Documento informativo del caso

e Homicidio corporativo involuntario
e Homicidio culposo grave

) Se requiere una accién inmediata:
Delitos

Detener el desplieque de los tratamientos experimentales

conocidos como "vacunas COVID-19 " de forma inmediata a la
espera del examen forense de la Policia.

Identificacion de los Demandados

e AstraZéneca

e Pfizer
e Moderna
e Servicio Nacional de Salud (NHS)

e Agencia Reguladora de Medicamentos y Productos
Saniatrios (MHRA)

e Copmité Mixto de Vacunacién e Inmunizacién (JCVI)

e El Gobierno de Su Majestad

Declaracion de Antecedentes

El Gobierno britanico inicié a principios de 2021 el despliegue de lo que ahora se denomina "vacunas
COVID-19. Dichas "vacunas" recibieron una Autorizaciéon de Emergencia temporal en virtud de la
Regulacién 174 de la Ley de Regulacion de Medicamentos Humanos (2012).

Todos los ensayos de fase 3 de la vacuna COVID-19 estan en curso y no concluiran hasta finales de 2022
o principios de 2023. Los tratamientos son actualmente experimentales, con sélo un ano de datos a corto
plazo y sin datos de seguridad a largo plazo en humanos. Actualmente se acepta ampliamente que
ninguno de los tratamientos experimentales de COVID-19 prohibe la infeccion de COVID-19 ni la
transmisién de ninguna enfermedad.

Cientificos de todo el mundo han informado de hallazgos inusuales al examinar el contenido de los viales
de inyeccion de COVID-19, en un esfuerzo por determinar qué esta causando las muertes, lesiones y
reacciones adversas notificadas.

El 20 de septiembre de 2021, en el instituto patolégico de Reutlingen (Alemania), se presentaron los
resultados de las autopsias de ocho personas fallecidas tras el tratamiento experimental con COVID19. Los
analisis de tejidos finos fueron realizados por los patélogos Prof. Dr. Arne Burkhardt y Prof. Dr. Walter
Lang. Los resultados confirman el informe anterior del Prof. Dr. Peter Schirmacher. De los mas de 40
cadaveres a los que realizé la autopsia, que habian muerto en las dos semanas siguientes al tratamiento
experimental con COVID19, aproximadamente un tercio de esas muertes fueron causadas por el propio
tratamiento experimental.




En noviembre de 2020, el Dr. Andreas Noack, quimico aleman y uno de los mayores expertos en grafeno
de la UE, publicé un video en el que explicaba que habia descubierto el hidréxido de grafeno contenido en
los tratamientos experimentales COVID-19. Describié cdmo las nanoestructuras de hidréxido de grafeno
inyectadas en el cuerpo humano actuan como "cuchillas de afeitar" dentro de las venas de los receptores y
cdmo no aparecerian en una autopsia o en las pruebas toxicolégicas normales dado su tamafio atémico.

El 26 de noviembre de 2021, apenas unas horas después de publicar su ultimo video sobre el hidréxido
de grafeno, murié en circunstancias sospechosas.

El professor Dr. Pablo Campra, de la Universidad de Almeria (Espana), también examiné los tratamientos
experimentales de Covid-19 en noviembre de 2021 utilizando la espectroscopia Micro-Raman,
el estudio de las frecuencias. El también confirmé la presencia de grafeno.

Informes de muertes y lesiones posteriores a la vacunacion

Es posible remitirle a numerosos informes sobre muertes y lesiones realizados mediante declaraciones a la
policia y a los abogados en todo el Reino Unido.

El personal médico del Reino Unido tiene la obligacion de notificar cualquier lesion, reacciéon adversa o
muerte tras la inyeccion de estos tratamientos experimentales. La MHRA (Agencia Reguladora de
Medicamentos y Productos Sanitarios) creé el Sistema de Tarjeta Amarilla con este fin y fomenta la
notificacion de sospechas de efectos secundarios de COVID-19 a medicamentos y vacunas o dispositivos
médicos e incidentes adversos de diagndstico utilizados en el tratamiento con coronavirus.

Hasta el 5 de enero de 2022, este sistema muestra que la muerte ha sido listada como un resultado
relacionado con los tratamientos experimentales de COVID-19 al menos 1.932 veces, asi como casi un
millbn 'y medio de reacciones adversas a los tratamientos experimentales (1.414.293).
En los Estados Unidos, los informes del VAERS (Sistema de Notificacion de Eventos Adversos a las
Vacunas) de Muertes han sido listados como un resultado relacionado con los tratamientos experimentales
de COVID-19 al menos 21.745 veces a partir del 7 de enero de 2022 y 38.000 personas estan
permanentemente discapacitadas.

En la base de datos europea Euro eudraVigilance, la muerte ha sido listada como un resultado relacionado
con los tratamientos experimentales de COVID-19 al menos 34.337 veces hasta el 18 de diciembre de
2021. También se han notificado 3,1 millones de lesiones.

De ello se deduce que las tasas de aumento de la muerte y de los dafos significativos estan aumentando
a medida que se desarrolla el programa de tratamiento experimental.

Investigacion

A raiz de su propia experiencia con pacientes que habian sufrido aparentes lesiones y reacciones adversas
a la vacuna, una médica britanica se presentdé en diciembre de 2021 ofreciéndose a colaborar en
una investigacion para determinar si los resultados descubiertos por los doctores Noack y Campra
podian reproducirse en el Reino Unido y también para examinar los viales de inyeccion de COVID-19 en
busca de toxinas o contenidos inesperados.

La doctora se apoderd de un vial de inyeccion de la nevera de la consulta en la que trabaja y lo entreg6 a
un investigador independiente que colabora en la investigacion de casos relacionados con
lesiones sufridas como consecuencia de las inyecciones administradas en el marco de la implantacion.

Desde entonces se han obtenido mas viales que cubren los tres principales fabricantes del Reino
Unido: Pfizer, Moderna y AstraZeneca.




El contenido de los frascos de inyeccion ha sido examinado forzosamente y se adjunta a este escrito un
informe de laboratorio. A continuacién se presenta un resumen de los resultados.

A continuacion se incluye un breve resumen del informe toxicolégico, cuyo documento completo se adjunta.

Se espera un articulo cientifico completo revisado por pares a su debido tiempo.
Tan pronto como tuvimos la confirmacion del informe del laboratorio y la toxicologia. lan Clayton se puso
en contacto con la Policia (detalles) de acuerdo con el deber de atenciéon al publico para solicitar el
cese inmediato del despliegue del tratamiento experimental y para concertar una cita para presentar
estas pruebas en persona a la Policia.

Cadena de Pruebas

1. Vial inyectable entregado en la consulta del médico de cabecera

2. Vial inyectable recogido en el frigorifico de la consulta del médico de cabecera
3. Entrega del Vial inyectable al equipo de investigacion

4. Vial inyectable entregado al laboratorio

5. Vial inyectable examinado forzosamente

6. Vial inyectable retenido para fines de divulgacion

Anexos

Se adjuntan los siguientes documentos en respaldo de esta exposicion:
e Informe de Laboratorio

e Articulo cientifico "Toxicidad de nano particulas de la famlia del grafeno: revisién de los origenes y
mecanismos"

e Resumen de Layman del articulo "Toxicidad de nano particulas de la famlia del grafeno: revisién
de los origenes y mecanismos"

Resumen del informe del laboratorio

A continuacién se resumen los resultados detallados en el informe de calidad garantizada
adjunto: La espectroscopia RAMAN descubrio las siguientes particulas -

e Grafeno

e Carbono SP3

e Oxido de hierro

e Derivados del carbono




Resumen del informe toxicolégico

El resumen de los hallazgos detallados en el informe toxicolégico adjunto es el siguiente:

o Los nanomateriales de grafeno (GFN) pueden penetrar las barreras naturales del cuerpo y
dafar el sistema nervioso central:

a. puede dafiar los 6rganos internos

b. dana el sistema de reproduccién y desarrollo

c. destruye la salud de la sangre

d. dafa y destruye las células

e. puede desencadenar el cancer y acelerar el envejecimiento

f. dafa las mitocondrias y el ADN

g. desencadena una respuesta inflamatoria y tres tipos diferentes de muerte celular

h. provoca cambios en la funcién de los genes

Presentacion a la policia

Con la informacion que se le ha facilitado hoy hay sospechas mas que razonables de que se han cometido
graves delitos proseguibles.

También hay motivos mas que suficientes para que la policia solicite una orden de arresto segun el articulo
8 de la Ley de Pruebas Policiales y Criminales de 1984 y se incaute de los viales de las inyecciones y los
envie a un laboratorio del Ministerio del Interior con el fin de replicar nuestros hallazgos.

Una vez reproducidos los examenes, la Policia dispondra de sus propias pruebas fehacientes para
respaldar delitos graves.

El primer y principal deber de la Policia es la proteccion de la vida. Por lo tanto, corresponde a la Policia
tomar medidas para detener el despliegue de estos tratamientos experimentales inmediatamente y hasta
que sus propias investigaciones forenses hayan concluido. Una vez mas, hay motivos razonables para
hacerlo.

A los principales acusados potenciales en este asunto, segun la lista anterior, se les impide llevar a cabo
cualquier investigacion por si mismos. Se trata de un asunto que corresponde Unicamente a la Policia.

lan Clayton es cofundador de un colectivo de personas llamado UKCitizen2021, creado a su vez por un
pequeino grupo de personas que anteriormente trabajaban en la profesion juridica. El es la persona que le
informa de este asunto y es su punto de contacto en adelante.

Durante su participacion en UKCitizen2021, lan Clayton ha acumulado una gran cantidad de contactos,
informacién y acceso directo a diversos expertos en muchos campos. Estd mas que dispuesto a ayudar y
orientar a la Policia.

Dado que la Policia tiene el deber de realizar las pruebas forenses necesarias por si misma, no es
necesario mencionar los nombres de las personas implicadas en este asunto. Debido al hecho de que el
Dr. Noack murié en circunstancias sospechosas tras su publicacion de un video sobre la presencia de
hidroxido de grafeno; las identidades de las personas implicadas en esta investigacién forense privada se
mantienen en secreto por razones de seguridad.




Ley de Homicidio Corporativo de 2007
Actos publicos generales del Reino Unido

<https://www.legislation.gov.uk/ukpga/2007/19/contents>

1 El delito
(1) Una organizacion a la que se aplica este articulo es culpable de un delito si el modo en que se
gestionan u organizan sus actividades

(a) causa la muerte de una persona, y

(b) supone un incumplimiento grave de una obligacion de atencién relevante que la organizacién
debe tener con el fallecido.
(2) Las organizaciones a las que se aplica este articulo son

(a) una corporacion;

(b) un departamento u otro organismo enumerado en el anexo 1;

(c) un cuerpo de policia;

(d) una sociedad, o un sindicato o asociacion de empresarios, que sea un empleador.
(3) Una organizacion es culpable de un delito en virtud de esta seccién sélo si la forma en que sus

actividades son gestionadas u organizadas por su alta direccion es un elemento sustancial en
la infraccién mencionada en la subseccién (1).

(4) A los efectos de esta Ley

(a) "deber de diligencia pertinente" tiene el significado que le da el articulo 2, leido con los
articulos 3 a 7;

(b) el incumplimiento de un deber de diligencia por parte de una organizacion es un
incumplimiento "grave" si la conducta que se alega como incumplimiento de dicho deber esta muy por
debajo de lo que razonablemente se puede esperar de la organizacion en las circunstancias;

(c) "alta direccién”, en relacién con una organizacion, significa las personas que desempefian un
papel significativo en la toma de decisiones sobre la forma de gestionar u organizar la totalidad o una
parte sustancial de sus actividades, o la gestién u organizacién efectiva de la totalidad o de una parte
sustancial de dichas actividades.

(5) El delito previsto en este articulo se denomina

(a) homicidio de empresa, en la medida en que sea un delito segun la legislacién de Inglaterra y
Gales o de Irlanda del Norte;

(b) homicidio de empresa, en la medida en que sea un delito segun la legislacién de Escocia.
(6) Una organizacion culpable de homicidio de empresa o de homicidio de empresa puede ser condenada
a una multa.

(7) El delito de homicidio de empresa sélo es procesable en el Tribunal Superior de Justicia




Homicidio culposo grave

La Ley

Los ingredientes del delito se expusieron con autoridad en el destacado caso R v Adomako [1995] 1 AC
171en el que Lord Mackay de Clashfern LC, en Ila pagina 187, dijo lo siguiente
"En mi opinidn, la ley tal y como se establece en estas dos autoridades Bateman (1925) 19 Cr. App. R. 8 y
IAndrews v DPP [1937] AC 576 es satisfactoria ya que proporciona una base adecuada para describir el
delito de homicidio involuntario. Dado que la decisidon en Andrews fue una decisién de la casa de sus
Sefiorias, sigue siendo la declaracién mas autorizada de la ley actual que he podido encontrar y no se ha
apartado de ella. Sobre esta base, en mi opinidén se aplican los principios ordinarios de la negligencia para
determinar si el demandado ha incumplido o no un deber de cuidado hacia la victima que ha fallecido. Si
se establece tal incumplimiento del deber, la siguiente cuestién es si ese incumplimiento del deber causo
la muerte de la victima. En caso afirmativo, el jurado debe pasar a considerar si ese incumplimiento del
deber debe calificarse de negligencia grave y, por tanto, de delito".

Por lo tanto, para probar el delito, la acusacion debe establecer los siguientes elementos:

a) El acusado tenia un deber de cuidado hacia el fallecido;

b) Mediante un acto u omisién negligente, el acusado incumplié el deber que tenia para con el fallecido;
c) La accién u omisién negligente fue la causa de la muerte; y

d) La negligencia, que fue una causa de la muerte, equivale a una negligencia grave y, por lo tanto, es un
delito; Mas recientemente, los elementos del homicidio por negligencia grave fueron expuestos de forma
concisa por el Presidente de la Queen's Bench Division en R v Rudling [2016] EWCA Crim 741en el
parrafo 18 como sigue:

Podemos resumir la ley en breve. Los ingredientes criticos del homicidio por negligencia grave pueden
extraerse de R v Prentice, Adomako y Holloway [1994] QB 302 en este tribunal y Adomako [1995] 1 AC
171, [1994] 99 Crim App R 362 en la Camara de los Lores, asi como R v Misra [2005] 1 Cr App R 21.
Pueden resumirse como el incumplimiento de un deber de cuidado existente que es razonablemente
previsible que da lugar a un riesgo grave y evidente de muerte y que, de hecho, causa la muerte en
circunstancias en las que, teniendo en cuenta el riesgo de muerte, la conducta del acusado fue tan mala
en todas las circunstancias que equivale a una accién u omision delictiva (véase Adomako [2005] 1 Cr
App Rep en 369). La Camara de los Lores establecié los elementos de la GNM en R v Adomako [1995] 1
AC 171.

Otros Delitos

De ello se desprende que otros numerosos delitos habran sido cometidos por otros individuos que no
pretendo detallar aqui pero que la Policia tendra en cuenta a su debido tiempo.

Ley de Policia y Pruebas Penales de 1984

Actos publicos generales del Reino Unido

<https://www.legislation.gov.uk/ukpga>1984 c. 60
<https://www.legislation.gov.uk/ukpga/1984/60/contents> Part Il
<https://www.legislation.gov.uk/ukpga/1984/60/part/lI>Ley de Policia y Pruebas Penales de 1984




Ordenes de busqueda

Poder del juez de paz para autorizar la entrada y el registro de locales.

(1) Si, a peticion de un agente de policia, un juez de paz esta convencido de que existen motivos
razonables para creer

(a) que se ha cometido un delito grave; y

(b) que existe material en los locales mencionados en el apartado (1A) que puede tener un valor sustancial
(por si mismo o junto con otro material) para la investigacion del delito; y

(c) que es probable que el material sea una prueba relevante; y

(d) que no consiste o incluye elementos sujetos a privilegio legal, material excluido o material de
procedimiento especial; y

(e) que se cumple alguna de las condiciones especificadas en el apartado (3) siguiente,

podra expedir una orden que autorice a un agente a entrar y registrar los locales en relacién con
cada conjunto de locales especificados en la solicitud.(1A)

(1A) Los locales a los que se refiere la subseccion (1)(b) anterior son

(a) uno o mas conjuntos de locales especificados en la solicitud (en cuyo caso la solicitud es para una
"orden de registro de locales especificos"); o

(b) cualquier local ocupado o controlado por una persona especificada en la solicitud, incluyendo los
conjuntos de locales especificados (en cuyo caso la solicitud es para una "orden de todos los locales").
(1B) Si la solicitud es para una orden de registro de todos los locales, el juez de paz también debe estar
convencido de que

(a) que, debido a los detalles del delito mencionado en el parrafo (a) del apartado (1) anterior, existen
motivos razonables para creer que es necesario registrar los locales ocupados o controlados por la
persona en cuestion que no se especifican en la solicitud para encontrar el material mencionado en el

parrafo (b) de dicho apartado; y
(b) que no es razonablemente factible especificar en la solicitud todos los locales que ocupa o controla y
que podrian tener que ser registrados.

(1C) El exhorto puede autorizar la entrada y el registro de los locales en mas de una ocasion si, tras la
solicitud, el juez de paz esta convencido de que es necesario autorizar multiples entradas para lograr el

objetivo para el que expide el exhorto.

(1D) Si autoriza entradas multiples, el numero de entradas autorizadas puede ser ilimitado o limitado a un
maximo.

(2) Un agente puede incautar y retener cualquier cosa para la que se haya autorizado un registro en virtud
del subapartado anterior.

(3) Las condiciones mencionadas en la subseccién (1)(e) anterior son

(a) que no sea posible comunicarse con ninguna persona con derecho a conceder la entrada a los locales;

(b) que sea posible comunicarse con una persona con derecho a conceder la entrada a los locales, pero
que no sea posible comunicarse con ninguna persona con derecho a conceder el acceso a las pruebas;

(c) que no se concedera la entrada a los locales a menos que se presente una orden judicial;

(d) que el propdsito de un registro puede verse frustrado o gravemente perjudicado a menos que un
agente que llegue a los locales pueda garantizar la entrada inmediata a los mismos.




(4) En la presente ley, se entiende por "pruebas pertinentes", en relacion con un delito, todo lo que seria
admisible como prueba en un juicio por el delito.

(5) La facultad de emitir una orden judicial conferida por este articulo se suma a cualquier otra facultad
conferida de otro modo.

(6) Este articulo se aplica en relacion con un delito relevante, tal y como se define en el articulo 28 de la
Ley de Inmigracién de 1971, del mismo modo que se aplica en relacion con un delito enjuiciable.

(7) El articulo 4 de la Ley de Jurisdiccion Sumaria (Proceso) de 1881 (ejecucion del proceso de los
tribunales ingleses en Escocia) se aplicara a una orden dictada a peticién de un funcionario de Hacienda
en virtud de este articulo en virtud del articulo 114 siguiente.Home Office Guidelines on the Reporting and
Recording of Crime

Directrices del Ministerio del Interior sobre la denuncia y el registro de delitos
La Ley

El articulo 44 (2 y 3) de la Ley de Policia de 1996 establece que el Ministro del Interior puede exigir a los
jefes de policia de las fuerzas de Inglaterra y Gales que faciliten datos estadisticos.

El HOCR también promueve un enfoque orientado a las victimas (documento PDF)

<https://www.gov.uk/government/uploads/system/uploads/attachment_data/file/387762/count-vision-
decem ber-2014.pdf> para el registro de los delitos. Esto significa que la creencia de la victima de que se
ha producido un delito es, en la mayoria de los casos, suficiente para justificar su registro como delito.

El proceso de registro de delitos utilizado por la policia puede dividirse en seis etapas, que se exponen a
continuacion.

1. Notificacion y registro de incidentes

Los incidentes notificados a la policia estan relacionados con cuestiones como la seguridad y el
bienestar publicos, la delincuencia, el comportamiento antisocial
<https://www.justiceinspectorates.gov.uk/hmicfrs/glossary/anti-social-behaviour/> y el transporte.
Hay muchas maneras de notificar incidentes a la policia:

-las victimas <https://www.justiceinspectorates.gov.uk/hmicfrs/glossary/victims/>, los testigos u otros
terceros pueden informar a un agente de policia, a un PCSO o a un miembro del personal, ya sea en la
calle o en el mostrador de una comisaria;

-las victimas <https://www.justiceinspectorates.gov.uk/hmicfrs/glossary/victims/>, los testigos u otros
terceros pueden llamar por teléfono a las salas de control de la policia;

-las victimas <https://www.justiceinspectorates.gov.uk/hmicfrs/glossary/victims/>, los testigos u otros
terceros pueden denunciar un incidente en linea;

-la policia puede descubrir el delito por si misma; o

-otros organismos, como los servicios sociales, pueden remitirlos. También es posible que otros
organismos remitan un incidente que es claramente un delito.

