
Documento informativo del caso

Delitos

● Homicidio corporativo involuntario
● Homicidio culposo grave

Se requiere una acción inmediata:

Detener el despliegue de los tratamientos experimentales 
conocidos como "vacunas COVID-19 " de forma inmediata a la 
espera del examen forense de la Policía.

Identificación de los Demandados 

● AstraZéneca

● Pfizer

● Moderna

● Servicio Nacional de Salud (NHS)

● Agencia Reguladora de Medicamentos y Productos
Saniatrios (MHRA)

● Copmité Mixto de Vacunación e Inmunización (JCVI)

● El Gobierno de Su Majestad

Declaración de Antecedentes

El Gobierno británico inició a principios de 2021 el despliegue de lo que ahora se denomina "vacunas 
COVID-19. Dichas "vacunas" recibieron una Autorización de Emergencia temporal en virtud de la 
Regulación 174 de la Ley de Regulación de Medicamentos Humanos (2012).
Todos los ensayos de fase 3 de la vacuna COVID-19 están en curso y no concluirán hasta finales de 2022 
o principios de 2023. Los tratamientos son actualmente experimentales, con sólo un año 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 prohíbe la infección de COVID-19 ni la
transmisión de ninguna enfermedad.
Científicos de todo el mundo han informado de hallazgos inusuales al examinar el contenido de los viales
de inyección de COVID-19, en un esfuerzo por determinar qué está causando las muertes, lesiones y
reacciones adversas notificadas.

El 20 de septiembre de 2021, en el instituto patológico de Reutlingen (Alemania), se presentaron los 
resultados de las autopsias de ocho personas fallecidas tras el tratamiento experimental con COVID19. Los 
análisis de tejidos finos fueron realizados por los patólogos Prof. Dr. Arne Burkhardt y Prof. Dr. Walter 
Lang. Los resultados confirman el informe anterior del Prof. Dr. Peter Schirmacher. De los más de 40 
cadáveres a los que realizó la autopsia, que habían muerto en las dos semanas siguientes al tratamiento 
experimental con COVID19, aproximadamente un tercio de esas muertes fueron causadas por el propio 
tratamiento experimental.
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En noviembre de 2020, el Dr. Andreas Noack, químico alemán y uno de los mayores expertos en grafeno 
de la UE, publicó un vídeo en el que explicaba que había descubierto el hidróxido de grafeno contenido en 
los tratamientos experimentales COVID-19. Describió cómo las nanoestructuras de hidróxido de grafeno 
inyectadas en el cuerpo humano actúan como "cuchillas de afeitar" dentro de las venas de los receptores y 
cómo no aparecerían en una autopsia o en las pruebas toxicológicas normales dado su tamaño atómico.

El 26 de noviembre de 2021, apenas unas horas después de publicar su último vídeo sobre el hidróxido 
de grafeno, murió en circunstancias sospechosas.

El professor Dr. Pablo Campra, de la Universidad de Almería (España), también examinó los tratamientos 
experimentales de Covid-19 en noviembre de 2021 utilizando la espectroscopia Micro-Raman, 
el estudio de las frecuencias. Él también confirmó la presencia de grafeno.

Informes de muertes y lesiones posteriores a la vacunación

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

El personal médico del Reino Unido tiene la obligación de notificar cualquier lesión, reacción adversa o 
muerte tras la inyección de estos tratamientos experimentales. La MHRA (Agencia Reguladora de 
Medicamentos y Productos Sanitarios) creó el Sistema de Tarjeta Amarilla con este fin y fomenta la 
notificación de sospechas de efectos secundarios de COVID-19 a medicamentos y vacunas o dispositivos 
médicos e incidentes adversos de diagnóstico 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, así como casi un 
millón y medio de reacciones adversas a los tratamientos experimentales (1.414.293).
En los Estados Unidos, los informes del VAERS (Sistema de Notificación 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 están 
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 daños significativos están aumentando 
a medida que se desarrolla el programa de tratamiento experimental.

Investigación

A raíz de su propia experiencia con pacientes que habían sufrido aparentes lesiones y reacciones adversas 
a la vacuna, una médica británica se presentó en diciembre de 2021 ofreciéndose a colaborar en 
una investigación para determinar si los resultados descubiertos por los doctores Noack y Campra 
podían reproducirse en el Reino Unido y también para examinar los viales de inyección de COVID-19 en 
busca de toxinas o contenidos inesperados.

