de citocinas clave, incluyendo IL-6, IL-12, TNF-0, MCP-1, e
IFN-g [34, 192]. Las GFN pueden desencadenar una respuesta inflamatoria y una lesion tisular
al liberar citoquinas y quimioquinas que conducen al reclutamiento de monocitos circulantes y
estimulan la secrecion de citoquinas Th1/Th2 y quimiokines [124, 193]. Ademaés, el grafeno
pristino [193] y rGO [110] evocan una respuesta inflamatoria uniéndose a los receptores
similares a los peajes (ETLR) y activando la via de sefializacion NF--B en las células. La
cascada de sefalizacion NF--B es desencadenada por TLRs y citocinas proinflamatorias como
IL-1 y TNF-. Al activarse, el NF-B pasa del citoplasma al nicleo, facilitando la unién de la IB
degradante y actuando como factor de transcripcién para sintetizar numerosas citocinas
proinflamatorias [194]. Un esquema de la trayectoria de sefializacion de TLR4 y TLR9 activado
por GFNs se muestra en Fig. 55.
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Fig. 5

Un diagrama esquematico elucidando la ruta de sefializacion de TLR4 y TLR9 responsable de la
citotoxicidad inducida por GFNs. Los GFN pueden ser reconocidos por TLRs, activan asi IKK e
I-B por un mecanismo dependiente de MyD88, resultando en la liberacién de subunidades NF-B
e iniciando la translocacion en el nacleo. Asi, los factores proinflamatorios fueron transcritos y
secretados de nucleo, modulando las respuestas inmunitarias que iniciaban la autofagia
programada, la apoptosis y la necrosis

Apoptosis

La apoptosis se define como la autodestruccién de una célula regulada por genes a través de
programas complicados [83, 195]. El GO y el rGO causaron apoptosis e inflamacién en los
pulmones de ratones después de la inhalacion [99], y las GFN también tuvieron efectos
proapoptoticos en las células [111, 113, 124, 196]. Ademas, el grafeno y las membranas
celulares fisicamente dafiadas [166], aumentaron la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial externa y cambiaron el potencial de la membrana mitocondrial; el aumento de
ROS desencadend las vias de sefializacion MAPK y TGF-0 y el caspas 3 activado a través de
cascadas apoptoticas dependiente de mitocondrial, lo que provocé la ejecucion de apoptosis [83,
99]. Del mismo modo, la rGO causo6 apoptosis a una dosis baja y un punto de tiempo temprano,
desencadenado por la via mitocondrial del receptor de la muerte y la via mitocondrial canonica
[110]. Otro estudio mostrd tres vias de apoptosis diferentes por parte de GFN: GO llevo a la
apoptosis ROS-dependiente de la interaccion directa con los receptores de proteinas y la
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posterior activacién del linfoma de células B-2 (Bcl-2); GO-COOH transmiti6 una sefial pasiva
de apoptosis al ADN nuclear al unirse a los receptores de proteinas y activar una via
independiente de ROS; Sin embargo, GO-PEI dafié severamente las membranas de los
linfocitos T para desencadenar apoptosis 105[105, 197].

Autofagia

La autofagia es el proceso de autodegradacién de componentes celulares y recientemente
reconocido como muerte celular no apodética [198 200200]. La activacion de la autofagia
requiere formacion de autofagoomas que contienen Beclin 1, proteinas mdultiples relacionadas
con la autofagia (ATG), la cadena ligera de proteina asociada al microtubular 3 (LC3) y p62
[201]. La acumulacion de autofagosoma se asocia con la exposicion a varias nanoparticulas
[202, etc. 205], y la autofagia puede eliminar los organismos extracelulares y destruir los
organismos en el citosol [206]. Se demostré que los GO y GQD inducen acumulacion de
autofagomas y la conversion de LC3-l1 a LC3-II; inhibe la degradacion de la proteina del
sustrato autofagico p62 [207, 208]. Ademas, GO puede desencadenar simultaneamente
respuestas TLR4 y TLR9 en macrdfagos [34, 192] y células de céncer de colon CT26 [206]. La
via de la autofagia esta vinculada a la fagocitosis por la sefializacion TLR en macrofagos [206,
209].