Las HOCR exigen que "todas las denuncias de incidentes, ya sean de victimas
<https://www.justiceinspectorates.gov.uk/hmicfrs/glossary/victims/>, testigos o terceros y estén o no
relacionados con un delito, daran lugar al registro de un informe de incidente por parte de la policia".
Continua especificando que estos deben registrarse en un sistema auditable, lo que en la practica significa:
-un registro de incidentes (a veces denominado registro de mando y control); y/o, -un registro en el sistema
de delitos de la fuerza.

Al registrar un incidente, el personal asigna un "cédigo de apertura" al registro de incidentes. Los cddigos
de apertura indican la naturaleza del incidente, por ejemplo, si se trata de un accidente de trafico o de un

robo. Los cédigos de apertura son importantes porque permiten a los supervisores ver inmediatamente qué
tipo de incidentes estan abiertos en ese momento y priorizar los recursos en consecuencia.




2. Decidir si un delito debe ser registrado

Las HOCR exigen:
"Un incidente se registrara como delito (infraccion notificable)

1.En el caso de los delitos contra una victima identificada si, segun el balance de probabilidades:
-Las circunstancias denunciadas son constitutivas de un delito tipificado por la ley (la policia lo
determinara, basandose en su conocimiento de la ley y de las normas de cédmputo), y -No existen
pruebas creibles de lo contrario.

2.En el caso de los delitos contra el Estado, antes de registrar un delito, deben quedar claramente
establecidos los puntos que deben probarse para evidenciar el delito".
Dado que las normas obligan a la policia a aceptar lo que dice la victima a menos que haya "pruebas
creibles de lo contrario”, las siguientes razones no son suficientes para justificar que no se registre un
delito

-la victima se niega a dar detalles personales;
-la victima no quiere llevar el asunto mas alla; o
-la acusacion no puede ser probada.

En relacion con la prueba de equilibrio de probabilidades, la Norma Nacional de Registro de Delitos (que
se reproduce en el anexo A del HOCR (documento PDF)
<https://www.gov.uk/government/uploads/system/uploads/attachment_data/file/534967/count-general-
july-2 016.pdf_.pdf>) senala que:

En la mayoria de los casos, la creencia de la victima (o de la persona que razonablemente se supone que
actua en nombre de la victima) de que se ha producido un delito es suficiente para justificar su registro
como delito, aunque no sera asi en todas las circunstancias. Efectivamente, se aboga por un enfoque mas
orientado a la victima".

"Una denuncia debe considerarse como hecha, en el primer punto de contacto, es decir, la etapa en la
que la victima o una persona que razonablemente se supone que actia en nombre de la victima se pone
en contacto por primera vez con la policia, ya sea por teléfono, etc. o en persona. Si no se puede
contactar con una presunta o posible victima o ésta se niega posteriormente a proporcionar mas detalles,
el proceso de toma de decisiones sobre el registro de delitos (CRDMP) debe basarse en toda la
informacion disponible sobre el primer contacto”.
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Global Humanitarian Crisis Prevention and Response Unit

Resumen Ejecutivo

UNIT recibi6 el encargo de EbMCsquared CiC, en el marco del proyecto UNITC-112980, de
investigar el contenido de cuatro viales de inyeccion (Moderna 01, Moderna 02, AstraZeneca,

Pfizer) para detectar cualquier ingrediente no declarado que pudiera causar dafios corporales.

Este informe es la presentacion de los resultados iniciales que confirman la presencia de
compuestos de grafeno-en cada uno de los viales de' inyeccion. Aunque no se ha establecido una
estimacion cuantitativa de la concentracion de grafeno en las muestras, su presencia se encuentra en
un rango de alta frecuencia en un transecto medio de 2 cm cuando los recuentos se realizaron con

un aumento mayor (40x).
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1. Introduccion

El siguiente informe es el resultado de la cooperacion entre EbMCsquared CiC y UNIT en un
intento de identificar los contenidos no declarados de las vacunas actuales que se administran al
publico del Reino Unido y que causan un elevado nimero de reacciones adversas y muertes.

1.1. Antecedentes
UNIT recibi6 el encargo de EbMCsquared en el marco de UNITC-112980 para analizar el
contenido de cuatro viales de vacunas e identificar si alguno de los siguientes componentes estaba
presente en estos viales
- grafeno, 6xido de grafeno, parasitos, filamentos bioldgicos.
Las cuatro vacunas objeto de esta primera investigacion de UNIT pertenecian a Moderna, Pfizer y
AstraZeneca.

El proceso completo de recogida y entrega se recoge en el ANEXO 1A.

1.2. Descripcion-de los Viales

1.2.1. Etiquetaje de Moderna 01

La etiqueta de fabricacion tenia la siguiente informacion en el vial:

COVID-19 Vacuna Moderna. 020mg/mL Dispersion para inyeccion. Vacuna COVID-19 ARNm
(modificada con nucleosidos) Dosis de vial multidosis de .5mL. Lote-3004737 Exp. 24/01/2022.
El liquido contenido en el frasco de Moderna era turbio a simple vista contra la luz del sol.

1.2.2. Etiquetaje de Moderna 02
La etiqueta de fabricacion tenia la siguiente informacion en el frasco:
COVID-19 Vacuna Moderna. 020mg/mL Dispersion para inyeccion. Vacuna COVID-19 ARNm
(modificada con nucleosidos) Dosis de vial multidosis de .5mL. Lote- Lote-3004737 Exp.
24/01/2022.
El peso del frasco antes de romper el precinto era de 18,842gm.
El liquido contenido en el frasco de Moderna era turbio a simple vista contra la luz del sol.

1.2.3. Etiquetado de AstraZéneca

La etiqueta de fabricacion tenia la siguiente informacion en el vial:

Pagina 5 de 48



Global Humanitarian Crisis Prevention and Response Unit

Vacuna Covid-19 4 ml, Astrazéneca Inyeccion. Vacuna Covid-19: (ChAdOx1-S (recombinante)), uso
intramuscular. Vial multidosis (8x0,5ml dosis). 108439/2 Lote-PW40167 Caducidad- 01-22.
(Figura 2.1)

El peso del frasco antes de la rotura del precinto era de 12,184g y después de la rotura del precinto
era de 11,803g.

El liquido contenido en el frasco de AstraZéneca era transparente a simple vista.
1.2.4. Etiquetado de Pfizer

La etiqueta de fabricacion tenia la siguiente informacion en el vial figura 1.1:

Figure 1.1. Pfizer vaccine vial
Lot-FC9001 Exp. 09/01/2022.

El liquido contenido en el frasco de AstraZéneca era turbio a simple vista a la luz del sol.

1.3. Objetivos del estudio.

El objetivo del estudio era identificar cualquier inclusion so6lida en los viales que no hubiera sido
declarada por los fabricantes.

El estudio debia verificar los hallazgos de compuestos relacionados con el grafeno, como el 6xido
de grafeno y el hidroxido de grafeno, realizados por Campra (2021), e informar sobre cualquier otra
inclusion biologica que pudiera interpretarse como toxica para el cuerpo humano.

1.4. Estructura y Esquema del informe.

Los frascos pasaron por la evaluacion del contenido en cuatro sitios de laboratorio diferentes que se
identifican en el ANEXO 1B bajo requerimiento y la metodologia adoptada se presenta en el

capitulo dos.
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El informe presenta un andlisis en profundidad de los resultados de este proyecto y esta
dividido en cinco capitulos. El capitulo uno es la introduccion, el segundo es una descripcion
y analisis de los métodos utilizados para la evaluacion. El capitulo tres presenta los resultados
del andlisis, el capitulo cuatro es la interpretacion, las discusiones y las conclusiones del
estudio. La bibliografia constituye el ultimo capitulo del informe. Todo el proyecto ha
contado con las aportaciones de expertos en distintos campos y sus nombres, afiliaciones y

conocimientos se identifican a efectos de referencia en el Anexo 2.
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2. Metodologia

2.1. Descripcion de los Viales
Los frascos sellados eran de vidrio y las vacunas contenidas en ellos estaban en forma

liquida. Las diferentes partes del vial se muestran en la figura 2.1. Cada uno de estos viales se
almacen6 a 4°C en las salas de almacenamiento de muestras hasta que tuvo lugar la
evaluacion de su contenido. Cada uno de los cuatro viales se someti6 al mismo proceso de
evaluacion.

Plastic Top Seal Rubber Stop

i Metal Seal

S e
o -
!

—_—

Figura 2-1 Diferentes partes del proceso de sellado del vial. El vial mostrado aquiii es el de AstraZéneca.
Los tres mismos componentes de sellado estaban presentes en los viales Moderna y Pfizer.

2.2, Proceso de toma de muestras y preparacion de portaobjetos

Etapa 1 — Apertura del vial
La etapa 1 consistio en la apertura del vial mientras se grababa el proceso en la camara para

la posteridad. Cada uno de los viales estaba sellado con un precinto de plastico en la parte
superior (figura 2.1). Este precinto debia romperse para poder acceder a la tapa de goma del
vial de inyeccion. La tapa de goma se mantenia en su sitio con un anillo metalico.

Habia dos opciones para acceder a los liquidos desde el interior de los viales. Una de ellas era
utilizar una jeringa de inyeccion y extraer la cantidad de liquido necesaria. Sin embargo,
sabiendo que el objetivo del estudio era identificar y notificar cualquier nano particula de
grafeno dentro de los viales, este método de adquisicion de muestras no se considerd
apropiado. El razonamiento fue que, durante la penetracién del vial, la jeringa arrastraria
cantidades nanoscopicas de material de sellado de goma, que es un producto de carbono, cada
vez que accediera al liquido. Por lo tanto, se adopt6 la segunda opcidn de acceso al material,
es decir, romper el anillo metalico y simplemente retirar el sello de goma de la parte superior

cada vez que se requiriera el material de la muestra.
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Etapa 2 — Submuestreo para la evaluacion de los pasos experimentales necesarios

La etapa 2 tenia por objeto simplemente la primera evaluacion de la muestra. Como no se
disponia de un estudio previo para determinar la quimica y las propiedades fisicas del
material, se utiliz6 una pequeila submuestra del frasco para evaluarla con un microscopio
polarizador a fin de identificar la composicion bruta del material de la vacuna y conocer
brevemente las inclusiones, si es que las habia.

Cada uno de los principios activos de la vacuna parecia haber sido conservado en un medio
rico en sacarosa y sal. Las propiedades opticas y fisicas del medio de conservacion suponian
un reto para la identificacion de las inclusiones reales. Ademas de tener casi el mismo indice
de refraccion que el medio, la naturaleza micro y nanocristalina de las inclusiones esperadas
supuso un impedimento-adicional para la tarea de su aislamiento.

Durante la evaluacion microscopica en humedo en los laboratorios en seco, se observo desde
el principio _que el material mds denso se asentaba en el fondo del portaobjetos y se
impregnaba e incrustaba con la solucion del medio, mientras el portaobjetos ain estaba en
proceso de examen en humedo. Ademas, la deposicion de las inclusiones se produjo a
diferentes profundidades dentro del medio.

Estas caracteristicas suponian un grave problema para el objetivo central del estudio, ya que
era imposible aislar los objetos de interés. El medio enmascaraba todas las sefiales de las
inclusiones por impregnacion e incrustacion de manera que las inclusiones quedaban
completamente camufladas en el fondo.

Se intent6 anular estos problemas mediante la filtracion al vacio. El primer intento de filtrado
al vacio fracasé debido a un fallo del equipo. Esto provoco la pérdida del material de prueba.
Como, en el momento de este experimento, el material con el que se contaba era bastante

limitado, se interrumpi6 cualquier intento posterior de ambos procesos de filtracion al vacio.

(Cabe senalar que, en la continuacidn de este proyecto, se utilizara la filtracion checmica para
aislar las inclusiones desde el principio, ya que el proyecto actual ha proporcionado una

vision clara de la quimica del producto).
Etapa 3- Particion de la muestra para la preparacion de un portaobjetos limpio

Esta etapa incluyo6 la particion de la muestra en dos. Las porciones limpias de la muestra se
guardaron en un vial de vidrio pyrex que se limpidé con hidrégeno por Oxido, bafios
clorhidricos y luego se enjuag6 con agua destilada. A continuacion, los viales se esterilizaron

en la camara de esterilizacion antes de transferir la muestra a ellos.
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A continuacion, se transfirieron 0,0125 ml de la muestra a portaobjetos limpios dentro de la
vitrina y se dejaron secar al aire a 20 °C bajo una camara de cristal.

Los portaobjetos secos se montaron con cubreobjetos de vidrio y se utilizaron para la
evaluacion microscopica. Cabe sefialar que ninguno de los portaobjetos limpios preparados se

seco completamente, ni siquiera después de varios dias.

Etapa 4 - Microscopia optica y petrologica

Los portaobjetos preparados se examinaron con un microscopio de luz de reflexion y
transmision para el contenido orgénico y con un microscopio petrolégico para el contenido
mineral.

En la etapa de microscopia se prepararon varios portaobjetos de prueba para identificar la
naturaleza tipica del contenido.

En los portaobjetos representativos, se realizaron recuentos a lo largo de un transecto
especifico. A continuacion, se representaron en psimpol para obtener opciones de densidad en

un 0,006 ml tipico de muestra.,

Etapa 5 - Muestreo y preparacion Raman

Se obtuvieron submuestras de los viales originales para la espectroscopia Raman. Se
transfirieron a portaobjetos estandar utilizando pipetas de vidrio esterilizadas. Los
portaobjetos se dejaron secar en camaras de vidrio dentro de un horno de calefacciéon con

ventilador antes de llevarlos a examinar a los Laboratorios Raman..

2.3. Espectografia Raman
Como la mayoria de las inclusiones observadas pertenecian categoéricamente a compuestos de
carbono, la espectroscopia Raman fue el método elegido para la identificacion inicial de las
inclusiones. Todos los espectros Raman se registraron en aire y a temperatura ambiente en
geometria de retrodispersion utilizando el espectrometro Raman Renishaw in Via. Se utilizo
un laser de iones Ar sintonizable como fuente de excitacion de 488 nm. El rayo laser se
enfoco estrechamente sobre la superficie de la muestra a través de un objetivo de microscopio
Leica 50x LWD con una apertura numérica igual a 0,5, lo que llevé a un diametro del rayo

laser de aproximadamente 2um. La resolucion espectral era de unos 2cm-1.
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3.Resultados

3.1. Descripcion de las Inclusiones

El andlisis del contenido de los cuatro viales identificod objetos que son similares. Para
facilitar la nomenclatura y descripciones relacionadas por vacuna, estas inclusiones estan

fotografiadas y definidas a continuacion:

Las inclusiones identificadas fueron:

1. Nanocintas de Grafeno cubiertas con Polietilenglicol.
2 Forma Compuesta de Grafeno 1

3 Forma Compuesta de Grafeno 2

4. Calcita microcristalina con inclusiones carbonaceas

5 Nano formas de Grafeno con y sin fluorescencia.

a. Nano objetos de Grafeno
b. Nanorollos de Grafeno.

3.1.1. Compuestos de Grafeno en forma de Nanocintas.

Figura. 3.1. Formas de cinta de compuesto de carbono de una muestra en Moderna 01. La primera
imagen es de una muestra himeda y a un bajo aumento. La segunda imagen es la de la misma muestra
cuando esta seca e incrustada en la solucion a gran aumento.

Esta forma de microinclusion aparece de color gris oscuro en los portaobjetos hiimedos,
pareciendo cintas filamentosas. Cuando el material se seca, la forma se vuelve casi
transparente. A grandes aumentos de 40x, las estructuras laminares pueden identificarse como
laminas. El espectro Raman de estas ldminas muestra un enlace carbono-oxigeno con huellas
de polietilenglicol afadidas (figura 3.9). Se requiere un mayor alcance del Raman para

comprender mejor la distribucion de los defectos y otras caracteristicas de esta forma.
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3.1.2. Compuesto de Grafeno forma 1

CG1 aparece en forma doblada transliucida de aproximadamente 10-15micras de ancho.
La forma es de transparente a translicida en la luz transmitida y muestra la estructura de la

luz en su interior.

.....

r,h#, et LN L = : s RN
Figura 3.2. Un conjunto de diferentes formas con algunas incrustadas en la soluclon que aparecen
translucidas y las de fq parte supenor muestran un buen relieve.

." .".
e e— __:. ] T Ny M | | i ey

- £ e — : _ -
El CG1 es 1sotr()pr bajo polares cruzados Los resultados espectroscoplcos Raman para esta

forma muestran picos “duales dominantes de calc1ta a 1100 cm-1 y de alguna forma de 6xido
de hierro cerca de 500 cm-1 . El espectro mas alla d‘| FOO cm-1 es bastante turbio debido a

la presencia de cierta fluorescencia.

3.1.3. Compuesto de Grafeno forma 2

Estas formas son visiblemente mds intrincadas y dan una firma Raman bastante
compleja. Los componentes descifrados eran grafeno con 6xido de hierro y calcita. Las
formas son bastante distintas en su estructura laminar.

La caracterizacion para el enlace carbono-carbono es bastante clara en 1600 cm-1, el

pico de 1100 cm-1 se asigna a la calcita.

Figure 3.3. Compuesto de Carbono Forma 2
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3.14. Calcita

Figura 3.4. Calcita microcristalina con inclusiones de grafeno.

La calcita microcristalina es otra inclusion presente en las muestras. La forma puede describirse
como grumosa con inclusiones de nanoformas de grafeno. La forma da una sefial Raman muy
clara para la Calcita. La calcita también estd presente en CG1 y CG2, tal y como se identifica a

través de los espectros Raman.

3.1.5. Nano Formas de Grafeno

Se Pelnlulflilcirpl} naanormas de greﬁﬁan,o en ,todas_ las. muestras evalue;das (ﬁgura 3 5). Al
disparar el Raman- <euando se enfocaron algunos_de estos ‘nano objetos (en dlferentes
vacunas), se encontro que las sefiales obtenidas estaban marcadamente enmascaradas por la
fluorescencia. ' N | . x .

Por lo tanto, la 1dent1ﬁca01on de las nanoformas de grafeno se llevod acabo sobre la base de la
correlacion morfologica microscopica con las formas en las que la sefial era clara e
indiscutible (figura 3.24). | . : §‘ |

Las nanoformas de grafeno dominaron los computos en todas las muestras. Se encontré que
estaban presentes tanto en formas redondeadas como en formas espiculadas largas. Las

formas redondeadas se encontraron casi en su totalidad en asociaciéon con nano particulas.

Figura 3.5. (a) Nano formas Grafeno. (b) Nanorollos.
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Resulta muy llamativo que las formas espiculadas estuvieran notablemente esparcidas en
orientaciones aleatorias en el fondo de todas las muestras que se examinaron (figura 3.5).
Estas nanoespiculas de grafeno eran imposibles de evaluar por Raman, ya que su radio era
sensiblemente menor que la resolucion del laser.

Dado el gran nimero de espiculas de grafeno que se observaron en las muestras, se esta
llevando a cabo un proyecto independiente centrado en estas espiculas, en el que se estan
realizando investigaciones Raman de alta resolucion y FTIR invasivo para establecer las

estructuras de estas espiculas y obtener una estimacion cuantitativa de sus concentraciones.
3.1.6. Formas crsitalizadas de la solucion

Las cuatro vacunas tienen una base de azlcar, y en los bordes del cubreobjetos, a medida que
el material se secaba, se cristalizaba en cristales de azucar de formas variadas. La figura 3.6.

muestra algunas formas variadas de estos cristales bajo luz polarizada.

Figura 3.6. Cuatro formas diferentes de cristales de base de aziicar identificadas en un portaobjetos
seco de Moderna. Los cristales muestran colores de interferencia de tercer orden bajo luz polarizada
con una extincion angular en la mayoria de los casos. Los cristales proceden de niicleos distintivos.
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3.2. Moderna 01
3.2.1. Microscopia

Moderna 01 fue la primera muestra que se evalud. Al microscopio humedo, la muestra
mostraba varias formas filamentosas (figura 3.7). Estas formas parecian desprenderse de
algunos de sus filamentos en forma de pequefias escamas (figura 3.7).

Al secarse el portaobjetos, estas formas filamentosas se incorporaron al medio de la solucion

y fueron opticamente dificiles de distinguir del fondo (figura 3.8).

Figura 3.7. Formas filamentosas observadas bajo microscopia hiimeda

En el estado seco, se identificaron varias formas de inclusiones particuladas. El asentamiento
de estas inclusiones tuvo lugar en multiples niveles dentro del medio solidificado. El material
mas ligero se posd y asentd en la parte superior y el mas denso se encontrd en el fondo del

portaobjetos.

La solucion cristalizada parecia ser bastante viscosa, y se solidificé en un grueso patréon de
multiples capas que es bastante obvio en forma de grandes ldminas con perforaciones (figura
3.9). En los bordes del portaobjetos, el material cristalizo en cristales pleocroicos procedentes
de un nucleo semilla (figura 3.6). Las propiedades Opticas de estas estructuras mostraban
colores de interferencia de tercer orden junto con la clara presencia de un nucleo de
crecimiento que identificaba claramente que estos cristales estaban formados por la solucion

anfitriona que incluye sacarosa.