La doctora se apoderó de un vial de inyección de la nevera de la consulta en la que trabaja y lo entregó a 
un investigador independiente que colabora en la investigación de casos relacionados con 
lesiones sufridas como consecuencia de las inyecciones administradas en el marco de la implantación.

Desde entonces se han obtenido más viales que cubren los tres principales fabricantes del Reino 
Unido: Pfizer, Moderna y AstraZeneca.
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El contenido de los frascos de inyección ha sido examinado forzosamente y se adjunta a este escrito un 
informe de laboratorio. A continuación se presenta un resumen de los resultados.

A continuación se incluye un breve resumen del informe toxicológico, cuyo documento completo se adjunta.

Se espera un artículo científico completo revisado por pares a su debido tiempo.
Tan pronto como tuvimos la confirmación del informe del laboratorio y la toxicología. Ian Clayton se puso 
en contacto con la Policía (detalles) de acuerdo con el deber de atención al público para solicitar el 
cese inmediato del despliegue del tratamiento experimental y para concertar una cita para presentar 
estas pruebas en persona a la Policía.

Cadena de Pruebas

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

2. Vial inyectable recogido en el frigorífico de la consulta del médico de cabecera

3. Entrega del Vial inyectable al equipo de investigación

4. Vial inyectable entregado al laboratorio

5. Vial inyectable examinado forzosamente

6. Vial inyectable retenido para fines de divulgación

Anexos

Se adjuntan los siguientes documentos en respaldo de esta exposición:
● Informe de Laboratorio

● Artículo científico "Toxicidad de nano partículas de la famlia del grafeno: revisión de los orígenes y
mecanismos"

● Resumen de Layman del artículo "Toxicidad de nano partículas de la famlia del grafeno: revisión
de los orígenes y mecanismos"

Resumen del informe del laboratorio

A continuación se resumen los resultados detallados en el informe de calidad garantizada 

adjunto: La espectroscopia RAMAN descubrió las siguientes partículas -

• Grafeno

• Carbono SP3

• Óxido de hierro

• Derivados del carbono
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Resumen del informe toxicológico

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

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

a. puede dañar los órganos internos

b. daña el sistema de reproducción y desarrollo

c. destruye la salud de la sangre

d. daña y destruye las células

e. puede desencadenar el cáncer y acelerar el envejecimiento

f. daña las mitocondrias y el ADN

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

h. provoca cambios en la función de los genes

Presentación a la policia

Con la información que se le ha facilitado hoy hay sospechas más que razonables de que se han cometido 
graves delitos proseguibles.
También hay motivos más que suficientes para que la policía solicite una orden de arresto según el artículo 
8 de la Ley de Pruebas Policiales y Criminales de 1984 y se incaute de los viales de las inyecciones y los 
envíe a un laboratorio del Ministerio del Interior con el fin de replicar nuestros hallazgos.
Una vez reproducidos los exámenes, la Policía dispondrá de sus propias pruebas fehacientes para 
respaldar delitos graves.
El primer y principal deber de la Policía es la protección de la vida. Por lo tanto, corresponde a la Policía 
tomar medidas para detener el despliegue de estos tratamientos experimentales inmediatamente y hasta 
que sus propias investigaciones forenses hayan concluido. Una vez más, hay motivos razonables para 
hacerlo.
A los principales acusados potenciales en este asunto, según la lista anterior, se les impide llevar a cabo 
cualquier investigación por sí mismos. Se trata de un asunto que corresponde únicamente a la Policía.
Ian Clayton es cofundador de un colectivo de personas llamado UKCitizen2021, creado a su vez por un 
pequeño grupo de personas que anteriormente trabajaban en la profesión jurídica. Él es la persona que le 
informa de este asunto y es su punto de contacto en adelante.
Durante su participación en UKCitizen2021, Ian Clayton ha acumulado una gran cantidad de contactos, 
información y acceso directo a diversos expertos en muchos campos. Está más que dispuesto a ayudar y 
orientar a la Policía.
Dado que la Policía tiene el deber de realizar las pruebas forenses necesarias por sí misma, no es 
necesario mencionar los nombres de las personas implicadas en este asunto. Debido al hecho de que el 
Dr. Noack murió en circunstancias sospechosas tras su publicación de un vídeo sobre la presencia de 
hidróxido de grafeno;  las identidades de las personas implicadas en esta investigación forense privada se 
mantienen en secreto por razones de seguridad.
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Ley