Necrosis

La necrosis es una forma alternativa de muerte celular inducida por respuestas inflamatorias o
lesiones celulares. La exposicion de las células al grafeno pristino causa apoptosis y necrosis a
dosis altas (50 mg/ml) [83]. Se informa, la fuga de LDH vy la apertura del poro de transicion de
permeabilidad mitocondrial, inducido por el elevado nivel de citoplasmia Ca %, conducen a la
apoptosis/necrosis [210]. Se reveld que el tratamiento con GO inducia la necrosis macréfago
mediante la activacion de la sefializacion TLR4 y posteriormente desencadend parcialmente la
produccion autocrina TNF-o [93]. EI GO combinado con la necrosis CDDP (GO/CDDP)
dispar6 al disminuir RIP1 y aumentar las proteinas RIP3, acompafiada de la liberacion del grupo
de alta movilidad B1 (HMGBL) en el citosol del nicleo y fuera de las células CT26 [205, 211,
212].

Cambios epigenéticos

La epigenética involucra la metilacion del ADN, la impresion gendmica, los efectos maternos,
silenciamiento genético y la edicion del ARN [213 - 215]. La metilacién del ADN, que es una
de las modificaciones epigenéticas mejor estudiadas, incluye fosforilacion, ubiquitinacion y
ATP-ribosilacion y puede llevar a la remodelaciéon de cromatina [197, 216, 217]. Un articulo
recientemente informo que la exposicion SL-GO/FL-GO resultd en hipermetilacion global del
ADN a través de la regulacion de los genes DNMT3B y MBD1; el tratamiento del PNB causé
hipometilacion al disminuir la expresion de los genes DNMT3B y MBD1 [216]. GO podria
activar la via de regulacion miRNA-360 para suprimir la cascada de sefializacién de ADN de
dafo-apoptosis al afectar el componente de CEP-1 [218]. En conjunto, estos datos sugieren que
los GFN podrian causar cambios sutiles en la programacién de la expresion de genes
modulandesando los cambios epigenéticos. Sin embargo, los estudios de los cambios
epigenéticos inducidos por GFN son pocos, y el mecanismo epigenético causado por la
exposicion a las GFNs no se entiende completamente.

Para concluir, muchos estudios han discutido mecanismos representativos de toxicidad de GFNs
que involucran cuatro vias de sefializacion: TLRs, TGF-o0, TNF-0 y MAPKSs. Estas cuatro vias
de sefializacion son correlativas y multimodulantes, lo que hace que la respuesta inflamatoria, la
autofagia, la apoptosis y otros mecanismos sean independientes y sin embargo estan conectados
entre si. Ademas, el estrés oxidativo parece jugar el papel mas importante en la activacion de
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estas vias de sefializacion. Se ha informado que hay intersecciones de apoptosis, autofagia y
necrosis en los estudios de otras toxicidades nanomateriales, inhibe o promueven mutuamente
en algunas condiciones. Sin embargo, las vias de sefializacion de la toxicidad de las GFNs
investigadas en los papeles hasta la fecha son s6lo una pequefia parte de una red intrincada, y la
red de vias de sefializacion necesita ser explorada en detalle en el futuro.

Ir a:

Diferencias de datos y estudios futuros

Actualmente, la literatura es insuficiente para sacar conclusiones sobre los peligros potenciales
de las GFN. Dos opiniones opuestas han comenzado a surgir: algunos investigadores sugirieron
gue los materiales de grafeno son biocompatibles en una serie de estudios enfocados en
aplicaciones biomédicas [119, 154, 162, 219], y otros estudios reportaron respuestas bioldgicas
adversas y citotoxicidad [32, 118, 135, 138, 192]. Estos resultados inconsistentes podrian haber
sido causados por varios factores, incluyendo los diferentes grupos de investigacion, varios
modelos celulares o animales, y diferentes caracterizaciones fisicoquimicas de las GFN. Cuando
se exploran las GFN para aplicaciones in vivo en el cuerpo humano o en algunas otras
aplicaciones biomédicas, se debe considerar la biocompatibilidad, y se necesitan estudios mas
detallados y precisos de toxicidad de la GFN.

En primer lugar, la caracterizacion fisicoquimica detallada es imperativa en todos los estudios
futuros de toxicidad de la GIoN. En los experimentos, las descripciones de caracteristicas de las
GFN deben incluir su tamafio, morfologia, superficie, carga, modificaciones superficiales,
pureza y aglomeracion [88, 141, 148, 162]. Dado que estos factores fisicoquimicos influyen en
gran medida en la toxicidad y la biocompatibilidad de las Glores, deben considerarse los disefios
experimentales de un solo factor y la exclusion de otros factores interferitivos. También se
deben proporcionar detalles del proceso de fabricacion porque los desechos oxidativos formados
podrian alterar en gran medida la estructura superficial del grafeno y el GO durante la
funcionalizacion [151]. Es importante destacar que es necesario establecer un método Gnico y
universal en la tecnologia de grafeno, que permitird una mejor comparacion de los datos de
diferentes estudios o diferentes laboratorios.