Pagina 15 de 48



Global Humanitarian Crisis Prevention and Response Unit

Las estructuras en forma de cinta se observaron en dos estados de deposicion. Uno, en el que
la estructura parcial de la inclusion era visible por encima del medio solidificado y parte de
ella era casi transparente y estaba incrustada en el medio y otro estado en el que la cinta

estaba incorporada en el medio y era apenas distinguible. Las porciones incrustadas parecian

crear una geometria cuadrilatera con una débil senal visual que parecia una cinta plegada

(figura 3.6).

Figura 3.8. Formas de cinta parcialmente incrustadas en el medio. Cristales cnadrados y cuadrilaterales
en el fondo.

Figura 3.9. Sedimentaciones planas, perforadas y en varias capas en el medio.

La figura 3.10 muestra varias formas representativas que se encontraron en la vacuna. Estas
formas iban desde formas transparentes o transliucidas similares a una hoja, hasta materiales

oscuros casi opacos similares al carbono amorfo de diferentes tamafios (figura 3.10j,k).
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Figura 3.10. Varias inclusiones encontradas en Moderna 01.

Pagina 17 de 48




Global Humanitarian Crisis Prevention and Response Unit
3.2.2. Investigacion con Espectrografia Raman

Se examinaron inclusiones representativas del Moderna 01 mediante espectroscopia Raman.
La investigacion mostrdé claramente que todas las inclusiones tienen una fuerte sefial de

carbono con composiciones de grafeno confirmadas de algunas formas representativas.

MODERNA D Ra

(lgeni 1]
Parrin Specuten - Mudeei 0

Covaphene with Polw

Pagina 18 de 48



Olbgert 049

Parent Specunen - Modera |

Figura 3.11. Espectro Raman de inclusiones representativas en Moderna 01.

Las dos sefiales Raman claras se obtuvieron de dos objetos. Las inclusiones planas en forma
de cinta mostraron espectros claros de grafeno integrados con el espectro del polietilenglicol
y otros compuestos menores. La otra sefial clara se obtuvo a partir de una forma
microcristalina de calcita con un fuerte pico distintivo a 1100cm-1. Las formas compuestas
de carbono tenian una sefial muy complicada con un claro pico de grafeno a 1600cm-1, pero
otros picos a 1100 cm-1 que hacian la sefal bastante dificil de separar. Actualmente se estdn
realizando mas andlisis para aislar estas sefiales e identificar los otros componentes de esta
forma de carbono. Algunas formas de carbono nano amorfo mostraron una clara sefal de
grafeno, sin embargo, estas formas también mostraron fluorescencia que enmascaré el pico
de grafeno. Estas mismas formas se identificaron también en otros viales de vacunas, lo que
permiti establecer con seguridad la consistencia de su composicion en el espectro de varias

muestras.
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Las identidades composicionales derivadas de las inclusiones a través de la espectroscopia
Raman se utilizaron para cuantificar la ocurrencia comparativa de estas inclusiones a lo largo

de una pista 2D. Esta abundancia se presenta como recuentos en la siguiente seccion.

3.2.3. Recuento

MOILLRO] MO1LRO2
Anwegtens Cotae hpsewrpluns Calaw
Coaplu i o wredl Craples s ool
Crglurne wow oy Crmgbaease o oby
Calnwer Ol e
CComposr? B CCamposand
Cluposc] Clanpoac]
G Rk B (B NI
MOIHROD! MOITHRO2
Aosorptens Carten Aumemibens Cortee ([
Coaphure rmvan wrcdi Liesgllarre s w el
Lergbarne oo oy [ Craphaae o oy |
Calerne Cairar
Clorgeracd (N Cloposse? I
Clonposcl  (INNEGN Clanposse] [N
G Kidmns G Ridden

Figura 3.12. Hojas de recuento a bajas y altas resoluciones a lo largo de dos pistas cada una para
Moderna 01.

Las inclusiones se contaron a lo largo de dos pistas. Cada pista tenia una longitud de 2 cm.
Los recuentos se realizaron tanto a bajo como a alto aumento.

La distribuciéon del recuento estd dominada en la baja resolucion por el GComposite 01. A
baja resolucion, el GComposite 2 estd presente en cantidades muy bajas, pero la abundancia
se invierte a mayores aumentos. En general, los recuentos estdn dominados por los
nanoobjetos de grafeno (figura 3.11).

Cabe senialar que en los recuentos se han omitido los nanorollos de grafeno. Este paso fue
necesario porque, aunque estos nanorollos forman un porcentaje significativo de los
recuentos totales, no se pudo obtener una confirmacion de su composicion dentro de las
limitaciones de este proyecto. Como se menciona en el apartado 3.1.5, la investigacion
exhaustiva de estas formas constituye ahora el objeto de un segundo proyecto de

investigacion mejorado tras este informe.
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3.3. Moderna 02
3.3.1. Microscopia

El material de muestra de Moderna 2 era transparente sobre el portaobjetos con material
particular granulado en suspension. Al observar el material del portaobjetos bajo el
microscopio hiimedo, se observaron varios trozos flotantes de objetos similares a laminas
transparentes (figura 3.12). El material més pesado se hundia por traccion de sedimento y
saltaba por el portaobjetos mientras el medio se evaporaba bajo la luz de la lampara

microscopica.

optico. (b) El material detritico asentado en el fondo de la placa. Las sombras del material flotante mas

claro pueden verse como figuras oscuras y nebulosas!

——
~

En las regiones gn)as\gue la columna de solucidn tenia un grosor considerable, se observaron

burbujas que fluian con la corriente subterranea de conveccion hacia el borde de la extension
del material. La ubicacion de estas particulas era claramente llamativa, incluso con el menor
aumento.Los graficos obtenidos al seguir el movimiento de estas particulas eran tipicos de los
sistemas de autoensamblaje compuestos por particulas que se unen bajo la influencia de
diversas fuerzas intermoleculares (figura 3.14).

Aqui se interpreta a la luz del conocimiento, que estas particulas llevan la carga de ARN-m
requerida y bajo las condiciones designadas, exhiben las caracteristicas de auto-ensamblaje
utilizando una combinacién de interacciones intermoleculares no covalentes tales como
efectos electrostaticos, hidrofobicos, Van der Waals y pi (figura 3.15).

Los procesos de autoensamblaje parecen estar impulsados por un entorno competitivo que
cambia constantemente y que estd impulsado por los cursores cinematicos y termodinamicos
siguiendo un modelo tipico de LaMer. La siembra del proceso parece estar en torno a la
forma de acido nucleico de las moléculas y los nano objetos de grafeno. Segun Kulkarni et al.
(2018), el crecimiento de la particula depende de la neutralizacion del pH y de la migracion
del lipido neutral no unido ionizable hacia el nicleo de la PNL, independientemente de la
carga util (ARNm, ADN minicircular o ADNp).
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Estas particulas se observaron omniprentes a través de las preparaciones de la muestra y cada
una de estas estructuras comenz6 con la formacion de una pequefia particula como semilla a
la que las circundantes se agregaron, sobre la base de las interacciones hidrofobicas.
Lo que parece evidente a través de la observacion es que las interacciones hidrofobicas
parecen ser la fuerza motriz dominante del crecimiento de las PNL y las interacciones

electrostaticas guian la formacion de la semilla y la estabilidad del ensamblaje.
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Figura 3.15. Nanoparticulas autoensambladas con carga de ARNm.

Al secar la muestra, la solucion se asentd en una capa gruesa, que conservaba alguna forma
de humedad. El material relativamente mas denso se asentd en el fondo, mientras que el
material mas ligero se encontraba en la parte superior de la solucion solidificada, con una
capa detritica adicional en el centro del medio.
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La vision general del portaobjetos seco a baja resolucion mostraba un medio translucido con

formas parecidas a fibras y laminas transparentes en la superficie superior (figura 3.16).

Global Humanitarian Crisis Prevention and Response Unit

Figura 3.16. Moderna 02 Vista general de la diapositiva con poco aumento.
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A magnificacion mas alta, en la placa aparecia abundante material con formas relacionadas
con el carbono. La figura 3.17 muestra diferentes siluetas y formas que fueron detectadas a lo
largo de varias transecciones a través de la placa. Es destacable que los depositos visualizados

estan en tres planos separados, con una significante diferencia en la profundidad de enfoque.

Figura 3.17. Inclusiones representativas en Moderna 2 a magnificacion alta.
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3.3.2. Investigacion con Espectrografia Raman
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Figura 3.18. Espectros Raman de varias inclusiones en Moderna 02.

Se utilizé la “espectroscopia Raman en las inclusiones de Moderna 2 para identificar las
principales representaciones de la' muestra (figura 3.18). A excepcion de las muestras
compuestas de calcita, el resto mostrd un espectro muy distorsionado. Los picos de carbono
en torno a 1600 cm-1 y 1350 cm-1 sélo eran vagamente discernibles en los nanoobjetos de
grafeno. Con el fondo fluorescente, era extremadamente dificil interpretar el espectro para

cualquier otro componente excepto el carbono.

Se recomienda encarecidamente volver a fotografiar y procesar los datos para poder

identificar estas inclusiones de Moderna con cierta seguridad.

A falta de sefiales Raman fiables, para el analisis de estas inclusiones se utilizd una similitud
comparativa en presencia de las quimicas conocidas de las otras inclusiones. Estas quimicas

se utilizaron para hacer los recuentos que estan presentes en la figura.

3.2.3. Recuentos

El recuento de inclusiones a lo largo de cuatro pistas de dos a bajo y dos a alto aumento
mostro resultados similares a los de Moderna 01 (figura 3.19). Los compuestos de grafeno 01
tenian una presencia destacada en la resolucion més baja y en las resoluciones mas altas, los

nano objetos de grafeno estan presentes en gran abundancia.
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De los recuentos se desprende que las estructuras nanoscopicas superan con creces los

recuentos de densidad de las estructuras microscopicas.

Cabe sefialar que en los recuentos se han omitido los nanorollos de grafeno. Este paso fue
necesario porque, aunque estas nanorollos forman un porcentaje significativo de los
recuentos totales, no se pudo obtener una confirmacion de su composicion dentro de las
limitaciones de este proyecto. Como se menciona en el apartado 3.1.5, la investigacion
exhaustiva de estas formas constituye ahora el objeto de un segundo proyecto de
investigacion mejorado tras este informe.
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Figura 3.18. Hojas de recuento a baja y alta intensidad a lo largo de dos pistas para Moderna 02.
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34. AstraZéneca
3.4.1. Microscopia

AstraZeneca fue la tercera vacuna que se evalud por sus inclusiones. Se observaron al
microscopio varias pasadas de las muestras hiimedas. La vacuna AstraZéneca es casi
transparente cuando se observa al microscopio, lo que facilita la deteccion de cualquier
inclusion con colores inherentes.

La observacion al microscopio himedo fue que la solucion fresca presentaba un movimiento
instantaneo de material particulado nanoscopico (figura 3.20) que, al observarse de cerca,
paso de ser impulsado por la corriente de conveccion a ser bastante aleatorio. A medida que la

solucion se secaba, las particulas mostraban un movimiento de traccion.

Figura 3.20. Nanoparticulas en movimiento cuando la profundidad de la solucién es mayor que la altura
de la particula. Las particulas se unen para Kormar particulas mas grandes y la influencia dominante en
la direccion del movimiento es a través delas corrientes dentro de la solucién.

Al principio, estas particulas nanoscopicas eran bastante visibles como motas blancas que se
movian en forma de enjambre en la misma direccion general. Con el tiempo, evolucionaron hasta
convertirse en gotas mas grandes con vectores mas aleatorios siguiendo los principios del
autoensamblaje.

A medida que la solucion se secaba, por el calor de la lampara del microscopio desde la parte
superior, comenz6 el proceso de sedimentacion con formas parecidas a laminas que se
depositaron en la parte superior del medio que comienza a cristalizar pronto mientras que el
liquido de abajo todavia puede fluir parcialmente. Esta diferencia en el ritmo de cristalizacion o
solidificacion fue claramente discernible a partir de algunas tomas de diapositivas de un video, tal
y como se presenta en la figura 3.21. En la figura, la forma microscopica es claramente visible ya
que se encuentra en la parte superior de la lamina sélida, mientras que las nanoparticulas siguen
en movimiento en el fondo, como puede verse por la posicion cambiante de la sombra. Un
resultado claro de este mecanismo fue que, a medida que el medio se solidificaba, a las
nanoparticulas les resultaba mas dificil atravesar el material viscoso. El nucleo de las
nanoparticulas estaba sembrado de nanotubos de carbono y nanoobjetos de carbono: formados

por alguna forma de particulas de carbono detriticas. Estas fueron arrastradas por las corrientes de
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eddie en el fondo del medio y, a medida que el material se asentaba, quedaban los moldes

acanalados que se identificaban facilmente en las secciones microscopicas secas.

] ¢ ] { ’f‘ “\ / (.\
Figura 3.21. Colummnas-de convgécib’\llx.i\@minar /con la) parte superior solidificada-que da lugar a la
deposicion de la particula escamosa. La flecha sefiala la posicion de la nanoparticula en la columna mas
profunda del material mas frio.

(A
Incluso, en un portaobjetos humed kb/lgoj 1 icinLSJchg), se observaron varias formas de

inclusiones. Estas se describen en detalle a continuacion.

En AstraZéneca se observdO un movimiento de nano particulas y un proceso de
autoensamblaje, similar al observado en las vacunas Moderna. También en este caso, las
nanoparticulas se autoensamblaron mediante los tipicos movimientos caracteristicos
atribuidos a las fuerzas interparticulares. Mientras la solucion se secaba, el material de
carbono mas pesado que se habia hundido en el fondo del portaobjetos se desprendi6 del
nucleo de las nanoparticulas y éstas empezaron a presentar movimientos de traccion. La
figura 3.22, muestra los vectores de movimiento relativos de algunos de estos materiales
solidos. Cuando estas inclusiones se asentaron, se hundieron en los estratos inferiores. Un
examen posterior de alta resolucién de los estratos inferiores muestra un depdsito de

nanoobjetos de grafeno (figura 3.23) que incluye nanorollos de grafeno (figura 3.24).
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Figura 3.22. Distancia recorrida por el objeto mediante vectores de movimiento combinados

Figura 3.23. Las estructuras basadas en grafeno se asentaron al secarse. Estas estructuras demostraron
un movimiento propio frente a la creciente viscosidad de la solucion de secado. Cuando la solucion se
secd, se comprobo que se habian asentado en el fondo del portaobjetos.

Figura 3.24. Rollos de Grafeno o espiculas depositadas en el fondo del portaobjetos.
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\

Figura 3.25. Inclusiones representativas encontradas en la vacuna de AstraZéneca.

Las inclusiones identificadas en AstraZéneca eran de la misma categoria descrita en la
seccion 3.1. Estas incluian compuestos de grafeno de dos variaciones, cintas de grafeno
impregnadas con polietilenglicol, nanoobjetos de grafeno que incluian un gran niimero de
nanorollos y un elevado nimero de carbono amorfo. La calcita también estaba claramente

presente en la vacuna en forma de compuesto de carbono microcristalino.

Las inclusiones de tipo fueron objeto de una identificacion Raman.
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3.4.2. Investigacion con Espectrografia Raman
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Figura 3.26. Espectros Raman de varias inclusiones en AstraZéneca.

Los resultados de la espectroscopia Raman en las inclusiones dentro de AstraZéneca han
permitido confirmar directamente la presencia de grafeno en todas las formas representativas
identificadas.

Los compuestos de carbono tienen dos formas, al igual que en las vacunas Moderna. Estas
dos formas mostraron firmas de grafeno distintas a través de los picos de grafeno
caracteristicos en 1600 cm-1 y 1350 cm-1. Ademas del grafeno, el espectro esta dominado
por el 6xido de hierro y algunas otras formas de asociaciones de carbono.

Se esta trabajando para aislar las sefiales y ayudar a identificar los compuestos individuales.
Con la excepcion de una muestra de compuesto de grafeno, el efecto de la fluorescencia
resultd ser minimo en las inclusiones seleccionadas por AstraZeneca.

Los compuestos de calcio con carbono también mostraron la misma sefial que los presentes
en las dos vacunas de Moderna.

Las inclusiones en los compuestos de calcita contenian nanoparticulas de grafeno pristinas.
Estas particulas fueron evaluadas para mostrar una clara sefial de grafeno. Aunque los nano
objetos de grafeno estaban presentes en clara asociacién con los nanorollos de grafeno, no se
realizaron investigaciones Raman en los rollos debido a la limitacion del tamano del laser y

del aumento del microscopio.
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En futuros estudios sobre AstraZéneca, analizar con Raman los nanorollos deberia ser un
objetivo prioritario para cuantificar la concentracion de Grafeno.

La identificacion de las inclusiones ayudo en el proceso de recuento preciso en la siguiente etapa.
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Figure 3.25. Hojas de recuento en baja y alta resolucion a lo largo de dos pistas cada una para
AstraZéneca.

3.4.3. Recuento

El recuento de AstraZéneca no encontr6 compuesto de grafeno 2 en las
magnificaciones mas bajas, aunque estan presentes de manera significativa en
magnificaciones mas altas. Queda claro en el grafico que los nano objetos de

grafeno dominan el recuento a resoluciones mas altas.

Cabe senialar que en los recuentos se han omitido los nanorollos de grafeno.
Este paso fue necesario porque, aunque estos nanorollos forman un
porcentaje significativo de los recuentos totales, no se pudo lograr una
confirmacion de su composicion dentro de las limitaciones de este proyecto.
Como se menciona en el apartado 3.1.5, la investigacion exhaustiva de estas
formas constituye ahora el objeto de un segundo proyecto de investigacion

mejorado tras este informe.
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3.5. Pfizer
3.5.1. Microscopia

Pfizer fue el cuarto vial de vacuna que se evalud por sus inclusiones. Se observd que la
vacuna tenia el mismo color blanquecino que Moderna. Se transfirieron 0,006 ul de la
muestra al portaobjetos para su evaluacion en humedo y se dejo una cantidad igual en una
pipeta ligeramente inclinada para poder examinarla en un entorno cerrado en 3 dimensiones.
El espécimen de la pipeta mostraba algunas inclusiones muy interesantes que no se
encontraron cuando se seco el portaobjetos. Al aspirar el material en la pipeta, se observaron
distintas laminas entre translucidas y transparentes flotando (figura 3.28). A partir de
observaciones anteriores en AstraZéneca y Moderna, se reconocid que se trataba del
compuesto de grafeno 1.

Inmediatamente después se observd una sedimentacion activa del material méas denso en la

curva inferior del cilindro (figura 3.29).

Figura 3.28. Material flotante mas ligero. En el fondo, las particulas brillantes doradas son
las futuras nano particulas auto-ensamblantes que encapsularan el ARNm.

Los dos objetos de interés que se observaron claramente flotando, pero que no se pudieron
localizar una vez que se seco el portaobjetos, fueron: un objeto transparente extremadamente
puntiagudo parecido a una espicula (figura 3.30) y el otro era una fina ldmina perforada
translacida (figura 3.31).

Aunque ambos objetos son de interés para este estudio, la naturaleza de la espicula sigue
siendo vital para identificar en futuros trabajos.

Al verter la solucién en un portaobjetos para su observacion, la mezcla mostrd el mismo
mecanismo de autoensamblaje de nanoparticulas que se observo en las vacunas de Moderna
y AstraZéneca. Cuando el material se secd, las inclusiones se asentaron a distintas
profundidades en funcion de sus densidades relativas.

La figura 3.32 muestra un conjunto de varias formas de inclusion que se identificaron en

Pfizer. Estas pertenecen a la misma categoria mencionada en la seccion 3.1.
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Figura 3.30. Espicula transparente afilada flotando en el liquido.
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Figura 3.31. Membrana perforada flotante.

En el portaobjetos se encuentran en buen nimero formas de cinta de microformas casi
transparentes. A menudo estan medio incrustadas en la solucién con un extremo que
sobresale del material.

Los compuestos de carbono de las formas 1 y 2 también estan presentes en gran nimero. La
forma 1 se asienta en la parte superior del material, mientras que la forma 2 se encuentra en

osniveles idios defmedioslidificado) 1710 (0 ey

Las nanoformas de grafeno estan presentes en buen niimero en el material del portaobjetos,

junto con algunos ;/o\klos. /\ /\ /\ /\

Figura 3.32. Inclusiones representativas encontradas en la vacuna Pfizer.
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3.5.2. Investigacion con Espectrografia Raman
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Figura 3.33. Espectros Raman de varias incusiones en AstraZéneca.
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La espectrografia Raman se realiz6 sobre cuatro muestras representativas seleccionadas de
Pfizer (figura 3.32). Tres de estas muestras reflejaron compuestos de carbono con possible
grafeno en ellos.