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

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

1 El delito

(1) Una organización a la que se aplica este artículo 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 obligación de atención relevante que la organización
debe tener con el fallecido.
(2) Las organizaciones a las que se aplica este artículo son

(a) una corporación;
(b) un departamento u otro organismo enumerado en el anexo 1;
(c) un cuerpo de policía;
(d) una sociedad, o un sindicato o asociación de empresarios, que sea un empleador.

(3) Una organización es culpable de un delito en virtud de esta sección sólo si la forma en que sus
actividades son gestionadas u organizadas por su alta dirección es un elemento sustancial en
la infracción mencionada en la subsección (1).

(4) A los efectos de esta Ley

(a) "deber de diligencia pertinente" tiene el significado que le da el artículo 2, leído con los
artículos 3 a 7;

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

(c) "alta dirección", en relación con una organización, significa las personas que desempeñan 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 gestión u organización efectiva de la totalidad o de una parte 
sustancial de dichas actividades.
(5) El delito previsto en este artículo se denomina

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

(b) homicidio de empresa, en la medida en que sea un delito según la legislación de Escocia.

(6) Una organización culpable de homicidio de empresa o de homicidio de empresa puede ser condenada
a una multa.
(7) El delito de homicidio de empresa sólo es procesable en el Tribunal Superior de Justicia
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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 la página 187, dijo lo siguiente
"En mi opinión, la ley tal y como se establece en estas dos autoridades Bateman (1925) 19 Cr. App. R. 8 y 
Andrews v DPP [1937] AC 576 es satisfactoria ya que proporciona una base adecuada para describir el 
delito de homicidio involuntario. Dado que la decisión en Andrews fue una decisión de la casa de sus 
Señorías, sigue siendo la declaración más autorizada de la ley actual que he podido encontrar y no se ha 
apartado de ella. Sobre esta base, en mi opinión se aplican los principios ordinarios de la negligencia para 
determinar si el demandado ha incumplido o no un deber de cuidado hacia la víctima que ha fallecido. Si 
se establece tal incumplimiento del deber, la siguiente cuestión es si ese incumplimiento del deber causó 
la muerte de la víctima. 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 acusación debe establecer los siguientes elementos: 
a) El acusado tenía un deber de cuidado hacia el fallecido;
b) Mediante un acto u omisión negligente, el acusado incumplió el deber que tenía para con el fallecido;
c) La acción u omisión 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; Más 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
párrafo 18 como sigue:

Podemos resumir la ley en breve. Los ingredientes críticos 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 Cámara de los Lores, así 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 acción u omisión delictiva (véase Adomako [2005] 1 Cr 
App Rep en 369). La Cámara de los Lores estableció los elementos de la GNM en R v Adomako [1995] 1 
AC 171.

Otros Delitos 

De ello se desprende que otros numerosos delitos habrán sido cometidos por otros individuos que no 
pretendo detallar aquí pero que la Policía tendrá en cuenta a su debido tiempo.

Ley de Policía y Pruebas Penales de 1984

Actos públicos generales del Reino Unido 
<https://www.legislation.gov.uk/ukpga>1984 c. 60
<https://www.legislation.gov.uk/ukpga/1984/60/contents> Part II
<https://www.legislation.gov.uk/ukpga/1984/60/part/II>Ley de Policía y Pruebas Penales de 1984 
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Órdenes de búsqueda
Poder del juez de paz para autorizar la entrada y el registro de locales.

(1) Si, a petición de un agente de policía, un juez de paz está 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 sí mismo o junto con otro material) para la investigación 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,

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

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

(a) uno o más conjuntos de locales especificados en la solicitud (en cuyo caso la solicitud es para una
"orden de registro de locales específicos"); 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 párrafo (a) del apartado (1) anterior, existen
motivos razonables para creer que es necesario registrar los locales ocupados o controlados por la
persona en cuestión que no se especifican en la solicitud para encontrar el material mencionado en el
párrafo (b) de dicho apartado; y

(b) que no es razonablemente factible especificar en la solicitud todos los locales que ocupa o controla y
que podrían tener que ser registrados.