En segundo lugar, diferentes criterios, pardmetros y la seleccion de métodos experimentales
podrian inducir grandes variaciones interlaboratorias [220, 221]. Por ejemplo, el ensayo MTT
siempre no predice con precision la toxicidad del grafeno porque la reduccién espontanea
resulta en una sefial falsamente positiva. Por lo tanto, deben utilizarse evaluaciones alternativas
apropiadas, como el reactivo de sal de tetrazolio soluble en agua (WST-8), el ensayo ROS y la
prueba de exclusion azul de tripapan 106[106, 222]. Ademas, el ensayo del cometa a menudo
muestra niveles més altos de dafio del ADN que el ensayo de micronucleos porque el primero
mide la lesion reparable y la segunda mide el dafio genético que permanece después de la
division celular [159, 223]. Por lo tanto, se requiere precaucion al elegir el ensayo mas
apropiado para evaluar la toxicidad de los materiales de grafeno para evitar resultados falsos
positivos.

En tercer lugar, la seleccion de lineas celulares es de vital importancia porque las lineas
celulares del cancer tienden a ser sensibles o resistentes dependiendo de su origen genético. Las
mismas nanoparticulas de grafeno pueden causar diferentes reacciones dependiendo de sus
diversos origenes en las células. Las lineas celulares adecuadas con buena estabilidad deben ser
utilizadas para evitar resultados falsos positivos o negativos. Las células primarias derivadas de
humanos o animales pueden simular mejor las condiciones de salud de los seres humanos. Se ha
utilizado una gran cantidad de células primarias para probar la toxicidad de otros nanomateriales
[224 - 228], pero la tala de células primarias es extremadamente rara en los experimentos con
GFN hasta la fecha 210[210, 229]. Se deben realizar varios experimentos celulares combinados
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con células primarias para evaluar exhaustivamente las propiedades fisicoquimicas y la
toxicidad de las GFN.

En cuarto lugar, la ruta de administracion de las GFN desempefia un papel muy importante en
los estudios de toxicidad, y diferentes métodos de entrega daran lugar a diferentes reacciones
toxicoldgicas [32, 53]. Por lo tanto, la ruta y el periodo de exposicion deben ser cuidadosamente
elegidos de acuerdo con el objetivo del estudio. La administracion de medicamentos nasal se
utiliza a menudo para estudiar la neurotoxicidad de los nanomateriales [230, 231], pero este
método de administracién rara vez se ha aplicado en la prueba de toxicidad de la GFN. Los
estudios toxicoldgicos de los GFN en el sistema nervioso son raros, y el mecanismo no esta
claro y necesita ser estudiado méas a partir del futuro. Estudios toxicociéticos recientes que
involucran la absorcién, distribucién, metabolismo, acumulacién y excrecion de GFN a través
de diferentes rutas de exposicion han dado algunos resultados, pero estan lejos de ser suficientes
para aclarar los complejos mecanismos internos. Por ejemplo, se necesitan mas estudios para
comprender los mecanismos moleculares especificos de las GFN que pasan por las barreras
fisioldgicas y la cantidad de acumulacién o el periodo de excrecion de GFN en los tejidos.
Ademas, dado el aumento de la exposicion de los seres humanos a las GFN, la evaluacion de la
toxicidad sistémica en el cuerpo humano es indispensable en estudios futuros.

En quinto lugar, otra cuestion importante que requiere atencion es el destino a largo plazo de las
GFN después de entrar en el cuerpo o ser tomado por las células. Los estudios mas recientes han
consistido en evaluaciones de toxicidad a corto plazo [89, 232], y la lesion toxica a largo plazo
no ha recibido mucha atencion desde la aplicacion generalizada de GFN en 2008. Ademas, una
superficie funcionalizada de grafeno puede mejorar su biocompatibilidad, pero la estabilidad a
largo plazo de los rectas de superficie debe considerarse [233]. Si los rectos de superficie
eventualmente se descomponen, su toxicidad puede ser significativamente diferente de los
resultados de exposicion a corto plazo. Se necesitan estudios extendidos para determinar si los
tiempos de tratamiento mas largos influyen en el potencial nanotoxico de las GFN.