Las sefiales de los materiales similares al carbono amorfo eran extremadamente complejas,
con carbono junto con 6xido de hierro y otros compuestos. El complejo de grafeno 1 es
grafeno con sefial de polietilenglicol que forma la mayor parte del espectro. Aunque, para las
evaluaciones iniciales, este estudio puede confirmar la presencia de grafeno en Pfizer, sin
embargo, el complejo con el que estd asociado todavia requiere ser establecido a través de un
trabajo adicional.

Una de las muestras fotografiadas presentaba una buena influencia de la fluorescencia. Es
importante volver a fotografiar esta muestra con exposiciones mas largas para separar la senal
del objeto de interés de la sefial del fondo.

En resumen, el Raman ayud6 a identificar las inclusiones dentro de Pfizer y estas

identificaciones se clasificaron en los recuentos.

3.5.3. Recduento
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Figure 3.34. Hojas de recuento a baja y alta resolucion a lo largo de dos pistas cada una para AstraZéneca

Los recuentos para Pfizer fueron tomados a lo largo de cuatro pistas de dos cada una para
magnificaciones Bajas y Altas (figura 3.34). El namero relativo de compuestos de carbono 2
es bastante alto en una de las pistas mientras que estd completamente ausente en la primera
pista. A magnificaciones mas altas el recuento estd dominado por el gran nimero de objetos

de nano grafeno.
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Cabe serialar que en los recuentos se han omitido los nanorollos de grafeno. Este paso fue
necesario porque, aunque estos nanorollos forman un porcentaje significativo de los
recuentos totales, no se pudo lograr una confirmacion de su composicion dentro de las
limitaciones de este proyecto. Como se menciona en el apartado 3.1.5, la investigacion
exhaustiva de estas formas constituye ahora el objeto de un segundo proyecto de

investigacion mejorado tras este informe.
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4. Interpretacion, Discusiones y Conclusion

[Moderna
Ingredientes Activos Tabla 1
* ARNm Lista de ingredientes declarados

Vehiculos en las vacunas

SM102

Polietilenglicol

2000 dimiristoil glicerol (DMG)
Colesterol

1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC) Ingredientes inactivos
Trometamina

Clorhidrato de trometamina
Acido Acético
Acetato de Sodio

Sacarosa

AstraZeneca

Ingredientes Activos

Adenovirus Vehicles

L-histidina

Clorhidrato de L-histidina monohidrato Ingredientes inactivos
Cloruro de magnesio hexahidratado

Polisorbato 80

Etanol

Sacarosa

Cloruro de Sodio

detato LBIRCtsaHirgrdthiglsatado (EDTA)

Agua

Pfizer

Ingredientes Activos

ARNmMm

Vehiculos

4-hidroxibutil azanediil bis hexano -6,1-diil bis 2 hexildecanoato
Polietilenglicol

N,N di tetra decilacetamida

1,2 di estearoil sn glicerol 3fosfocolina

Colesterol

Cloruro de Potasio

Fosfato potasico monobasico

Cloruro de sodio

Sodio dibasico, fosfato deshidratado

Sacarosa
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Los sujetos del estudio fueron cuatro muestras de vacunas (2 de Moderna, 1 de AstraZéneca y
1 de Pfizer). El objetivo de este estudio era examinar estos cuatro viales de vacunas y
documentar cualquier ingrediente no declarado en la composicion de las vacunas, con
especial atencion al grafeno y los productos relacionados, asi como cualquier forma
biologica.
Cabe senalar que las tres vacunas tienen ingredientes quimicos muy diferentes segun lo
declarado por los fabricantes (Tabla 1). A pesar de esta diferencia genética entre ellas, al
examinarlas, los resultados revelan inclusiones comunes no declaradas en los cuatro viales.
Estas inclusiones se centran principalmente en el grafeno y las nanoestructuras relacionadas
con el carbono en forma de compuestos de carbono o grafeno, grafeno en asociacion con
polietilenglicol, 6xido de grafeno, compuestos de 6xido de hierro y calcita. La variacion en
las formas de las inclusiones registradas apunta a sus variados fines en el ambito mas amplio
de'la administracion de farmacos y los campos biosensoriales.
Las formas identificadas en el curso de este proyecto pueden clasificarse en cinco categorias
diferentes

1. Formas de cinta (G-PEG)

2. Formas de hoja (GC-1)

3. Formas tubulares (GC-2)

4. Nano Puntos

5. Nano Rollos

Mientras que las funciones de las cintas y las ldminas siguen sin estar claras debido a sus
tamafios microscopicos, las formas tubulares junto con los nano puntos y los rollos parecen
tener como objetivo mejorar la aceptacion del farmaco por parte de las células.

Las tres vacunas emplean cominmente las nano particulas lipidicas autoensambladas como
mecanismos de administracion de farmacos. Si bien el hallazgo central de este proyecto ha
sido la confirmacién de la presencia de grafeno en las cuatro muestras, es importante evaluar
este hallazgo en el contexto del propio tema.

Como se ha mencionado anteriormente, los procesos de autoensamblaje son los mecanismos
centrales de entrega de los tres tipos de vacunas. Como se ha informado en las observaciones
del capitulo 3, el proceso en si mismo, depende principalmente de las interacciones
intermoleculares débiles (Mendes et al. 2013) que, en el caso de las nanoparticulas de lipidos
es impulsado y determinado por la cinética y el entorno termodindmico. Sin embargo, segun
las observaciones de este estudio, para iniciar la nucleacion o siembra de estas particulas en

el primer estado, las nanoparticulas de grafeno parecen desempefiar un papel importante. Esta
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interpretacion se desprende de la observacion de que cada una de las nanoparticulas parece
tener un nucleo de grafeno formado por nano particulas que flotan al principio y luego se
mueven antes de asentarse. Este proceso crea un defecto en el medio de la solucion,
facilitando asi la formacion de la semilla de nano particulas. Dada la alta concentracion de
nanoobjetos de grafeno en las cuatro vacunas, a medida que las nanoparticulas se desplazan
por el medio, deben ir incorporando no sélo nanodots de grafeno, sino también nanorollos,
aumentando asi su eficacia de union y su capacidad de carga.

Como ya se sabe, la estructura de la nanoparticula lipidica desempefia un papel crucial en la
determinacion de su eficacia para transportar la carga util de acido nucleico. Sin embargo, es
la estructura de la carga util la que define la geometria de las nanoparticulas lipidicas (Hajj et
al. 2019, Kulkarni et al. 2018).

Aunque estas estructuras pueden variar en funcion de la carga util, las funciones principales
de las nanoparticulas lipidicas son las mismas: (1) proteccion de los acidos nucleicos frente a
las nucleasas, (2) liberacion controlada de los acidos nucleicos, (3) selectividad celular y
tisular, (4) alto rendimiento de entrega, (5) minima toxicidad y (6) estabilidad, especialmente
en el almacenamiento a largo plazo. Estas caracteristicas necesarias para un vector pueden
mejorarse significativamente mediante el uso de nanotubos de carbono, grafeno y 6xido de
grafeno. Este proceso se observo. en accion, cuando los experimentos se llevaron a cabo
durante el curso de este estudio y como se inform6 en detalle en el capitulo 3.

Los nanotubos, tanto los de pared simple como los de pared multiple, junto con las formas de
grafeno, se estan abriendo camino cada vez mas en la administracion selectiva de fArmacos
(Sattari et al. 2021, Wu et al. 2018, Wierzbicki 2017, Eatemadi et al. 2014). Las muestras
evaluadas en el transcurso de este proyecto han identificado que el grafeno y otros
compuestos de carbono forman una parte llamativa de los ingredientes de estas vacunas.
Teniendo en cuenta el contexto del creciente uso del grafeno en la administracion de
farmacos, los resultados de este proyecto parecen encajar en el marco de referencia de los

intentos de mejorar y adaptar la administracion de farmacos.

El trabajo realizado hasta ahora ha sido esencialmente una evaluacion cualitativa de los
contenidos. Hay varias formas dentro de estas vacunas que requieren una evaluacion y
determinacion cuantitativa. Uno de los principales obstaculos para lograr un buen resultado
cuantitativo era la imposibilidad de aislar la faccion solida. El método utilizado en este
proyecto fue el tradicional de preparacion de portaobjetos. Esperamos que, si se realizan
trabajos similares en otras muestras, se adopte el filtrado al vacio como mecanismo para

obtener muestras mas limpias para la obtencion de imagenes Raman y SEM. Pagina 43 de 48



Global Humanitarian Crisis Prevention and Response Unit

Ademas, es muy importante mencionar que la fuente de fluorescencia dentro de las muestras
era desconocida mientras se realizaban las investigaciones Raman. Debido a los plazos
extremadamente ajustados, no fue posible completar las repeticiones de Raman en las que se
habrian eliminado los efectos de la fluorescencia mediante la emitancia dirigida y el
procesamiento de los datos. A pesar de ello, las sefales se interpretaron utilizando datos
similares de varios catdlogos. Es de esperar que se siga trabajando en las investigaciones
espectroscopicas Raman para obtener espectros mas limpios y aislar los espectros
individuales de los especimenes actuales.

En conclusion, se puede afirmar que las cuatro muestras de vacunas (Moderna 1, Modern 2,
AstraZeneca, Pfizer) contienen una cantidad significativa de compuestos de carbono,
compuestos de' grafeno 'y 6xido de hierro. Estos ingredientes no fueron declarados por los

fabricantes y estan ausentes de la lista de ingredientes de las vacunas.
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REVISION

Toxicidad de nanoparticulas de la familia del
grafeno: una revisidon general de los origenes y

mecanismos

Lingling Ou?, Bin Song', Huimin Liang’, Jia Liu', Xiaoli Feng', Bin Deng?, Ting Sun? and Longquan Shao'"

Introduccion

aplicacion.

fisicoquimicas, Perspectivas futuras

Debido a sus propiedades fisicoquimicas unicas, los nanomateriales de la familia del grafeno (GFNs) se utilizan
ampliamente en muchos campos, especialmente en aplicaciones biomédicas. Actualmente, muchos estudios han
investigado la biocompatibilidad y la toxicidad de los GFNs in vivo y in vitro. En general, los GFNs pueden ejercer
diferentes grados de toxicidad en animales o modelos celulares siguiendo diferentes rutas de administracién y penetrando
a través de barreras fisioldgicas, siendo posteriormente distribuidos en tejidos o ubicados en células, y finalmente sendo
excretados del cuerpo. Esta revision recopila estudios sobre los efectos toxicos de los GFNs en varios érganos y modelos
celulares. También sefialamos que varios factores determinan la toxicidad de los GFNs, incluyendo el tamario lateral, la
estructura de superficie, la funcionalizacién, la carga, las impurezas, las agregaciones y el efecto corona, etc. Ademas, varios
mecanismos subyacentes a la toxicidad de GEN se han revelado, por ejemplo, destruccion fisica, estrés oxidativo, dafio al
ADN, respuesta inflamatoria, apoptosis, autofagia y necrosis. En estos mecanismos, vias dependientes de los receptores
(tipo peaje-) TLR-, del factor de crecimiento transformador B- (TGF-B-) y del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
estan involucrados en la red de senalizacidn, y el estrés oxidativo juega un papel crucial en estas vias. En esta revision,
resumimos la informacion disponible sobre los factores reguladores y los mecanismos de toxicidad de los GFNs, y
proponemos algunos desafios y sugerencias para futuras investigaciones de los GFNs, con el objetivo de completar los
mecanismos toxicoldgicos y proporcionar sugerencias para mejorar la seguridad bioldgica de los GFNs y facilitar su amplia

Palabras clave: Nanomateriales de la familia del grafeno, Toxicidad, Toxicocinética, Mecanismos, Propiedades

Marco Teérico

El grafeno, que se aisla del grafito cristalino, es una
monocapa plana compuesta por laminas bidimensionales
de un solo atomo de espesor, que se organiza como hojas
hexagonales dispuestas en red como un panel de abejas
[1]. Debido a sus caracteristicas estructurales tnicas,
especificidades de superficie y mecanicas, las funciones y
aplicaciones del grafeno han ganado considerable atencién
desde el descubrimiento del material en 2004 [2, 3]. El
grafeno y sus derivados incluyen grafeno en monocapa,
grafeno de pocas capas (FLG), 6xido de grafeno (GO),
oxido de grafeno reducido (rGO), nanohojas de grafeno
(GNS) y nanocintas de grafeno, etc. [4-7]. GO es uno de
los mas vitales derivados quimicos de grafeno, entre los
nanomateriales de la familia del grafeno (GFNs), que

atrae cada vez mas atencion por sus posibles aplicaciones
biomédicas. Los materiales a base de grafeno suelen tener
tamaifos que van desde varios a cientos de nanémetros y
tienen un grosor de 1-10 nm [8, 9], que también es la
definicién de "nanopiculas” o "nanomateriales". Debido a
sus propiedades fisicas y quimicas excepcionales, los
materiales de grafeno se han utilizado ampliamente en
varios campos, incluido almacenamiento de energia;
dispositivos nanoelectronicos; baterias [10-12]; y
aplicaciones biomédicas, como substancias antibacterianas
[13, 14], biosensores [15-18], imdgenes celulares [19, 20],
administracién de medicamentos [8, 21, 22] e ingenieria de
[23-25]. Junto con el aumento de la aplicacién y
produccion, el riesgo de exposicién ocupacional o
ambiental, no intencional, a los GFN’s estd aumentando
[26]. Y recientemente, hay algunas investigaciones sobre la
exposicion a los GFNs en entornos ocupacionales y los
datos publicados mostraron que



la exposicion ocupacional a los GFNs tenia potencial téxico
para los trabajadores e investigadores [27-29]. Los GFNs se
pueden administrar en los cuerpos mediante instilacion
intratraqueal [30], administracidn oral [31], inyeccion
intravenosa [32], inyeccidn intraperitoneal [33] e inyeccién
subcutanea [34]. Los GFNs pueden inducir lesiones agudas
y cronicas en los tejidos penetrando a través de la barrera
sangre-aire, barrera sangre-testiculos, barrera
hematoencefalica, barrera sangre-placenta etc.,
acumulandose en los pulmones, higado, bazo, etc. Por
ejemplo, algunos aerosoles de nanomateriales de grafeno
pueden ser inhalados y depositados sustancialmente en las
vias respiratorias, y pueden penetrar facilmente a través de
las vias traqueobronquiales y luego transitar hasta las vias
respiratorias pulmonares inferiores, lo que resulta en
formacion secundaria de granulomas, fibrosis pulmonar y
efectos adversos en la salud de personas expuestas. Varias
revisiones han esbozado las propiedades unicas [35, 36] y
han resumido las nuevas aplicaciones bioldgicas y
potenciales de los GFNs para la administraciéon de firmacos,
administracion de genes, biosensores, ingenieria tisular y
neurocirugia [37-39]; han evaluado la biocompatibilidad de
GFNs en células (bacterianas, mamiferos y vegetales) [7, 40,
41] y en animales (ratones y pez cebra) [42]; han
recopiladoinformacién sobre la influencia de GFNs en el
suelo y los entornos acuaticos [43]. Aunque estas revisiones
discutieron los perfiles de seguridad y la nanotoxicologia de
GFNs, las conclusiones especificas y los mecanismos
detallados de toxicidad fueron insuficientes, y los
mecanismos de toxicidad no se resumieron por completo.
Los mecanismos toxicolégicos de GFNs demostrados en
estudios recientes contienen principalmente respuesta
inflamatoria, dafo al ADN, apoptosis, autofagia y necrosis,
etc., y esos mecanismos se pueden recopilar para explorar
mas a fondo la compleja red de vias de senalizacion que
regula la toxicidad de los GFNs. Debe sefialarse que hay
varios factores que influyen en gran medida en la toxicidad
de los GFNs, como concentracién, dimension lateral,
estructura de superficie y funcionalizacion, etc. Por lo tanto,
esta revision presenta un resumen exhaustivo de la
informacion disponible sobre los mecanismos y los factores
reguladores de la toxicidad de GFNs in vitro e in vivo a
través de diferentes métodos experimentales, con el objetivo
de proporcionar sugerencias para nuevos estudios de GFNs
y completar los mecanismos toxicoldgicos para mejorar la

seguridad bioldgica de GFNs y facilitar su amplia aplicacion.

Toxicidad de GFNs (in vivo e in vitro)

Los GFNs penetran a través de las barreras fisioldgicas o las
estructuras celulares por diferentes formas de exposicion o
vias de admision y entran en el cuerpo o en las células, lo
que finalmente resulta en toxicidad in vivo e in vitro. Las
diferentes rutas de administracion y vias de entrada,
diferente distribucion y excrecién tisular, incluso los
diversos patrones y ubicaciones de absorcion celular,
pueden determinar el grado de
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toxicidad de GFNs [44-46]. Por lo tanto, puede ser util
comprender mejor las leyes de existencia y desarrollo de la
toxicidad de GFNs.

Vias de Administracion

Las vias de administraciéon comunes en los modelos animales
incluyen la exposicion por vias respiratorias (insuflacién
intraranasal, instilacion intratraquial e inhalacién),
administracion oral, inyeccién intravenosa, inyeccion
intraperitoneal e inyeccion subcutdnea. La principal via de
exposicion a los GFNs en el entorno de trabajo es la
exposicion por las vias respiratorias, por lo que la inhalacion y
la instilacién intratraqueal se utilizan principalmente en
ratones para simular la exposicién humana a los GFNs.
Aunque el método de inhalacién proporciona una simulacién
mas realista de la exposicion en la vida real, instilacién es un
método mas efectivo y ahorra tiempo, y se encontré que los
GFNs causan un periodo de inflamacion mas largo utilizando
instilacion (instilacién intratraquial, instalacion intrapleural y
aspiracion faringea) do que utilizando inhalacién [24, 30, 47,
48]. Los GFNs fueron investigados para depositarse en los
pulmones y acumularse a un nivel alto, y se retuvo durante
mas de 3 meses en los pulmones con una eliminacién lenta
después de la instilacion intratraqueal [49]. También se utiliza
inyeccion intravenosa ampliamente para evaluar la toxicidad
de los nanomateriales de grafeno, y el grafeno circula por el
cuerpo de los ratones en 30 minutos, acuamulandose a una
concentracion de trabajo en el higado y la vejiga [32, 50-52].
Sin embargo, los derivados de GO tuvieron una adsorcién
intestinal bastante finita y se excretaron rapidamente en
ratones adultos mediante administracidn oral [31, 53]. El GO
de tamafo nanométrico (350 nm) hizo que menos células
mononucleares se infiltraran en el tejido adiposo subcutédneo
después de la inyeccion subcutanea en la region del cuello en
comparacion con GO del tamano micrométrico (2 pm) [34].
GO se aglomerd cerca del lugar de inyeccion después de
inyeccion intraperitoneal, y numerosos agregados mas
pequeiios se asentaron en las proximidades de la serosa
hepatica y del bazo [31, 33]. No se encontraron experimentos
sobre el contacto o la penetracion cutanea de GFNs en los
documentos revisados aqui, y no hay suficiente evidencia
disponible para concluir que el grafeno pueda penetrar en
lesiones cutaneas o piel intacta. La ruta de las gotas nasales,
que se ha utilizado ampliamente para probar la
neurotoxicidad o el potencial de lesion cerebral de otros
nanomateriales, no se

mencioné en los documentos revisados aqui.

Rutas de entrada de GFNs

Los GFNs 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 érganos. Debido a su tamafio nanométrico, los
GFNs pueden llegar a érganos mas profundos al pasar a
través de las barreras fisiologicas normales, como la barrera
sangre-aire, la barrera sangre-testiculos, la barrera
hematoencefalica y la barrera placentaria.



Barrera sangre-aire

Los pulmones son una posible entrada de nanoparticulas de
grafeno en el cuerpo humano a través de las vias respiratorias.
Las nanohojas de GO inhaladas pueden destruir la
ultraestructura y las propiedades biofisicas de la pelicula del
tensioactivo pulmonar (PS), que es la primera linea de defensa
del huésped, emergiendo su toxicidad potencial [54]. Las
particulas aglomeradas o dispersas se depositan en la
superficie alveolar interna dentro de los alvéolos y luego son
absorbidas por macrofagos alveolares (AMs) [55]. La limpieza
en los pulmones es facilitada por la escalera mecanica
mucociliar, las AMs o la capa epitelial [56-58]. Sin embargo,
una vez inhaladas algunas nanoparticulas pequenas se infiltran
en la barrera epitelial pulmonar intacta y luego pueden entrar
transitoriamente en el epitelio alveolar o en el intersticio [59,
60]. El grafeno instilado intratraquealmente puede
redistribuirse al higado y al bazo pasando a través de la barrera
sangre-aire [61]. El estudio de la barrera sangre-aire puede
llamar intensamente la atencidn, ya que los investigadores y
trabajadores se exponen ocupacionalmente a GFNs
generalmente a través de inhalacion. El dejar claro el papel que
la barrera sangre-aire desemperia en la toxicidad de GFNs
puede convertirse en un tema candente de investigacion.