(1C) El exhorto puede autorizar la entrada y el registro de los locales en más de una ocasión si, tras la 
solicitud, el juez de paz está convencido de que es necesario autorizar múltiples entradas para lograr el 
objetivo para el que expide el exhorto.

(1D) Si autoriza entradas múltiples, el número de entradas autorizadas puede ser ilimitado o limitado a un 
máximo.

(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 subsección (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 concederá la entrada a los locales a menos que se presente una orden judicial;

(d) que el propósito 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.
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(4) En la presente ley, se entiende por "pruebas pertinentes", en relación con un delito, todo lo que sería
admisible como prueba en un juicio por el delito.
(5) La facultad de emitir una orden judicial conferida por este artículo se suma a cualquier otra facultad
conferida de otro modo.
(6) Este artículo se aplica en relación con un delito relevante, tal y como se define en el artículo 28 de la
Ley de Inmigración de 1971, del mismo modo que se aplica en relación con un delito enjuiciable.
(7) El artículo 4 de la Ley de Jurisdicción Sumaria (Proceso) de 1881 (ejecución del proceso de los
tribunales ingleses en Escocia) se aplicará a una orden dictada a petición de un funcionario de Hacienda
en virtud de este artículo en virtud del artículo 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 artículo 44 (2 y 3) de la Ley de Policía de 1996 establece que el Ministro del Interior puede exigir a los 
jefes de policía de las fuerzas de Inglaterra y Gales que faciliten datos estadísticos.
El HOCR también promueve un enfoque orientado a las víctimas (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 víctima de que se 
ha producido un delito es, en la mayoría de los casos, suficiente para justificar su registro como delito.
El proceso de registro de delitos utilizado por la policía puede dividirse en seis etapas, que se exponen a 
continuación.
1. Notificación y registro de incidentes

Los incidentes notificados a la policía están relacionados con cuestiones como la seguridad y el 
bienestar públicos, 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 policía:

-las víctimas <https://www.justiceinspectorates.gov.uk/hmicfrs/glossary/victims/>, los testigos u otros
terceros pueden informar a un agente de policía, a un PCSO o a un miembro del personal, ya sea en la
calle o en el mostrador de una comisaría;
-las víctimas <https://www.justiceinspectorates.gov.uk/hmicfrs/glossary/victims/>, los testigos u otros
terceros pueden llamar por teléfono a las salas de control de la policía;
-las víctimas <https://www.justiceinspectorates.gov.uk/hmicfrs/glossary/victims/>, los testigos u otros
terceros pueden denunciar un incidente en línea;
-la policía puede descubrir el delito por sí 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 víctimas
<https://www.justiceinspectorates.gov.uk/hmicfrs/glossary/victims/>, testigos o terceros y estén o no
relacionados con un delito, darán lugar al registro de un informe de incidente por parte de la policía".
Continúa especificando que estos deben registrarse en un sistema auditable, lo que en la práctica 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 "código de apertura" al registro de incidentes. Los códigos
de apertura indican la naturaleza del incidente, por ejemplo, si se trata de un accidente de tráfico o de un
robo. Los códigos de apertura son importantes porque permiten a los supervisores ver inmediatamente qué 

tipo de incidentes están abiertos en ese momento y priorizar los recursos en consecuencia.
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2. Decidir si un delito debe ser registrado

Las HOCR exigen:
"Un incidente se registrará como delito (infracción notificable)

1.En el caso de los delitos contra una víctima identificada si, según el balance de probabilidades:
-Las circunstancias denunciadas son constitutivas de un delito tipificado por la ley (la policía lo
determinará, basándose en su conocimiento de la ley y de las normas de cómputo), y -No existen
pruebas creíbles 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 policía a aceptar lo que dice la víctima a menos que haya "pruebas
creíbles de lo contrario", las siguientes razones no son suficientes para justificar que no se registre un
delito
-la víctima se niega a dar detalles personales;
-la víctima no quiere llevar el asunto más allá; o
-la acusación no puede ser probada.