En sexto lugar, es necesario descubrir y aclarar las vias de sefializacion méas especificas en el
mecanismo de la toxicidad de las GFN. Actualmente, varios mecanismos de toxicidad tipicos de
los GFN han sido ilustrados y ampliamente aceptados, como el estrés oxidativo, la apoptosis y
la autofagia. Sin embargo, estos mecanismos s6lo se han descrito en términos generales, y es
necesario investigar en detalle las vias especificas de sefializacion dentro de estos mecanismos.
Las vias de sefializacion que intervienen en la toxicidad de otros nanomateriales también pueden
ser relevantes para el estudio de las GFN. Por lo tanto, en futuras investigaciones se deben
detectar méas vias de sefializacion. Por ejemplo, la nanoecripigenética se ha considerado en
numerosos estudios de nanomateriales, lo que también es Util para evaluar la toxicidad limitada
y los efectos secundarios de las GFN. Estudios recientes han demostrado que las GGFN podrian
causar cambios epigenéticos y gendmicos que podrian estimular la toxicidad fisica y la
carcinogenicidad [234]. Los GFN tienen &reas de alta superficie, superficies continuas lisas y
biopersistencia, similares a las propiedades de los implantes de estado solido tumorigenos. Se
desconoce si los GFN tienen el potencial de inducir sarcomas corporales extrafos, por lo tanto,
los estudios definitivos de potencialidades tumorales o riesgos de grafeno deben realizarse lo
antes posible.

Ir a:

Conclusiones

En los ultimos afios, los FMN se han utilizado ampliamente en una amplia gama de campos
tecnoldgicos y biomédicos. Actualmente, la mayoria de los experimentos se han centrado en la
toxicidad de las GFN en los pulmones y los higados. Por lo tanto, los estudios de lesion cerebral
0 neurotoxicidad merecen mas atencion en el futuro. Muchos experimentos han demostrado que
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los GFN tienen efectos secundarios tdxicos en muchas aplicaciones bioldgicas, pero el estudio
en profundidad de los mecanismos de toxicidad es urgentemente necesario. Ademas, los
resultados contrastantes con respecto a la toxicidad de las GFN deben abordarse mediante
métodos experimentales eficaces y estudios sistematicos. Esta revision ofrece una vision general
de la toxicidad de las GFN resumiendo la toxicocinética, los mecanismos de toxicidad y los
factores de influencia y destinado a proporcionar informacion para facilitar una investigacion
exhaustiva sobre la hemocamidad in vitro e in vivo y la biocompatibilidad de los FMN en el
futuro. Esta revision ayudara a abordar los problemas de seguridad ante las aplicaciones clinicas
y terapéuticas de las GFN, que serdn importantes para el desarrollo ulterior de GFN en
aplicaciones bioldgicas.
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BBB Barrera de cerebro de sangre
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BEB
BTB

CR

FcgR
FLG
FMNs
GNS

GO
GO-COOH
GO-DEX
GO-MB
GO-NH2
GO-PAA
GO-PAM
GO-PEG
GO-PEI
GQDs
GSH-PX
GXVG
LDH
MALDI
MAPKSs
MDA

- M.

MR

MSI

Barreras de sems-epididymis

Barrera de la prueba de sangre
Receptor Complementa

Receptor de Fcg

Few-capaer grafeno

nanomateriales de la familia de grafeno
nanohojas de grafeno

oxido de grafeno

oxido de grafeno carboxilado
GO-dextran

agola de faro GO-molecular
Aminated GO

Acido policrilico)-funcionalizado GO
Poly(acrilamida)-funcionalizado GO
Derivados GO EGilados
GO-polietilenimina

Graphene puntos cuéntico
Glutathione peroxidase

Grafeno de Carboxyl

Lactate y deshidrogenasa

Desoracién/ionizacién laser asistida por Matriz
proteina cinsa de proteina activada por Mitégeno

Malondialdehido

Macroofage

Receptor de Mannose

Iméagenes de espectrometria de masa

Células PC12 Células defeocromocitoma de rata

PCGO
PrGO
RES
rGO
ROS
SOD
TLRs
Ira:

nanoparticulas de 6xido de grafeno recubierta de proteinas

oxido de grafeno reducido a PEGilado
Sistema reticuloendotelal

oxido de grafeno reducido

Especies reactivas de oxigeno
Superéxido dismutasa

Receptor similar al petar
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