Barrera hematoencefilica

La intrincada disposicion de la barrera hematoencefalica, que
consiste en varios receptores de membrana y transportadores
altamente selectivos, solo ejerce una influencia sutil en la
circulacién sanguinea y en el microambiente cerebral en
relacion con el endotelio vascular periférico [62].
Investigaciones sobre los mecanismos de la barrera
hematoencefélica habia hecho algun progreso relacionado con
enfermedades y nanotoxicidad. Las imagenes de
espectrometria de masas (MSI) por desorcidn/ionizacion laser
asistida por matriz (MALDI) revelaron que rGO, con un
didmetro promedio de 342 + 23,5 nm, se impregna a través de
la via paracelular hacia la hendidura interendotelial de manera
dependiente del tiempo al disminuir la tensién paracelular de
la barrera hematoencefalica [63]. Ademads, los puntos
cudnticos de grafeno (GQDs), con un tamafo pequefio de
menos de 100 nm, pueden cruzar la barrera hematoencefalica
[64]. Estudios sobre como los materiales de grafeno pasan a
través de la barrera hematoencefalica y causan neurotoxicidad
son muy raros, y se necesitan mds datos para sacar una
conclusion.

Barrera sangre-testiculos

Las barreras sangre-testiculos y sangre-epididimo son bien
conocidas por estar entre las barreras sangre-tejido mas
estrechas del cuerpo de los mamiferos [65]. Particulas de
GO con diametros de 54,9 + 23,1 nm tuvieron dificultades
para penetrar en las barreras sangre-testiculos y sangre-
epididimo después de inyeccién intraabdominal, y la
calidad del esperma de los ratones no se vio obviamente
afectada ni siquiera a una dosis de 300 mg/kg [66].
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Barrera sangre-placenta

La barrera placentaria es indispensable para mantener el
embarazo, ya que media el intercambio de nutrientes y
desecho de productos metabolicos, ejerce funciones
metabolicas vitales y secreta 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 distribucién de nanoparticulas
carbonosas hacia y en el feto [42]. Se sugirié que rGO y las
particulas de oro (didmetro de 13 nm) apenas estan
presentes o estdn ausentes en la placenta y en el feto a
finales de la gestacion después de inyeccion intravenosa [44,
68]. Sin embargo, otros informes mostraron que el transfer
transplacentario se produce en etapas gestacionales tardias
(69, 70]. Se ha puesto mucha atencidn a la toxicidad de
nanomateriales en el desarrollo, e informes mostraron que
muchas nanopariculos cruzaban la barrera placentaria e
influian fuertemente en el desarrollo de embriones [71-75].
Pero estudios de la exposicion a materiales de grafeno a
través de la barrera placentaria son deficientes, y la forma
en que estas particulas se transfieren a embriones debe
evaluarse en detalle en el futuro.

Estas cuatro barreras eran las mds frecuentemente
mencionadas en la literatura, y otras no se han evaluado en
estudios recientes, como las barreras cutdneas, que no se
han mencionado en ninguno de los cientos de estudios de
toxicidad GFNs buscados. Ademas, no se entiende bien los
mecanismos por los cuales los GFNs pasan a través de estas
barreras, y se necesitan mds investigaciones sistematicas
urgentemente.

Distribucion y excrecion de GFNs en los tejidos

La absorcion, distribucion y excreciéon de nanoparticulas de
grafeno pueden verse afectadas por varios factores, incluidas las
rutas de administracion, las propiedades fisicoquimicas, la
aglomeracion de particulas y el recubrimiento superficial de
GFNGs.

Las diferentes vias de administracién influyen en la
distribucion de GENs, por ejemplo, la FLG instilada
intratraquealmente, pasando a través de la barrera sangre-aire,
principalmente se acumuld y se retuvo en los pulmones, con un
47 % restante después de 4 semanas [61]. E1 GO administrado
por via intravenosa entrd en el cuerpo a través de la circulacion
sanguinea y se retuvo en gran medida en los pulmones, higado,
bazo y médula sea, y se observo infiltracion de células
inflamatorias, formacién de granulomas y edema pulmonar en
los pulmones de ratones después de una inyeccion intravenosa
de 10 mg/Kg peso corporal GO [49]. Del mismo modo, se
observo una alta acumulacion de derivados de PEGylated GO en
el sistema reticuloendotelial (RES), incluidos el higado y el bazo,
después de inyeccion intraperitoneal. Por el contrario, GO-PEG
y FLG no mostraron absorcion detectable en el tracto
gastrointestinal ni absorcion en el tejido mediante
administracion oral [31].

Las diferentes propiedades de GFNs, como su tamario, dosis y
grupos funcionales, siempre conducen a resultados
inconsistentes



en los perfiles de distribucion del grafeno. Por ejemplo, Zhang
et al. encontraron que GO estaba principalmente atrapado en
los pulmones de ratones [49]; sin embargo, Li et al.
observaron que el GO se acumulaba en el higado de ratones
[76]. En particular, las pequefias hojas de GO, con didmetros
de 10-30 nm, se distribufan principalmente en el higado y
bazo, mientras que las hojas de GO mas grandes (10-800 nm)
se acumulaban principalmente en los pulmones [49, 52, 77]. Si
el tamafio de GO es mayor que el tamano de los vasos, el GO
generalmente se queda atascado en las arterias y capilares en
las proximidades del lugar de la inyeccién. Se demostré que la
acumulacion de GO en los pulmones aumentaba con el
aumento de la dosis y el tamano inyectados, pero eso en el
higado disminuia significativamente [78]. El recubrimiento de
GO con polimeros biocompatibles también afecta a la
biodistribucion, por ejemplo, la inyeccion intravenosa de GO-
PEG y GO-dextran (GO-DEX) acumulan en el sistema
reticuloendotelial (RES), incluidos el higado y el bazo, sin
toxicidad a corto plazo [31, 79]. Ademads, la carga de proteinas
plasmdticas y la difusién de GO por proteinas plasmaticas
también afectan la biodistribucién [34].

La excrecion y el aclaramiento de los GFNs varfan en
diferentes érganos. En los pulmones, observaciones indicaron
que NGO son atraidas y eliminadas por las AMs, las cuales
podrian eliminarse en el esputo a través del aclaramiento
mucociliar u otras formas [57], y el 46,2 % del FLG instilado
intratraquealmente se excret6 a través de las heces 28 d
después de la exposicion [61]. En el higado, las nanoparticulas
se pueden eliminar a través de la via hepatobiliar siguiendo el
conducto biliar hasta el duodeno [80]. Ademas, PEGy-lated
GNS que se acumula principalmente en el higado y bazo
puede ser eliminado gradualmente, probablemente por
excrecion renal y fecal. Como se reviso recientemente, hojas
de GO de mads de 200 nm son atrapadas por la filtracion fisica
esplénica, pero las de tamafos pequefios (aproximadamente 8
nm) pueden penetrar los tiibulos renales y en la orina
eliminarse rapidamente sin toxicidad obvia [81]. Las rutas de
excrecion de GFNs atin no han sido explicadas claramente,
pero las rutas renales y fecales parecen ser las principales vias
de eliminacion del grafeno.

Recientemente, las estrategias de distribucién y excrecién/
toxicidad se han convertido en una parte importante en los
estudios nanotoxicoldgicos. Hasta la fecha, se han reportado
varios resultados controvertidos con respecto a la distribucion
y excrecion de grafeno in vivo en varios articulos, y todavia se
necesita una evaluacion sistematica de la toxicocinética de los
GFNs. El metabolismo y la excrecion de nanomateriales son
procesos de largo periodo, sin embargo, los estudios recientes
de GFNss se han limitado a evaluaciones toxicoldgicas a corto
plazo, y la acumulacién y toxicidad a largo plazo de GFNs en
diferentes tejidos siguen siendo desconocidas. Por lo tanto, es
necesario realizar estudios a largo plazo sobre la deposicion y
excrecion de GFNs utilizando diferentes células y animales
para garantizar la bioseguridad de los materiales antes de su
utilizacién en aplicaciones biomédicas en humanos.
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Absorcion y localizacion de los GFNs en las células También
se ha observado que la absorcién y la ubicacién de GFNs
ejercen diferentes efectos en diferentes lineas celulares. El
grafeno es absorbido en las células por varias vias [82, 83].
Basicamente, los pardmetros fisicoquimicos como tamaio,
forma, revestimiento, carga, didmetro hidrodindmico, punto
isoeléctrico y gradiente de pH son importantes para permitir
que GO pase a través de la membrana celular [84]. Como se
indicé anteriormente, las nanoparticulas con didmetros <100
nm pueden entrar en las células, y aquellas con didmetros <40
nm pueden entrar en el ntcleo [85]. Por ejemplo, es posible
que GQDs penetren las membranas celulares directamente, en
lugar de a través de vias dependientes de la energia [86, 87].
Las nanoparticulas de 6xido de grafeno recubiertas por
proteinas grandes (PCGO) (~1 pum) entran en las células
principalmente a través de fagocitosis, y las nanoparticulas
PCGO mas pequenas (~500 nm) entran en las células
principalmente a través de la endocitosis mediada por
clatrinas [88]. Las hojas de GO podrian adherirse y envolverse
alrededor de la membrana celular, insertarse en la bicapa
lipidica o internalizarse en la célula como consecuencia de
interacciones celulares [89]. Del mismo modo, se demostro
que el 6xido de grafeno reducido PEGylado (PrGO) y rGO se
adhieren a la bicapa lipidica de la membrana celular de forma
prominente debido a interacciéon de dominios hidréfobos no
modificados de grafitos con la membrana celular [90, 91]. En
consecuencia, se sugirié que la exposicién prolongada o a una
alta concentracion de grafeno induce daiio fisico o bioldgico a
la membrana celular, junto con la desestabilizacion de los
filamentos de actina y del citoesqueleto [92].

Los datos actuales demuestran que las hojas de GO
interactiian con la membrana plasmatica y son fagocitadas por
macrofagos. Tres receptores principales de los macréfagos
participan en la fagocitosis del GNS: el receptor Fcg (FcgR), el
receptor manose (MR) y el receptor del complemento (CR).
Ademas, FcgR es un receptor clave en la via mediada por
fagocitosis [90, 93, 94]. La proteina corona de GO promueve el
reconocimiento por parte de los receptores de macréfagos,
especialmente el IgG contenido dentro de la proteina corona.
Se observo que los macrofagos sufrian cambios morfologicos
prodigiosos al entrar en contacto con GO [34]. Después de la
internalizacion, grafeno se acumul6 en el citoplasma celular,
en el espacio perinuclear y en el ntcleo, lo que indujo
citotoxicidad en los macrofagos murinos al aumentar el ROS
intracelular a través del agotamiento del potencial de la
membrana mitocondrial y al desencadenar la apoptosis a
través de vias mitocondriales. [83]. Las posibles interacciones
y sitios de acumulacion de GFNs se resumen en la Fig. 1.

Toxicidad de GFNs en los 6rganos

La toxicidad y biocompatibilidad de GFNs se ha observado y
evaluado a través de estudios tedricos y de modelos animales.
En la actualidad, hay una masa de datos que muestran la
toxicidad de GFNs en diferentes drganos o sistemas en
animales, por lo que es dificil enumerar todos los datos
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Fig. 1 Materiales de grafeno y sus interacciones bioldgicas. (A) Un rango de pardmetros para los materiales de grafeno mas utilizados se puede describir
por las dimensiones y la funcionalizacion de la superficie del material, esta ultima definida como el porcentaje de dtomos de carbono en hibridacion sp3.
Los cuadrados verdes representan grafeno cultivado epitaxialmente; los amarillos, grafeno exfoliado mecédnicamente; los rojos, grafeno exfoliado
quimicamente; los azules, 6xido de grafeno. Tenga en cuenta que otros materiales relacionados con el grafeno (como los puntos cuanticos de grafeno y las
nanocintas de grafeno) también estan siendo utilizandos en experiments. (B) Posibles interacciones entre los materiales relacionados con el grafeno y las
células (los copos de grafeno no son a escala). (a) Adhesion a la superficie exterior de la membrana celular. (b) Incorporacion entre las monocapas de la
bicapa lipidica de la membrana plasmatica. (c) Translocacion de la membrana. (d) Internacion citoplasmatica. (e) Endocitosis mediada por clatrina. (f)
Internalizacion endosomal o fagosémica. (g) Compartimentalizacién perinuclear, lisosomal u otra. (h) Localizacion exosomal. Los resultados bioldgicos de
dichas interacciones pueden considerarse adversos o beneficiosos, dependiendo del contexto de la aplicaciéon biomédica en particular. Los diferentes
materiales relacionados con el grafeno tendran diferentes mecanismos preferenciales de interaccion con células y tejidos que en gran medida esperan su
descubrimiento. [90] Derechos de autor (2014), con permiso de la Asociacion Americana para el Avance de la Ciencia

en esta revision. Por lo tanto, resumimos un cierto niumero
de literatura y elegimos algunos estudios toxicoldgicos in
vivo de los GFNs enumerados en la Tabla 1.

Toxicidad en los 6rganos internos

GO puede provocar respuesta inflamatoria aguda y lesién
crénica al interferir con las funciones fisioldgicas normales
de 6rganos importantes [32, 81]. Los experimentos con
sonda oral no mostraron absorcion detectable de GO a
través del tracto gastrointestinal [95]. Interesante, una dosis
baja de GO causdé graves dafos en el tracto gastrointestinal
después de que los ratones maternos bebieran una
suspension de GO en lugar de una dosis alta de GO porque
una dosis baja de GO sin aglomeracién puede adherirse
facilmente a la superficie gastrointestinal y causar
destruccion a través de sus abundantes bordes afilados [53].
GFNs causaron inflamacién y permanecieron en los
pulmones en el dia 90 después de una sola instilacion
intratraqueal, e incluso se translocaron a los ganglios
linfaticos pulmonares mediante una inhalacion por nariz
solamente [96, 97]. Una dosis alta de GO que forma
agregaciones puede bloquear los vasos sanguineos
pulmonares y dar lugar a disnea [50, 98], y se observaron
trombos plaquetarios a altas concentraciones de 1y 2 mg/kg
de peso corporal mediante inyeccion intravenosa [89].
Segun se informa, GO interrumpi6 la barrera capilar-
alveolar, permitiendo que células inflamatorias se infiltrasen
en los pulmones y estimulasen la liberacion de citocinas
proinflamatorias [99]. Se pudo verificar fibrosis y
inflamacién mediante el aumento de los niveles de los
marcadores proteicos coldgenol, Grl, CD68 y CD11b en los
pulmones. Se sugirié el uso de Tween 80 para dispersar FLG
o un tensioactivo plurdnico para dispersar el grafenos

y reducir la probabilidad de acumulacién de fibrosis
pulmonar en células o ratones, mientras que fibrosis
pulmonar fué observada cuando se suspendid grafeno con
albimina sérica bovina (ASB) [100]. Ademas, se pueden
administrar is6topos radiactivos a los pulmones,
acompafiados de una distribucion profunda de 125I-NGO en
los pulmones, y los isétopos podrian depositarse alli y dar
lugar a mutaciones y canceres [30]. Sin embargo,
publicaciones recientes afirmaron que no hay cambios
patoldgicos obvios en ratones expuestos a dosis bajas de GO y
grafeno funcionalizado por inyeccion intravenosa, incluyendo
GO aminado (GO-NH2), GO poli(acrilamida)-
funcionalizado (GO- PAM), GO poli(4cido acrilico)-
funcionalizado (GO-PAA) y GO-PEG; solo GO-PEG y GO-
PAA indujeron menos toxicidad que el GO pristino in vivo
[31,79, 89]. Por lo tanto, los grupos funcionales de los GFNs
y la concentracion de trabajo o el estado agregado influyen en
gran medida en la toxicidad de los GFNs. Recientemente, las
formas de modificar el grupo funcional de GFNs, disminuir la
concentracion de trabajo o cambiar la condicion agregada se
utilizan generalmente para disminuir la toxicidad de los
GFNss.

Toxicidad en el sistema nervioso central

El grafeno ha beneficiado en gran medida a neurocirugia
con aplicaciones como administracion de farmacos/genes
en el tratamiento de tumores cerebrales, dispositivos
biocompatibles intracraneales y espinales, técnicas de
biodeteccion y bioimagen. Han surgido estudios sobre las
potencialidades o los riesgos del grafeno en el cerebro. En el
modelo con embrién de pollo, copos de grafeno pristino
disminuyeron el nivel de 4dcido ribonucleico y la tasa de
sintesis de acido desoxirribonucleico, lo que llevé a



Tabla 1 Toxicidad de GFNs en 6rganos

Nanomateriales de la Propiedades fisicoquimicas Animales Dose y tiempo de incubacién Efectos Referencia
familia del grafeno y funcionalizacion
Oxido de grafeno a nanoescala  Sin informacién Ratones C57BL/6 0, 1, 5, 10 mg/kg, instilacion intratraqueal Resulto en lesién pulmonar aguda (ALI) [30]
(NGO) 0 h,24h,48h,72hy I semana y fibrosis pulmonar crénica
Grafeno de pocas capas (FLG) ~ Sin informacion ratones ICR 0,1 0 1 mg/ml, sonda oral o instilacién FLG instilado por via intratraqueal resulté en lesién [61]
intratraqueal 3 o 28 dias pulmonar aguda y edema pulmonar, FLG no
mostro absorcion detectable a través del tracto
gastrointestinal por sonda oral.
Plaquetas de grafeno (GPs) Sin informacién Ratones exposicion por inhalacidn, 1 dia-6 semanas  GP caus6 inflamacién aguda en el pulmén en [48]
1 dia y alivi6 la inflamaci6n en el pulmén
después de 6 semanas
Nanoplaquetas de grafeno Grosor de 10 nm Hembra C57BL/6 50 pg por ratén, aspiracion faringea o Los GP grandes fueron inflamatorios tanto en el [24]
(GPs) Tamaifio de 5-30 pm cepa de ratones instalacion intrapleural, 24 h- 7 dias pulmoén como en el espacio pleural.
GO Grosor de 0,93 nm Ratas Sprague-Dawleys 0,5 0 4 mg/m3, exposicion por inhalacion, Exposicion unica a GO por inhalacion indujo [235]
Tamaiio de 150-250 nm solo 6 horas respuestas tOxicas minimas en pulmones de rata
GO Espesor de 0,9 nm Ratones ICR macho 1,0 mg/ kg, inyectados por via intravenosa, 24 h Se acumula principalmente en el higado y los pulmones.  [78]
tamafio de 1-GO: 1-5 um
tamano de s-GO: 100-500 nm
GO Espesor de < 4 nm Macho y hembra 24 mg/kg, inyeccién en la vena de la cola, 5 dias No afecté el nimero de cachorros, proporcion de sexos, [66]
tamafio de -GO: 237,9 + 79,3 nm; Ratones de cepa ICR pesos, tasas de supervivencia o crecimiento, baja
tamafio de s-GO: 54.9 + 23.1 nm toxicidad para la reproduccién masculina
GO Espesor de ~1,0 nm Ratones de Kunming 1,10 mg/kg, inyeccion intravenosa 14 dias ~ Condujo a alta acumulacion, retencion a largo plazo, [49]
tamanos de 10-800 nm edema pulmonar y formacion de granulomas
NGO-PEG Espesor de 1 nm Ratones Kunming machos 5 mg/ kg, cola inyeccién intravenosa NGO-PEG alivi6 lesiones tisulares agudas, [81]
tamafio de 10-800 nm 10 min-24 h disminuyo la pérdida de peso temprana
GO Espesor de 0,94, 1,22,4,43 y Ratones balb/c 4 mg/kg, inyeccion intraperitoneal Se acumuld en el sistema reticuloendotelial (RES), [31]
GO-PEG 5,66 nm, 1,7y 30 dias incluidos el higado y el bazo, durante
RGO--PEG tamaio de 450, 25, 50 y 27 nm mucho tiempo
nRGO-PEG
GO Espesor de GO, GQD: 0.5-1 nm Ratones balb/c 20 mg/kg inyeccion intravenosa o GO pareci6 toxico y causé muerte [176]
Puntos cudnticos de grafeno tamano de GO,GQD: 3-5 nm inyeccion intraperitoneal 14 dias GQD revelé acumulacién en 6rganos y
(GQD) causd baja citotoxicidad
Oxido de grafeno purificado Espesor de 1 a 2 nm, Ratones hembra C57Bl/6 50 pg/animal, inyeccion intraperitoneal Indujo inflamacién moderada y a seguir [99]
(pGO) dimension lateral de 24 h, 7 dias, formé granulomas
100 a 500 nm
GO Espesor de 3,9 y 4,05 nm, Ratones macho C57BL/6  Concentraciones en serie, subcutdneas GO micrométrico indujo respuestas de inflamacion [34]
tamafio de 350 nm y 2 um inyeccion 21 dias mucho mas fuertes que GO de tamafo nanométrico
GO Tamaifio de 1110 a 16 200 nm Ratones C57BL/6] 2 o0 20 mg/kg, inyeccién subcuténea e Tanto GO como una reduccién de GO resultaron en [84]
intraperitoneal infiltracién, captacién y eliminacion en células inmunitarias
Nanoparticulas de 6xido de Espesor de 10 nm Ratones hembra Balb/c 400 pg, inyeccién subcuténea, RGO-IONP puede inactivar eficazmente bacterias [236]

hierro RGO (rGO-IONP)  Tamaiio de 15,0 + 2,0 nm

resistentes a multiples firmacos en abscesos subcutdneos
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Tabla 1 Toxicidad de GFNs en 6rganos (continuacién)

GO Espesor de 0,94, 1,22, 4,43 Ratones hembra balb/c 100 mg/kg, Administracion oral; 50 mg/kg, ~ No hubo captacion evidente en los tejidos a través de [237]

GO-PEG y 5,66 nm, inyecci6n intraperitoneal, 1, 7 y 30 dias administracion oral, lo que indica una adsorcion intestinal de
tamafio de 450, 25, 50 y 27 nm esos nanomateriales bastante limitada

RGO

tamanos de rGO pequeno: 87,97 + 30,83, Macho C57negro/6
tamanos de rGO grande: 472,08 + 249,17 nm ratones

60 mg/kg, sonda oral, 5 dias

RGO afecto actividad locomotora general, equilibrio [31]
y coordinacién neuromuscular, pero mostré pocos cambios

en los comportamientos explorados,

similares a la ansiedad o de aprendizaje y memoria.
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efectos nocivos en el desarrollo del tejido cerebral y se
observo la ultraestructura atipica en el cerebro [101]. Las
investigaciones recientes de GFNs en el sistema nervioso
central estan involucradas principalmente en la aplicacion
mds que en la toxicidad. Los datos del estudio toxico sobre
los GFNs estan en marcha.

Toxicidad en el sistema de reproduccion y desarrollo

Grafeno pristino redujo la vascularizacion cardiaca y la
densidad de los vasos ramificados después de inyeccion en
huevos fertilizados de gallina, seguido de incubacion durante
19 d [101]. GO y rGO dafian los embriones de pez cebra al
influir en la tasa de eclosion del embrién y la longitud
corporal de una manera dependiente a la concentracion.
Aunque no se observé ninguna malformacion o mortalidad
obvia en los embriones expuestos de pez cebra [102], GO se
adhirié y se envolvié en el coronién de los embriones de pez
cebra, causando hipoxia notable y retraso en la eclosion. Los
agregados de GO se retuvieron en muchos organulos, como
los ojos, el corazon, el saco vitelino y la cola de los embriones,
y se observé apoptosis y generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) en estas regiones [103].

Los GFNs ejercen diferentes efectos toxicologicos en el
sistema reproductor masculino y femenino. Los datos
mostraron que GO ejerci6 efectos toxicos muy bajos o casi
nulos sobre el sistema reproductor masculino incluso a una
dosis alta mediante inyeccién intraabdominal [66]. Ademas,
rGO no cambid los niveles séricos de estrogeno en los ratones
hembra no embarazadas. La condicion es diferente con las
hembras de ratones: las hembras de ratones podrian dar a luz
a una descendencia sana después de la inyeccion de rGO
antes del apareamiento o durante gestacién temprana, y solo
unos pocos fetos anormales estaban presentes entre las
camadas de hembras inyectadas con rGO. Sin embargo, las
ratones prefiadas abortaron a todas las dosis, y la mayoria de
las ratones prefiadas murieron cuando se inyect6 la dosis alta
de rGO durante gestacion tardia [44]. Notablemente, el
desarrollo de la descendencia en el grupo de dosis alta se
retras6 durante el periodo de lactancia. La alta dosis de GO
disminuy6 el consumo de agua por los ratones maternos por
exposicion oral, lo que redujo la produccion de leche y, por lo
tanto, pospuso el crecimiento de la descendencia [53].
Aunque los hallazgos indican que GFN’s son potencialmente
perjudiciales para el desarrollo, los datos sobre toxicidad para
la reproduccion y el desarrollo siguen siendo deficientes.
Todavia se necesitan estudios sobre la influencia de GFNs en
la reproduccién y el desarrollo masculino y femenino para
dilucidar el mecanismo de toxicidad subyacente.

Influencia de hemocompatibilidad

La liberacién de GO en la sangre es ineludible. Se descubrié
que la hemocompatibilidad de GO es dependiente del
revestimiento funcional y de las condiciones de exposicion.
GO con tamaio submicrénico resulté mayor actividad
hemolitica, mientras que el grafeno agregado indujo
reaccion hemolitica mas baja. Grafeno pristino y GO
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demostraron efecto hemolitico de hasta 75 pg/ml [104]. La
polietilenomina GO (GO-PEI) mostré una toxicidad notable al
unirse a la HSA, incluso a 1,6 pg/ml [105]. El éxido de grafeno
carboxilado (GO-COOH) mostro una citotoxicidad
significativa hacia los linfocitos T a concentraciones superiores
a 50 pg/ml y tuvo buena biocompatibilidad por debajo de 25
pg/ ml, mientras que el GO-quitosano casi inhibi6 la actividad
hemolitica [106]. Hasta ahora, el riesgo correspondiente de
hemocompatibilidad ha sido en gran medida desconocido.

Concluyendo, la lesion pulmonar inducida por GFNs se
ha estudiado en varias investigaciones, cuyos resultados han
demostrado infiltracion de células inflamatorias, edema
pulmonar y formacién de granuloma en los pulmones. Sin
embargo, solo unos pocos estudios especificos han evaluado
en otros organos, como el higado, el bazo y los rifiones, y los
sintomas de lesion, el indice de dafo y el nivel de dafio a
estos Organos internos no se investigaron a fondo. Ademas,
estudios sobre la neurotoxicidad de GFNs son bastante
raros; no hay datos revelando qué nervios o areas cerebrales
experimentan danos, ni se han estudiado las manifestaciones
conductuales relacionadas. La toxicidad de GFNs en el
desarrollo puede inducir anomalias estructurales, retraso del
crecimiento, anomalias conductuales y funcionales, e
incluso muerte. Un estudio sobre la toxicidad de GFNs en la
reproduccion y en el desarrollo sera extremadamente
significativo y recibird una amplia atencién en el futuro.
Casi todos los estudios de toxicidad de GFNs fueron
experimentos de corto periodo, y ningun estudio ha
investigado lesiones toxicas cronicas a largo plazo. Sin
embargo, segun estudios de toxicidad de otros
nanomateriales, la exposicion a GFNs a largo plazo puede
ser un factor importante que dafie la salud [107-109]. Por lo
tanto, es necesario realizar estudios a largo plazo de GFNGs.

Toxicidad de GFNs en modelos celulares

Se ha verificado la citotoxicidad de GFNs in vitro en varias
células para cambiar la viabilidad y la morfologia celular,
destruir la integridad de membrana e inducir dafios en el ADN
[110-112]. GO o rGO disminuyen adhesion celular; inducen
apoptosis celular; y entran en lisosomas, mitocondrias, nticleos
celulares y endoplasma [113]. Los GQDs entraron en las
células e indujeron dafios en el ADN por el aumento de la
expresion de las proteinas p53, Rad 51 y OGG1 en las células
NIH-3 T3 [87]. Sin embargo, GQDs no plantearon una
toxicidad significativa para las lineas celulares de cancer de
mama humano (a una dosis de 50 pg/ml) o para las células
madre neurales humanas (a una dosis de 250 pg/ml) [114, 115].
Los derivados de GO disminuyeron drasticamente la expresion
de genes diferenciales que son responsables por la estructura y
funcién de membrana celular, como la regulacion del
citoesqueleto de actina, la adhesion focal y la endocitosis [89].
En las células del feocromocitoma de ratas (células PC12), el
grafeno y el rGO causaron efectos citotdxicos y lesiones
mitocondriales, como la liberacién de lactato deshidrogenasa
(LDH), un aumento en



la activacion de la caspasa-3 y la generacién 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 observ¢ citotoxicidad de GO en
fibroblastos humanos y células epiteliales pulmonares a
concentraciones superiores a 20 ug/ml después de 24 h, pero se
encontr6 toxicidad minima en las células A549 a concentraciones
superiores a 50 pug/ml [119]. Las respuestas biologicas inducidas
por GO como ROS, malondialdehido (MDA) y LDH
aumentaron, mientras que la superdxido dismutasa (SOD)
disminuy6 dependiendo de la dosis en las células HeLa [120]. Sin
embargo, baliza molecular GO (GO-MB) mostré una baja
citotoxicidad incluso a 20 pg/ml en las células HeLa [121]. GO
disminuy¢ la viabilidad de las células A549, mientras que la
misma concentracion y tiempo de exposicion aumento la
viabilidad celular de las células del carcinoma colorrectal de
CaCo2 [122]. Otro estudio informé que GO mejord
drasticamente la diferenciacion de SH-SY5Y, acompanada de un
aumento de la longitud de neuritas y la expresion del marcador
neuronal MAP2 a bajas concentraciones, pero que GO suprimio
la viabilidad de las células SH-SY5Y a dosis altas (=80 mg/ml)
[123]. Los recubrimientos funcionalizados en GO, como GO-
PEG [124] y GO-quitosano [125], pueden atenuar
profundamente la citotoxicidad de las particulas al inhibir las
interacciones entre las células.

La toxicidad de los GFNs in vitro se resume en la tabla 2.
Los datos sobre la citotoxicidad de los nanomateriales de
grafeno son contrastantes, y diferentes caracteristicas
influyen en los resultados. Los mecanismos y los factores de
influencia de la toxicidad deben dilucidarse en detalle.

Origenes de la toxicidad de GFNs

Segun se informa, las caracteristicas del grafeno, incluida su
concentracion, dimension lateral, estructura superficial, grupos
funcionales, pureza y corona proteica, influyen fuertemente en
su toxicidad en sistemas bioldgicos [2, 7, 104, 126-129].

Concentracion

Numerosos resultados han demostrado que los materiales de
grafeno causan toxicidad dependiente de la dosis en animales
y en células, como lesiones hepaticas y renales, formacién de
granulomas pulmonares, disminucion de la viabilidad celular
y apoptosis celular [130-134]. En estudios in vivo, GO no
mostré toxicidad evidente en ratones expuestos a una dosis
baja (0,1 mg) y media (0,25 mg), pero indujo toxicidad
cronica a una dosis alta (0,4 mg). El alto contenido de GO se
depositd principalmente en los pulmones, higado, bazo y
rifiones y fue dificil de ser excretado por los riflones después
de una sola inyeccion en la vena trasera [135]. Curiosamente,
el aumento de la dosis resulté en una disminucién dramatica
de la captacion hepatica, pero un aumento en la captacion
pulmonar de s-GO por inyeccién intravenosa [31], porque la
alta dosis de GO potencialmente superd la saturacion de
absorcion o agotd la masa de opsoninas plasmaticas, lo que en
consecuencia suprimio la absorcion hepatica.
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Ademads, un estudio in vitro informé que 20 pg/ml de nanohojas
GO no mostraban citotoxicidad en A549 dentro de 2 h de
incubacién, pero a una concentracion mds alta (85 pg/ml)
disminuyd la viabilidad celular al 50 % dentro de 24 h [136, 137].
Li et al. también demostraron que GO no tenia citotoxicidad
obvia a bajas concentraciones durante 96 h en una linea celular
SH-SY5Y de neuroblastoma humano, pero la viabilidad de las
células disminuyd bruscamente al 20 % después del tratamiento
con 100 mg/ml de GO durante 96 h de incubacion [123]. Los
resultados en células HeLa, células NIH-3 T3 y células de cancer
de mama (SKBR3, MCF?7) tratadas con nanocintas de grafeno
también mostraron una disminucién de la viabilidad celular
dependiente de la dosis (10-400 mg/ml) y del tiempo (12-48 h)
[138]. Aumentando las concentraciones GO entrd en los
lisosomas, las mitocondrias, el endoplasma y el nicleo celular
[119]. Varios datos indicaron que rGO causava muerte celular
mediada por apoptosis a una dosis mas baja y en un momento
temprano, pero que necrosis fue prevalente con el aumento del
tiempo/dosis [110, 135].

Dimension lateral

Nanoparticulas con tamafios <100 nm pueden entrar en la
célula, <40 nm pueden entrar en el nicleo y menos de <35
nm pueden cruzar la barrera hematoencefdlica [85]. Un
estudio mostré que GO (588, 556, 148 nm) no entro en las
células A549 y no tenia citotoxicidad obvia [112]. Cuando el
didmetro del grafeno esta entre 100 ~ 500 nm, el de tamafio
mas pequefo puede causar la toxicidad mas grave, y cuando
el didmetro es inferior a 40 nm, los tamafios mas pequefios
pueden ser los mas seguros. Por ejemplo, rGO con un
didametro de 11 + 4 nm podria entrar en el nicleo de los
hMSC y causar aberraciones cromosdmicas y fragmentacion
del ADN a concentraciones muy bajas de 0,1 y 1,0 mg/ml en 1
h. Sin embargo, las laminas rGO con didmetros de 3,8 + 0,4
nm no mostraron una 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 (100-500 nm) se acumuld
preferentemente en el higado, mientras que I-GO (1-5 pm)
se localizo principalmente en los pulmones porque 1-GO
formé complejos mas grandes de proteinas-GO que fueron
filtrados por los vasos capilares pulmonares después de la
inyeccion intravenosa [31]. Dados las dimensiones laterales
relativas (205,8 nm, 146,8 nm y 33,78 nm) de las tres
nanohojas GO a la misma concentracion, el GO mas
pequefio experimenta mayor absorcion que el GO mas
grande en las células Hela [139]. La alta absorcién de s-GO
cambi6 el microambiente de las células y, en consecuencia,
indujo mayor pérdida de viabilidad y estrés oxidativo mds
grave entre los tres tamanos de las muestras de GO [119].
Como resultado, un estudio deline6 que GO dependiente del
tamafio induci6 polarizaciéon M1 en macréfagos y respuestas
proinflamatorias in vitro e in vivo. GO mds grande mostrd
una adsorcion mds fuerte en la membrana plasmatica con
menos fagocitosis, provocando interacciones robustas con
las TLR y activando las vias NF-kxB, en comparacion con las
hojas de GO mas pequeiias, que eran



Tabla 2 Toxicidad de GFNs en modelos celulares

Familia del grafeno Propiedades fisicoquimicas y Células Dosis y tiempo de incubacion  Efectos Reference
nanomateriales Funcionalizacién
Grafeno pristino Espesor de 2-3 nm, tamarfio de Macréfagos murino RAW 264.7 5, 10, 20, 40, 80 y 100 mg/ Agotamiento del potencial de membrana mitocondrial, [83]
500-1000 nm ml, 48 horas aumento de ROS, apoptosis desencadenada
Grafeno pristino Espesor de 3-5 nm, tamaio de Células de feocromocitoma de rata 10-100 pg/mL 1-48 h Aumento de liberacién de LDH, niveles de ROS [82]
100-110 nm Células PC12 y activacion de caspasa3, apoptosis inducida
Oxido de grafeno (GO) Cuatro didmetros diferentes Eritrocitos humanos 3,125-200 pg/mL 24 h Actividad hemolitica, generacién de ROS, liberacion [106]
(342—765 nm) Fibroblastos de piel de LDH, disminucion de la viabilidad celular
humana CRL-2522
GO Espesor de 0,9 nm Células A549 epiteliales de 10, 25, 50, 100 y 200 pg/mL Estrés oxidativo dependiente de la dosis, disminucion de [119]
tamafio lateral: s-GO, 160 + 90 nm; pulmc')n humano 24 h viabilidad celular a altas concentraciones
m-GO, 430 + 300 nmy;
1-GO, 780 + 410 nm
GO Espesor de 1 nm, dimensién Fibroblastos de pulmén humano 10-500 pug/mL 2-24 h Estrés oxidativo inducido, citotoxicidad y [148]
lateral de 200-500 nm células HLE genotoxicidad dependientes de concentracion
GO Distribucién por tamaios: 592 + 10,9 nm  Células HeLa 0-80 ug/mL 24 h Liberacién de LDH, aumento de MDA y generacion [120]
en PBS, 1272 + 56,2 nm en FBS de ROS, disminucién de SOD, reduccion de la
viabilidad celular,
GO GO de tamafio mds pequefio: 50-350 nm ~ Célula de macréfago J774A.1 20 ug/mL 1-24 h Induccion de macréfagos M1 dependiente [94]
GO de tamario intermedio: 350-750 nm  Cgélulas THP-1 del tamario,
GO de tamafio més grande: 750-1300 nm 4] ylas HEK293 respuestas proinflamatorias
Células MEL
Células HUT102
GO espesor: < 2 nm, Célula de carcinoma de colon 50-100 pg/mL 18 h Desencadena autofagia, aumenta muerte celular [206]
tamario lateral: 450 nm CT26 de ratén
Oxido de grafeno reducido (rGO) ~ Espesor de 11 + 4 nm tamafio Células madre mesenquimales  0,01-100 pg/mL 1-24 h Fragmentaciones de ADN inducidas y [118]
lateral de 3,8 + 0,4 um humanas (hMSC) aberraciones cromosdmicas
RGO Espesor de 7 nm células de carcinoma de higado  1-200 mg/L 4-72 horas Daiio al ADN dependiente de la dosis, estrés  [31]
tamano lateral de 40 nm humano (células HepG2) oxidativo, citotoxicidad
RGO Tamafio lateral de 100-1500 nm Lineas celulares de glioma 0-100 pg/mL 24 h Reduccion de la proliferacion celular y [238]
U87y U118 viabilidad celular, induce apoptosis
Oxido de grafeno reducido bacterianamente Espesor de 4,23 nm Células MCF-7 20-100 pg/mL 24-72 h Mayor generacion de ROS, liberacion de LDH, [181]
(B-rGO) tamano medio de 3833 nm toxicidad dependiente de la dosis
Nanocintas de ¢xido de grafeno Espesor de 1 nm, hMSCs 0,01, 0,1, 1,0, 10, 100 ug/mL Provocé fragmentaciones de ADN y [239]
reducido (rGONR) longitud de 10 pm, 96 h aberraciones cromosémicas.
ancho de 50-200 nm,
Hojas de 6xido de grafeno reducido Espesores de ~1,2 nm, hMSCs 0,01, 0,1, 1,0, 10, 100 ug/mL Caus dafio leve a la membrana celular y [239]
(rGOSs) tamanos laterales de ~2 pm 96 h citotoxicidad.
Grafeno-dextrano Espesor de 2,8 nm Células HeLa 10, 50, 200 mg/L 24, 48,72 h GO-DEX redujo notablemente la toxicidad celular [91]
(GO-DEX) tamano de 50-100 nm
GNP-COOH Espesor de GNP-COOH: 7359 nm  Células epiteliales bronquiales 10,50 mg/L 24 h Caus6 danos al ADN monocatenario, [240]
GNP-NH2 espesor de GNP-NH2: 945,5 nm humanas (células BEAS-2B) genotoxicidad e hipometilacion
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Tabla 2 Toxicidad de GFNs en modelos celulares (continuacion)

PEG-DSPE (O-GNR-PEG-DSPE))

PEI-GO,
PEG-GO,
LA-PEG-GO

PEG-GQD
FBS-GO

Ancho de 125 a 220 nm, longitudes
entre 500 y 2500 nm

Espesor de 1-2 nm, ancho lateral de
100-500 nm

Tamanos de 3 a 5 nm

Espesor de 4,0 a 18,0 nm

células HeLa
Células NIH-3 T3
Células SKBR3
Células MCF7

Células de fibroblastos de pulm6én humano

Células HeLa y células A549
Células A549

10-400 pg/mL 24-48 h

1, 10, 50, 100 pg/ml 24 h

10-160 ug/mL 24 h
0-200 ug/mL 24 h

Disminucion de la viabilidad celular
dependiente de la dosis y del tiempo

Causo citotoxicidad y genotoxicidad
dependientes de la concentracion

Sin citotoxicidad apreciable
La citotoxicidad de GO se mitig en gran
medida al 10 % de FBS

[138]

[15]

[176]
[166]
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mas bien absorbidas por las células [94]. Para descubrir aun
mds el mecanismo detallado que subyace a estos efectos, se
necesitan mas estudios para ilustrar el mecanismo vital de la
dimension lateral de los materiales de grafeno.

Estructura de superficie

GFNs poseen una quimica superficial muy variada. Por
ejemplo, la superficie de grafeno pristino es hidrofébica, la
superficie de GO es parcialmente hidrofébica con grupos
carboxilos [140-142], y rGO tiene hidrofilicidad intermedia
[143]. Se observé que GFNs alteraban la funcién y la
estructura de las membranas celulares y proteinas,
probablemente por interacciones moleculares
excepcionalmente fuertes con las células [2, 91]. Por ejemplo,
rGO se unid a las membranas celulares, estimulé receptores y
activo vias en la mitocondria, induciendo apoptosis [110, 111,
144]. Evidencia limitada mostré que GO es mds pequefio y
menos toxico que rGO debido a su alto contenido de oxigeno,
bordes mas suaves y propiedades hidrofilas [104, 145, 146].
Debido a los diferentes estados de oxidacion superficial del
GO y rGO, GO que posee una hidrofilia distinta podria ser
internalizado y absorbido por las células HepG2 mas
facilmente. Por el contrario, rGO, con hidrofobicidad
evidente, podria adsorberse y agregarse en superficies
celulares sin (o0 con menor) absorcion [110]. Debido a las
fuertes interacciones de apilamiento m-m, el grafeno tiene alta
capacidad de romper muchos residuos de proteina, en
particular los aromaticos, como la villin headpiece
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(HP), F10, W23 y F35. Las estructuras secundarias y
terciarias de la proteina se encuentran en gran medida en la
superficie del grafeno, lo que interrumpe su estructura y
funcién [41] (Fig. 2). Ademas, GO puede insertar entre los
pares de bases de ADN de doble cadena y perturbar el flujo
de informacién genética a nivel molecular, lo que podria ser
una de las principales causas del efecto mutagénico de GO
[7, 112, 146, 147].

Carga

Varios estudios han destacado la importancia de la carga
superficial en GO debido a su capacidad para afectar al
mecanismo de internalizacion y absorcién por las células
[148-150]. La internalizacion del GO fue insignificante en los
no-fagocitos, lo que probablemente se debi6 a la fuerte
repulsion electrostatica entre el GO cargado negativamente y la
superficie celular [34]. Sin embargo, otros han sugerido que las
nanoparticulas con carga negativa pueden internalizarse en
células no fagociticas uniéndose a los sitios cationicos
disponibles en la superficie celular y ser absorbidas por
receptores carrofieros [110, 146, 150]. Segtn se informa, las
particulas de GO/GS causan cambios morfoldgicos y
significante lisis, lo que conduce a alta hemolisis en los glébulos
rojos (RBC). La perturbacion de la membrana de los globulos
rojos probablemente se atribuye a las fuertes interacciones
electrostaticas entre los grupos de oxigeno cargados negativos
en la superficie de GO/GS y los lipidos de fosfatidilcolina
cargados positivamente en la membrana externa de los globulos
rojos [106].

147 ns

Fig. 2 Una representacion de la trayectoria de HP35 adsorbiendo el grafeno. (a) Snapshots representativos de varios momentos. Las proteinas
se muestran en dibujos con hélices en rojo y bucles en verde, y el grafeno se muestra en hojas. Los residuos aromdticos que forman las
interacciones de apilamiento m-m se muestran en azul, otros en verde. (b) Superficie de contacto de HP35 con el grafeno. (¢) RMSD de HP35,
de su estructura nativa y el nimero de residuos en la hélice a. Aqui, las estructuras secundarias estian determinadas por el programa DSSP. (d)
Distancia entre el grafeno y los residuos aromaticos, incluidos F35, W23, F10, F17 y F06. Para mostrar el proceso de adsorciéon mas claramente,
se trunco y se reescald el eje-x. [41] Derechos de autor (2011), con permiso de Journal of PhysicalChemistry
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Funcionalizacién

Estudios confirmaron que la funcionalizacién con los grupos
PEG [52], poli-L-lisina PEGilada (PLL) [151], poli(e-
caprolactona) [152], alcohol polivinilico [3], Plurénico [153],
amina [98], carboxilo y dextrano [79] disminuye en gran
medida la toxicidad y mejora la biocompatibilidad del grafeno.
Los resultados in vivo revelaron que solo surgi6 una
inflamacidn cronica leve después de la inyeccidn subcutdnea
de hidrogel GO-Plurénico y no se probd ninguna toxicidad
notable a corto plazo después de la inyeccion intravenosa de
GO-DEX [79, 154]. GS PEGilado no indujo toxicidad
apreciable en ratones expuestos a 20 mg/kg durante 3 meses,
segun lo evaluado por bioquimica de la sangre y examenes
histologicos, y mostr6 una retencion relativamente baja en el
RES [52, 155]. El recubrimiento GO con quitosano casi
elimino la actividad hemolitica en la sangre [39]. Ademas, el
revestimiento con PEG alivi6 eficazmente las lesiones agudas
del tejido inducidas por GO; disminuyd la agregaciéon y
retencién de GO en el higado, pulmones y bazo; y promovié la
eliminacién de GO [81], GO-DEX [79] y el 6xido de grafeno

fluorado (FGO) [156].
In vitro, varios ensayos de funcion celular mostraron

pruebas claras de que la funcionalizacion superficial del
grafeno pristino o GO era critica para reducir los fuertes
efectos de toxicidad [91]. PEG-GO, PEI-GO y LA-PEG-GO
danaron las células fibroblasticas pulmonares humanas menos
que GO [148]. PEG-GO no mostro citotoxicidad hacia varios
cultivos celulares, como células de glioblastoma (U87MG),
células de cdncer de mama (MCF-7), células de carcinoma de
ovario humano (OVCAR-3), células de cancer de colon
(HCT-116) y células linfoblastoides (RAJI), a concentraciones
de hasta 100 pg/ml [119, 157, 158]. GQD-PEG mostraron
toxicidad muy baja o nula contra células cancerosas de
pulmén y cuello uterino, incluso a concentraciones muy altas
(200 pg/ml) [159]. Sin embargo, como un material no
biodegradable con un gran potencial de internalizacién
celular, se necesitan mas investigaciones para evaluar los
posibles efectos adversos a largo plazo del grafeno
funcionalizado.

Agregaciones y sedimentacion

Segun se informa, los nanomateriales tienen una propension
a formar agregados en lugar de unidades individuales,
particularmente en condiciones fisioldgicas. Las superficies
GS permitieron menos agregados de globulos rojos en
comparacion con GO, y GS tuvo menor actividad hemolitica
para la formacion de agregaciones mds acuosas. Por el
contrario, la rdpida sedimentacién y formacion de agregados
de GS inhibieron en gran medida la disponibilidad de
nutrientes para las células fibrobldsticas de piel humana que
se cultivaban en el fondo de los pozos [106]. Por lo tanto, las
agregaciones y la sedimentacion de las particulas de grafeno
ejercen efectos variables en diferentes células.

Impurezas
La pureza de nanomateriales es una consideracién importante
porque metales residuales contaminantes pueden ser responsables
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or la toxicidad observada, en lugar del nanomaterial en si, lo
que ha dado lugar a datos contradictorios sobre la
citotoxicidad de los GFNs [35, 160]. GO preparado
tradicionalmente a menudo contiene altos niveles de Mn2+ y
Fe2+, que son altamente mutagénicos para las células. La
liberacion inespecifica de estos iones en el preparado
tradicional de GO podria conducir a niveles inusualmente
altos de citotoxicidad y fracturacion del ADN [39]. En
particular, Peng et al. [161] produjeron GO de alta pureza que
contenia solo 0,025 ppm Mn2+ y 0,13 ppm Fe2+, y Hanene et
al. [162] inventaron un nuevo método para preparar hojas de
GO de una sola capa de alta pureza, buena dispersion acuosa
y estabilidad coloidal. GO producido por estos nuevos
métodos no indujo respuestas citotdxicas significativas (a
dosis de exposicion de hasta 100 pug/ml) in vitro, y no se
observo in vivo respuesta inflamatoria obvia ni formacién de
granuloma (dosis de exposicion de hasta 50 ug/animal). Por
lo tanto, la pureza de GFNs merece atencion y es un paso vital
hacia la determinacion de GFNs involucrados en
bioaplicaciones.

Efecto corona de proteinas

Debido a la alta carga superficial libre, los nanomateriales
pueden formar facilmente "coronas” con proteinas en los
sistemas biologicos [163, 164]. Se sugiere que la proteina corona
afecta la circulacién, distribucién, eliminacién y toxicidad de las
nanoparticulas. Varios articulos informaron que GO forma
coronas de proteina-GO con proteinas plasmaticas adsorbidas
en el suero y estas coronas de proteina-GO desempenan un
papel importante en la decision del destino y comportamiento
biocinético del GO in vivo. Estas coronas de proteina-GO
pueden regular la adhesion del GO a las células endoteliales e
inmunitarias a través de interacciones especificas e inespecificas
[165]. Basicamente, la inmunoglobulina G y las proteinas del
complemento en la proteina corona ayudan a reorganizar las
nanoparticulas en las células inmunitarias, haciendo que las
particulas sean absorbidas por el RES, y el GO recubierto de
IgG fue absorbido por interacciones especificas o inespecificas
con los receptores de la membrana celular [31, 165]. Sin
embargo, otro estudio encontré que GO no podia adherirse
directamente a las células epiteliales de la mucosa en el tracto
intestinal después de que los ratones filiales bebieran una
solucion GO acuosa porque abundantes proteinas en la leche se
habian adsorbido en la superficie del GOy, por lo tanto, habian
inhibido su interaccion directa con las células epiteliales de la
mucosa [53]. Proteina corona mitigé la citotoxicidad de GO
limitando su interaccion fisica con la membrana celular y
reduciendo el daio morfoldgico celular en las células HeLa,
THP-1y A549 [166-168]. El efecto citotéxico se redujo en gran
medida cuando GO fué previamente recubierto con FBS y se
incubé con células; se observo casi 90 % de supervivencia
con GO recubierto por 100 pg/ml de FBS y 100 % de
supervivencia con GO recubierto por FBS de 20 pg/ml. Se
observaron tendencias similares para GO cubierto por BSA
[166, 169]. Coherentemente, suero adicional podria neutralizar
la toxicidad del GO pristino en células J774.A1 a una dosis de 4
pg/ml, lo que



conduce a una disminucion en el numero de células del 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. Esos factores se combinaron para cambiar en gran
medida la toxicidad de GFNs en muchos casos. Estudios
cientificos a menudo necesitan una identificacion clara de
causa y el efecto, y se debe mantener solo un factor a la vez,
para que se pueda determinar el efecto de ese nico factor.
Pero en algunos articulos, se estudiaron al mismo tiempo
varios factores que influyen en la toxicidad de GENs, lo que
llevé a resultados confusos.

Posibles mecanismos de GFNs toxicidad

Aunque algunas propiedades fisicoquimicas y la toxicidad de
GFNs han sido bien estudiados por muchos investigadores,
los mecanismos exactos que subyacen a la toxicidad de GFNs
siguen siendo obscuros. En Fig. 3 se ilustra esquematicamente
los principales mecanismos de citotoxicidad de GFNGs.
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Destruccion fisica

El grafeno es un nanomaterial inico en comparacién con
otras nanoparticulas esféricas o unidimensionales debido a
su estructura bidimensional con carbonos sp2. La
interaccion fisica de las nanoparticulas de grafeno con las
membranas celulares es una de las principales causas de su
citotoxicidad [7, 170, 171]. El grafeno tiene una alta
capacidad para unirse a las estructuras a-helicales de los
péptidos debido a su favorable curvatura superficial [172]. A
una concentracién superior a 75 pg/ml, el grafeno pristino
se adhirié en gran medida a las superficies de las células
RAW 264,7 y dio lugar a un estiramiento andmalo de la
membrana celular [104]. Las fuertes interacciones
hidrofébicas de GFNs con la membrana celular conducieron
a la extension morfoldgica de filopodial F-actina y
disfuncién citoesquelética. Ademas, los bordes afilados de
GNS pueden actuar como "cuchillas”, insertando y cortando
las membranas celulares bacterianas [173]. Ademas, GO
también dafié directamente la membrana externa de
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bacteria E. coli, lo que resulté en la liberacion de
componentes intracelulares [173]. Sin embargo, imdgenes
TEM revelaron que el GO prerecubrimiento con FBS
elimind la destruccion de las membranas celulares [166].

Produccion de ROS que conduce al estrés oxidativo

El estrés oxidativo surge cuando un aumento de los niveles de
ROS abruma la actividad de las enzimas antioxidantes,
incluidas catalasa, SOD, o glutatién peroxidasa (GSH-PX)
[174]. ROS acttian como segundos mensajeros en muchas
cascadas de sefializacién intracelular y provocan danos
macromoleculares en las celulas, como descomposicion de los
lipidos de membrana, fragmentacion del ADN,
desnaturalizacion de proteinas y disfuncion mitocondrial, que
influyen en gran medida en el metabolismo y en la
sefializacidn celular [175-177]. 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 mutagénesis [83, 122]. El
estrés oxidativo tuvo un papel significativo en la lesion
pulmonar aguda inducida por GO [30], y las respuestas
inflamatorias causadas por el estrés oxidativo a menudo
surgieron tras la exposicion a los GFN [133,177, 178]. La
actividad de SOD y GSH-PX disminuy¢ después de exponerse
a GO de manera dependiente del tiempo y dosis [82, 106,
119]. Del mismo modo, estrés oxidativo fue la causa clave de
apoptosis y dafio al ADN después que células del HLF fueron
expuestas a GO [148]. Tanto la proteina quinasa activada por
mitédgenos (MAPK) (JNK, ERK y p38) como las vias de
senalizacion relacionadas con el TGF beta se desencadenaron
por la generaciéon ROS en las células tratadas con grafeno
pristino, acompanada de la activaciéon de Bim y Bax, que son
dos miembros pro-apoptéticos de la familia de proteinas
Bcl-2. Como resultado, se activaron la caspasa-3 y sus
proteinas efectoras, como PARP, y se inicid la apoptosis [83,
179]. Informacion detallada sobre las vias de sefializacién
relacionadas con MAPK, TGF-B- y TNF-a, que inducen
inflamacion, apoptosis y necrosis, se resume en la Fig. 4.

Dafio mitocondrial

Las mitocondrias son centros de produccion de energia
involucrados en diversas vias de sefializacién en las células y
también son un punto clave en la regulacion apoptotica [83].
Después de la exposicion al GO y al carboxil grafeno
(GXYG), la membrana mitocondrial se despolarizo y la
cantidad de mitocondrias disminuy6 en células HepG2
[180]. La exposicion a GFNs dio lugar a un aumento
significativo del consumo de oxigeno mitocondrial acoplado
y no acoplado, a disipacion del potencial de membrana
mitocondrial y a eventual desencadenamiento de apoptosis
mediante la activacion de la via mitocondrial [181]. Por
ejemplo, GO aument? la actividad de los complejos de
transporte de electrones mitocondriales I/ III y el suministro
de electrones a los sitios I/II de la cadena de transporte de
electrones, acelerando la generacién de ROS durante
respiracién mitocondrial en las células MHS [99]. La
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formacion de «OH mediada por GO y el sistema de
transferencia de electrones del citocromo-c/H202 podrian
aumentar el estrés oxidativo y térmico perjudicando el
sistema respiratorio mitocondrial y, finalmente, dando lugar a
una toxicidad dramatica [151]. Ademas, las partes de oxigeno
en GO podrian aceptar electrones de las proteinas redox
celulares, apoyando el ciclo redox del citocromo-c y las
proteinas de transporte de electrones, y los citocromos MtrA,
MtrB y MtrC/ OmcA podrian estar involucrados en la
transferencia de electrones a GO [182]. Por lo tanto, a
excepcion del daio a la membrana plasmatica y la induccién
del estrés oxidativo, GFNs pueden causar apoptosis y/o
necrosis celular al influir directamente en la actividad
mitocondrial celular [183, 184].

Daiio en el ADN

Debido a su pequefio tamario, alta superficie y carga superficial,
GO puede poseer propiedades genotdxicas significativas y
causar graves danos en el ADN, por ejemplo, fragmentacion
cromosomica, roturas de hebras de ADN, mutaciones
puntuales, aductos oxidativos de ADN vy alteraciones [87, 122,
185, 186]. Se observo mutagénesis en ratones después de
inyeccion intravenosa de GO a una dosis de 20 mg/kg en
comparacion con ciclofosfamida (50 mg/kg), un mutageno
clasico [112]. Incluso si GO no puede entrar en el nticleo de una
célula, todavia puede interactuar con el ADN durante la mitosis
cuando la membrana nuclear se descompone, lo que aumenta la
oportunidad de aberraciones en el ADN [87, 147, 187, 188]. La
interaccion de apilamiento 7 entre los anillos de carbono de
grafeno y los pares de bases de ADN hidro6fobo puede hacer que
un segmento de ADN "se levante” o "se ponga" en la superficie
del grafeno con su eje helicoidal perpendicular o paralelo,
respectivamente. Las fuerzas intermoleculares deforman
gravemente los pares de bases finales del ADN, lo que
potencialmente aumenta la genotoxicidad [189]. GO también
puede inducir fragmentacién cromosomica, aductos de ADNy
mutaciones puntuales promoviendo estrés oxidativo o
desencadenando inflamacion a través de la activacion de vias de
sefializacién intracelular como MAPK, TGF-f y NF-«B [110,
112, 146]. El grafeno y el rGO también pueden elevar la
expresion de p53, Rad51 y MOGGL1-1, que reflejan el daio
cromosémico, y disminuir la expresiéon de CDK2 y CDK4
llevando el ciclo celular de la fase G1 a la fase S en varias lineas
celulares [112]. Dafo al ADN no solo puede iniciar el desarrollo
del cancer, sino que también posiblemente amenaza la salud de
la préxima generacion si el potencial mutagénico de la GO
surge en células reproductivas, lo que afecta fertilidad y la salud
de la descendencia [112, 190]

Respuesta inflamatoria

GFNs pueden causar una respuesta inflamatoria significativa
que incluye infiltracion de células inflamatorias, edema
pulmonar y formacién de granuloma a dosis altas a través de
instilacion intratraqueal o administracion intravenosa [30,
49]. Las plaquetas son componentes importantes en la
formacion de coagulos para
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Fig. 4 Diagrama esquemdtico de las vias dependientes de MAPK, TGF-beta y TNF-a implicadas en la toxicidad de GFNs. ROS fueron los
principales factores que activaron las vias de sefializacion MAPK y TGF-beta para conducir a la activacién de Bim y Bax, desencadenando la
cascada de las caspasas y la via JNK. La activacion de la caspasa 3 y RIP1 dio lugar a apoptosis y necrosis finalmente

atacar patdgenos y particulas durante una respuesta
inflamatoria, y GO podria activar directamente a la
formacion de trombos ricos en plaquetas y ocluir vasos
pulmonares después de inyeccion intravenosa [98, 191]. Una
fuerte respuesta inflamatoria fue inducida por inyeccién

subcutdnea con GO durante 21 dias, junto con la secrecién de

citocinas clave, incluidas IL-6, IL-12, TNF-a, MCP-1 e IFN-g
[34, 192]. GFNs pueden desencadenar respuesta inflamatoria
y lesion tisular al liberar citocinas y quimiocinas que
conducen al reclutamiento de monocitos circulantes y
estimulan la secrecion de citocinas Th1/Th2 y quimiocinas
[124, 193]. Ademas, grafeno pristino [193] y rGO [110]
evocan una respuesta inflamatoria al unirse a receptores de
peaje (TLR) y activar la via de sefializaciéon NF-«B en las
células. La cascada de sefalizaciéon NF-kB es desencadenada
por TLR y citocinas proinflamatorias como IL-1 y TNF-a.
Tras la activacién, el NF-xB pasa del citoplasma al nucleo,
facilitando la union del IxB degradante y actuando como
factor de transcripcion para sintetizar a muchas citocinas

proinflamatorias [194]. En la Fig. 5 se muestra un esquema de

la ruta de sefializacion de TLR4 y TLRY activada por GFNs.

Apoptosis

Apoptosis se define como la autodestruccion de una célula
regulada por genes a través de programas complicados [83,
195]. GO y rGO causaron apoptosis e inflamacién en los
pulmones de ratones después de inhalaciéon [99], y GFNs
también tuvieron efectos proapoptoticos en células [111, 113,
124, 196]. Ademas, el grafeno y el GO dafaron fisicamente las
membranas celulares [166], aumentaron la permeabilizacion de
la membrana mitocondrial externa y cambiaron el potencial de
membrana mitocondrial; el aumento del ROS desencadend las
vias de sefializaciéon MAPK y TGF- y activo la caspasa-3 a
través de cascadas apoptdticas dependientes de mitocondrias,
provocando la ejecucion de apoptosis [83, 99]. Del mismo
modo, rGO caus6 apoptosis a una dosis baja y en un momento
temprano, desencadenada por el receptor-de-muerte y la via
mitocondrial candnica [110]. Otro estudio mostré tres vias
diferentes de apoptosis por GFNs: GO condujo apoptosis
dependiente de ROS a través de interaccion directa con los
receptores de proteinas y la posterior activacion de la via de
linfoma en células B-2 (Bcl-2); GO-COOH transmitio una sefal
pasiva de apoptosis al ADN nuclear al unirse a receptores de
proteinas y activar una via independiente de ROS; Sin embargo,
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Fig. 5 Un diagrama esquemdtico explicando las vias de sefializacién de TLR4 y TLR9 responsables por la citotoxicidad inducida por los
GFNs. Los GFNs pueden ser reconocidos por los TLR, activando asi IKK e IkB mediante un mecanismo dependiente de MyD88, lo que
resulta en la liberacion de subunidades NF-«B e inicia translocacién en el nicleo. Por lo tanto, factores proinflamatorios se transcribieron
y segregaron fuera del nucleo, modulando respuestas inmunitarias iniciando autofagia programada, apoptosis y necrosis

GO-PEI dafi6 gravemente las membranas de linfocitos T
para desencadenar la apoptosis [105, 197].

Autofagia

Autofagia es el proceso de autodegradacion de
componentes celulares y recientemente reconocido como
muerte celular no apoptética [198-200]. La activacién de
autofagia requiere la formacién de autofagosomas que
contengan Beclin 1, multiples proteinas relacionadas con la
autofagia (ATG), y cadena ligera de proteinas asociadas a
microtubulos 3 (LC3) y p62 [201]. Autofago-cierta
acumulacion estd asociada con la exposicién a varias
nanoparticulas [202-205], y la autofagia puede eliminar
organismos extracelulares y destruir los organismos en el
citosol [206]. Se ha demostrado que GO y GQD inducen la
acumulacion de autofagosomas y la conversion de LC3-1a
LC3-II; y inhiben la degradacién de la proteina p62 del
sustrato autofagico [207, 208]. Ademds, GO puede
simultdneamente desencadenar respuestas TLR4 y TLR9 en
macrofagos [34, 192] y en células de cancer de colon CT26
[206]. La via de autofagia estd vinculada a la fagocitosis
mediante la senalizacién TLR en macréfagos [206, 209].

Necrosis

Necrosis es una forma alternativa de muerte celular
inducida por respuestas inflamatorias o lesiones celulares.
La exposicion de células a grafeno pristino causa apoptosis
y necrosis a dosis altas (50 mg/ml) [83]. Segun se informa,
escape de LDH y la apertura del poro de transicion de
permeabilidad mitocondrial, inducida por un nivel elevado
de Ca2+ citoplasmatico, llevaron a apoptosis/necrosis [210].
Se revel6 que tratamiento con GO inducia necrosis
macrofagica al activar la sefializacion TLR4 y,
posteriormente, desencadenar parcialmente la produccién
de TNF-a autocrino [93]. GO combinado con CDDP (GO/
CDDP) desencadeno necrosis al disminuir RIP1 y aumentar
las proteinas RIP3, acompanadas con la liberacion del
grupo Bl de alta movilidad (HMGB1) en el citosol desde el
nucleo y fuera de las células CT26 [205, 211, 212].

Cambios epigenéticos

Epigenética implica la metilacion del ADN, la Impresién
gendmica, los efectos maternos, el silenciamiento de genes y
la edicion de ARN [213-215]. La metilacion del ADN, que
es una de las modificaciones epigenéticas mejor estudiadas,
incluye fosforilacion,



ubiquitinacion y ribosilacion de ATP y puede conducir al
remodelado de la cromatina [197, 216, 217]. Un articulo reciente
informé que la exposicion a SL-GO/FL-GO resulté en
hipermetilacion global del ADN a través de regulacion
ascendente de los genes DNMT3B y MBD1; tratamiento con el
GNP causo 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 senalizacion
de dano-apoptosis del ADN al afectar al componente de CEP-1
[218]. En conjunto, estos datos sugieren que GFNs podrian
causar cambios sutiles en la programacion de la expresion génica
modulando los cambios epigenéticos. Sin embargo, estudios de
los cambios epigenéticos inducidos por los GFNs son escasos, y
no se entiende completamente el mecanismo epigenético
causado por la exposicion a GFNs.

Para concluir, muchos estudios han discutido los
mecanismos representativos de la toxicidad de GFNs que
implican cuatro vias de sefalizacion: TLR, TGF-, TNF-a y
MAPK. Estas cuatro vias de sefializacion son correlativas y
intermodulatorias, lo que hace que la respuesta
inflamatoria, la autofagia, la apoptosis y otros mecanismos
sean independientes y, sin embargo, conectados entre si.
Ademas, el estrés oxidativo parece desempenar el papel mas
importante en la activacion de estas vias de sefalizacion. Se
ha informado de que hay intersecciones de apoptosis,
autofagia y necrosis en estudios de toxicidad de otros
nanomateriales, que inhiben o promueven mutuamente en
algunas condiciones. Sin embargo, las vias de sefializacion
de la toxicidad de GFNs investigadas en documentos hasta
la fecha son solo una pequefia parte de una intrincada red, y
deben ser exploradas en detalle en el futuro.

Espacios en los datos y estudios futuros

Actualmente, la literatura es insuficiente para sacar
conclusiones sobre los potenciales peligros de GFNs. Han
comenzado a surgir dos opiniones opuestas: algunos
investigadores sugirieron que los materiales de grafeno son
biocompatibles en una serie de estudios centrados en
aplicaciones biomédicas [119, 154, 162, 219], y otros estudios
informaron de respuestas bioldgicas adversas y citotoxicidad
[32, 118, 135, 138, 192]. Estos resultados inconsistentes
podrian haber sido causados por varios factores, incluidos los
diferentes grupos de investigacion, varios modelos celulares
o animales y las diferentes caracterizaciones fisicoquimicas
de GFNs. Cuando se exploran GFNs 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.

En primer lugar, la caracterizacién fisicoquimica detallada
es imprescindible en futuros estudios de toxicidad de GFNss.
En los experimentos, las descripciones de las caracteristicas
de GFNs deben incluir su tamafo, morfologia, area
superficial, carga, modificaciones superficiales, pureza y
aglomeracion [88, 141, 148, 162]. Debido a que estos
factores fisicoquimicos influyen en gran medida
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n la toxicidad y biocompatibilidad de GFNs, disefios
experimentales deben considerar un solo factor y excluir
otros factores interferentes. También se deben proporcionar
detalles del proceso de fabricacion porque los residuos
oxidativos formados podrian alterar en gran medida la
estructura superficial del grafeno y el GO durante la
funcionalizacidn [151]. Es importante destacar la necesidad
de establecer un tnico método universal en la tecnologia del
grafeno, que permita una mejor comparacion de los datos de
diferentes estudios o laboratorios.

En segundo lugar, diferentes criterios de observacion,
parametros y seleccién de métodos experimentales podrian
inducir grandes variaciones entre laboratorios [220, 221]. Por
ejemplo, los ensayos del MTT siempre no predicen con
exactitud la toxicidad del grafeno porque la reduccion
espontanea da lugar a una sefal de falsos positivos. Por lo
tanto, se deben utilizar evaluaciones alternativas apropiadas,
como el reactivo salino de tetrazolio soluble en agua (WST-8),
el ensayo ROS y la prueba de exclusion azul de tripano [106,
222]. Ademas, el ensayo de cometas a menudo muestra niveles
mas altos de dafio en el ADN que el ensayo de microntcleos
porque el primero mide la lesién reparable y el segundo mide
el dafo genético que queda después de la division celular [159,
223]. Por lo tanto, se requiere precaucion al elegir el ensayo
mas adecuado para evaluar la toxicidad de los materiales de
grafeno y evitar resultados falsos positivos.

En tercer lugar, la seleccién de lineas celulares es de vital
importancia porque las lineas celulares cancerosas tienden a ser
sensibles o resistentes dependiendo de sus antecedentes
genéticos. Las mismas nanoparticulas de grafeno pueden causar
diferentes reacciones dependiendo de diversos origenes
celulares. Se deben utilizar lineas celulares adecuadas con buena
estabilidad 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 el cultivo
de células primarias es extremadamente raro en los
experimentos con GFNs hasta la fecha [210, 229]. Se deben
realizar varios experimentos celulares combinados con células
primarias para evaluar exhaustivamente las propiedades
fisicoquimicas y la toxicidad de los GFNs.

En cuarto lugar, la via de administraciéon de GFNs
desempena un papel muy importante en los estudios de
toxicidad, y diferentes métodos de administracion daran lugar
a diferentes reacciones toxicoldgicas [32, 53]. Por lo tanto, la
ruta y el periodo de exposicion deben elegirse cuidadosamente
de acuerdo con el objetivo del estudio. La administracion de
farmacos nasales se utiliza a menudo para estudiar la
neurotoxidad de los nanomateriales [230, 231], pero este
método de administracion rara vez se ha aplicado en las
pruebas de toxicidad de los GFNs. Estudios toxicoldgicos de
GFNis en el sistema nervioso son raros, y el mecanismo no estd
claro y debe estudiarse mas a fondo en el futuro. Recientes
estudios toxicocinéticos que involucran la absorcién,
distribucién, metabolismo, acumulacién y excrecién de GFNs
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 GFNs
que pasan a través de las barreras fisiologicas y la cantidad de
acumulacion o el periodo de excrecién de GFNs en los tejidos.
Ademas, dado el aumento de la exposicion de los seres
humanos a GFNs, la evaluacion de la toxicidad sistémica en el
cuerpo humano es indispensable en futuros estudios.

En quinto lugar, otra cuestiéon importante que requiere
atencion es el destino a largo plazo de GFNs después de entrar
en el cuerpo o ser absorbidos por las células. Los estudios mas
recientes han consistido en evaluaciones de toxicidad a corto
plazo [89, 232], y las lesiones tdxicas a largo plazo no han
recibido mucha atencion desde la aplicacion generalizada de
GFNs en 2008. Ademas, la superficie de grafeno
funcionalizada puede mejorar su biocompatibilidad, pero se
debe considerar la estabilidad a largo plazo de los
recubrimientos superficiales [233]. Si los recubrimientos
superficiales se descomponieran, su toxicidad podria ser
significativamente diferente de los resultados de exposicion a
corto plazo. Se necesitan estudios ampliados para determinar
si los tiempos de tratamiento mas largos influyen en el
potencial nanotoxico de GFNGs.

En sexto lugar, es necesario descubrir y dilucidar vias de
sefalizacién mas especificas en el mecanismo de toxicidad de
GFNs. Actualmente, se han ilustrado y aceptado ampliamente
varios mecanismos de toxicidad tipicos de GFNs, como estrés
oxidativo, apoptosis y autofagia. Sin embargo, estos
mecanismos solo se han descrito en términos generales, y es
necesario investigar en detalle las vias de sefializacion
especificas de estos mecanismos. Las vias de sefializacion
implicadas en la toxicidad de otros nanomateriales también
pueden ser relevantes en el estudio de GFNs. Por lo tanto, se
deben detectar mas vias de senalizacion en futuras
investigaciones. Por ejemplo, se ha considerado en numerosos
estudios de nanomateriales la nanoepigenética, lo que
también es util para evaluar la toxicidad limitada y los efectos
secundarios de GFNs. En recientes estudios se han
demostrado que GFNs podrian causar cambios epigenéticos y
gendmicos que podrian estimular la toxicidad fisica y la
carcinogenicidad [234]. GFNs tienen dreas de superficie
elevadas, superficies continuas lisas y biopersistencia,
similares a las propiedades de los implantes tumorigenos de
estado solido. Se desconoce si GFNs tienen el potencial de
inducir sarcomas de cuerpos extraios y, por lo tanto, se deben
realizar estudios definitivos de las potencialidades tumorales o
los riesgos del grafeno lo antes posible.

Conclusiones

En los ultimos afios, se han utilizado GFNs ampliamente en
variada gama de campos tecnoldgicos y biomédicos. Actualmente,
la mayoria de los experimentos se han centrado en la toxidad de
GFNss en los pulmones y higado. Por lo tanto, los estudios de
lesion cerebral o neurotoxicidad merecen mas atenciéon
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en el futuro. Muchos experimentos han demostrado que
GFNss tienen efectos secundarios toxicos en muchas
aplicaciones biolodgicas, pero se necesita urgentemente un
estudio en profundidad de los mecanismos de toxicidad.
Ademds, los resultados contrastantes con respecto a la
toxicidad de GFNs deben abordarse mediante métodos
experimentales eficaces y estudios sistemdticos. Esta revision
proporciona una vision general de la toxicidad de GFNs
resumiendo toxicocinética, mecanismos de toxicidad y
factores de influencia, y tiene como objetivo proporcionar
informacién para facilitar una investigacién exhaustiva sobre
hemocompatibilidad in vitro e in vivo y biocompatibilidad de
GEFNss en el futuro. Esta revision ayudard a abordar los
problemas de seguridad antes de las aplicaciones clinicas y
terapéuticas de GFNs, que serdn importantes para un mayor
desarrollo de GFNs en aplicaciones bioldgicas.

Abreviaturas

AM: Macrofagos alveolares; BBB: barrera hematoencefalica; BEB: Barreras sangre-
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RES: Sistema reticuloendotelial; rGO: Oxido de grafeno reducido; ROS: Especies
reactivas de oxigeno; SOD: Superéxido dismutasa; TLR: Receptor similar al peaje
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Un resumen del articulo Toxicidad
de las nanoparticulas de la familia del
grafeno: una revision general de los
origenes y mecanismos.

El grafeno se descubrié en 2004. Aislado de los cristales de grafito, estd formado por
hojas de un 4tomo de grosor cada una. El 6xido de grafeno es uno de los diversos
derivados del grafeno y sus caracteristicas Unicas han hecho que se utilice en
diversos campos, incluyendo aplicaciones biomédicas como la administracion de farmacos.
Los datos sobre su toxicidad se basan en una combinacion limitada de estudios en
animales e in vitro, en los que se han administrado varios derivados del grafeno de
diferentes maneras. Esto es importante, ya que el tipo de grafeno y la forma en que
entra en el cuerpo -por ejemplo, a través de la inhalacién o la inyeccion subcutanea-
influye en el lugar donde acaba en el cuerpo y en su grado de toxicidad. Se necesita mas
investigacion para comprender el impacto del o6xido de grafeno administrado

por via subcutanea, como ocurre con las vacunas de ARNm Covid-19.

¢ Qué hace que el grafeno sea téxico?
El grado de toxicidad depende de sus caracteristicas, desde el tamano del material hasta su
concentracioén, estructura superficial y carga.

e Dosis: las concentraciones mas altas de GO tienden a causar mas danos: en un estudio,
una dosis alta causé toxicidad crénica, con depésitos de GO en los pulmones, el higado,
el bazo y los rifones.

e Tamano: el lugar en el que los nanoparticulas de grafeno acaban en el cuerpo y el
impacto que tienen depende de su tamano. Es necesario investigar mas sobre este
tema.

e Estructura de la superficie: Los NGF en general pueden alterar la funcién y la estructura
de las membranas celulares y las proteinas. El OG puede insertarse entre los pares de
bases del ADN de doble cadenay perturbar la informacion genética.

e Carga: la carga de la superficie del OG puede hacer que sea absorbido por las células.
Se dice que puede alterar la estructura celular y causar una amplia destruccién de los
glébulos rojos.

e Modificaciéon de la superficie: los estudios concluyen que la alteracién de la superficie
de los NGF mediante sustancias como el PEG (un proceso denominado
funcionalizacion) disminuye en gran medida la toxicidad. Sin embargo, dado su elevado
potencial de absorcion por parte de las células, se necesitan mas estudios para evaluar
los posibles efectos a largo plazo.

e Impuros: el GO preparado tradicionalmente contiene altos niveles de Mn2+y Fe2+, lo
que podria provocar niveles inusualmente altos de toxicidad celular y fractura del ADN.

e Efecto corona de proteinas: la elevada carga superficial libre del grafeno puede hacer
que forme "coronas" con las proteinas del cuerpo. Varios articulos informan de que el
OG forma dichas coronas y éstas pueden regular la adhesion del OG a ciertas células e
incluso mitigar su toxicidad para las células.



¢Qué efectos tiene en el organismo?
Una vez mas, faltan estudios al respecto, pero esto es lo que han demostrado los datos
hasta ahora:

Los nanomateriales de grafeno (NGF) pueden penetrar las barreras naturales del cuerpo
Gracias a su pequeno tamano, los nanomateriales de grafeno -incluido el éxido de grafeno
(OG)- pueden atravesar las barreras de proteccion existentes en el organismo e
introducirse en el cerebro, la placenta y, potencialmente, los testiculos. En lo que respecta
a la placenta, algunos estudios han descubierto que ésta no impide la transferencia de
nanoparticulas al feto, lo que tiene un impacto significativo en el desarrollo del mismo.

El 6xido de grafeno puede danar los érganos internos

El 6xido de grafeno puede causar una inflamacién aguda y lesiones en los érganos vitales.
En los pulmones, se ha descubierto que causa inflamacién, edema pulmonar y la
formacion de granulomas. Se ha investigado muy poco sobre la toxicidad de los NGF en
otros 6rganos como el higado, el bazo y los rifiones.

Las NGF pueden daiar el sistema nervioso central

Los nanomateriales de grafeno se utilizan cada vez mas en neurocirugia, y los estudios se
han centrado principalmente en sus aplicaciones mas que en su toxicidad. Sin embargo,
los estudios muestran que estos materiales pueden disminuir el nivel de acido
ribonucleico y su tasa de sintesis, lo que perjudica el desarrollo de los tejidos cerebrales.
Se estan realizando mas estudios sobre su toxicidad.

El OG dana el sistema de reproduccion y desarrollo

Los estudios en animales muestran que el OG y el OG reducido (rGO) dafian a los
embriones. Un estudio en ratones descubrié que todas las hembras prefiadas a las que se
les inyectd rGO sufrieron abortos, independientemente de la dosis. La mayoria de los
ratones a los que se les administré una dosis alta murieron, y sus crias sufrieron un retraso
en el desarrolo.

El OG destruye la salud de la sangre

Es imposible evitar que el OG entre en la sangre. Su impacto en la sangre depende de su
cobertura, tamano y dosis, pero se ha descubierto que dafa los glébulos rojos y los
linfocitos T.

El OG dana y destruye las células

Los nanomateriales de grafeno en general alteran la viabilidad, la forma, el tamafio y la
estructura de las células. El OG disminuye especificamente la adhesién celular, lo que
puede alterar procesos importantes y provocar enfermedades. También provoca la
apoptosis -una forma de muerte celular programada- y entra en los lisosomas, las
mitocondrias, el nlcleo y el endoplasma de las células. Los derivados del OG disminuyen
drasticamente la expresién de los genes diferenciales responsables de la estructura y la
funcién de la membrana celular.

El OG puede desencadenar el cancer y acelerar el envejecimiento

La interaccion del OG con las células provoca un gran estrés oxidativo que puede
desencadenar la generacién de células cancerigenas y acelerar el envejecimiento.

El estrés oxidativo inducido por el OG se ha relacionado con el dano pulmonar agudo, la
muerte celular y el dafio del ADN.



El OG dana las mitocondrias

Las mitocondrias son los centros energéticos vitales de las células. Los estudios han
revelado que la exposicién al OG puede reducir el nimero de mitocondrias en las células
par culares y perjudicar la actividad mitocondrial de tal manera que genera estrés oxidativo
y provoca la muerte celular.

El OG dana el ADN

El pequefio tamano del OG, su elevada superficie y su carga superficial podrian causar
graves danos en el ADN. Aunque el OG no pueda entrar en el nlcleo de la célula, puede
interactuar con el ADN en el momento del ciclo celular en que se rompe la membrana
nuclear (mitosis). Esto aumenta el potencial de aberracién del ADN. La interaccion entre el
grafeno y los pares de bases del ADN puede deformar gravemente los pares de bases
finales del ADN. EI OG también puede causar mutaciones que podrian conducir al desarrollo
de cancer, y si esas mutaciones se producen en las células reproductoras, podrian afectar a
la fertilidad y amenazar la salud de la siguiente generacién.

El OG desencadena una respuesta inflamatoria y tres tipos diferentes de muerte celular
Los NGF (incluido el OG) pueden provocar respuestas inflamatorias significativas y lesiones
en los tejidos. Se ha descubierto que el OG desencadena la apoptosis y la autofagia, ambas
formas de muerte celular programada, asi como la necrosis, una forma de muerte celular
gue se produce como resultado de una infecciéon o una lesién.

El OG provoca cambios epigenéticos

Los datos sugieren que los NGF, incluido el OG, podrian modular los cambios epigenéticos
gue provocan cambios sutiles en la programacion de la expresién génica. Sin embargo, esto
no se entiende del todo.

La falta de datos

Sencillamente, no hay datos suficientes para comprender plenamente la toxicidad de los
NGF en el organismo. Los estudios recientes se han centrado en el impacto a corto plazo,
pero se sabe poco sobre los efectos a largo plazo. Por ejemplo, aunque el grafeno
funcionalizado parece tener una menor toxicidad, ;qué ocurre si las capas superficiales que
reducen la toxicidad se descomponen con el tiempo? Ademas, se desconoce si los NGF
podrian inducir sarcomas de cuerpo extrano, por lo que se necesitan urgentemente mas
estudios al respecto.
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