En relación 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>) señala que:
En la mayoría de los casos, la creencia de la víctima (o de la persona que razonablemente se supone que 
actúa en nombre de la víctima) de que se ha producido un delito es suficiente para justificar su registro 
como delito, aunque no será así en todas las circunstancias. Efectivamente, se aboga por un enfoque más 
orientado a la víctima". 
"Una denuncia debe considerarse como hecha, en el primer punto de contacto, es decir, la etapa en la 
que la víctima o una persona que razonablemente se supone que actúa en nombre de la víctima se pone 
en contacto por primera vez con la policía, ya sea por teléfono, etc. o en persona. Si no se puede 
contactar con una presunta o posible víctima o ésta se niega posteriormente a proporcionar más detalles, 
el proceso de toma de decisiones sobre el registro de delitos (CRDMP) debe basarse en toda la 
información disponible sobre el primer contacto".

9



CGC-IDS 



Proyecto CUNIT-2-112Y6580

Evaluación cualitativa de Inclusiones 

en vacunas Covid-19  de

Moderna, AstraZeneca y Pfizer 

Por
UNIT

Página 1 de 48



Global Humanitarian Crisis Prevention and Response Unit

Resumen Ejecutivo

UNIT recibió  el  encargo  de  EbMCsquared  CiC,  en  el  marco del  proyecto  UNITC-112980,  de

investigar  el  contenido  de  cuatro  viales  de  inyección (Moderna  01,  Moderna  02,  AstraZeneca,

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

Este  informe  es  la  presentación  de  los  resultados  iniciales  que  confirman  la  presencia  de

compuestos de grafeno en cada uno de los viales de inyección. Aunque no se ha establecido una

estimación cuantitativa de la concentración 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. Introducción

El siguiente informe es el  resultado de la  cooperación entre  EbMCsquared CiC y UNIT en un

intento de identificar los contenidos no declarados de las vacunas actuales que se administran al

público del Reino Unido y que causan un elevado número de reacciones adversas y muertes.

 1.1. Antecedentes

UNIT  recibió  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, óxido de grafeno, parásitos, filamentos biológicos.

Las cuatro vacunas objeto de esta primera investigación de UNIT pertenecían a Moderna, Pfizer y

AstraZeneca.

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

1.2. Descripción de los Viales

1.2.1. Etiquetaje de Moderna 01

La etiqueta de fabricación tenía la siguiente información en el vial:
COVID-19 Vacuna Moderna. 020mg/mL Dispersión para inyección. Vacuna COVID-19 ARNm 
(modificada con nucleósidos) Dosis de vial multidosis de .5mL. Lote-3004737 Exp. 24/01/2022.
El líquido 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 fabricación tenía la siguiente información en el frasco:
COVID-19 Vacuna Moderna. 020mg/mL Dispersión para inyección. Vacuna COVID-19 ARNm 
(modificada con nucleósidos) 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 líquido 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 fabricación tenía la siguiente información en el vial:
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Vacuna Covid-19 4 ml, Astrazéneca Inyección. Vacuna Covid-19: (ChAd0x1-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 líquido contenido en el frasco de AstraZéneca era transparente a simple vista.

1.2.4. Etiquetado de Pfizer

La etiqueta de fabricación tenía la siguiente información en el vial figura 1.1:

Figure 1.1. Pfizer vaccine vial

Lot-FC9001 Exp. 09/01/2022.

El líquido 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 inclusión sólida en los viales que no hubiera sido

declarada por los fabricantes.

El estudio debía verificar los hallazgos de compuestos relacionados con el grafeno, como el óxido

de grafeno y el hidróxido de grafeno, realizados por Campra (2021), e informar sobre cualquier otra

inclusión biológica que pudiera interpretarse como tóxica para el cuerpo humano.

1.4. Estructura y Esquema del informe. 

Los frascos pasaron por la evaluación del contenido en cuatro sitios de laboratorio diferentes que se

identifican  en  el  ANEXO 1B bajo  requerimiento  y  la  metodología  adoptada  se  presenta  en  el

capítulo dos.
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El informe presenta un análisis  en profundidad de los  resultados  de este  proyecto y está

dividido en cinco capítulos. El capítulo uno es la introducción, el segundo es una descripción

y análisis de los métodos utilizados para la evaluación. El capítulo tres presenta los resultados

del análisis,  el  capítulo cuatro es la  interpretación,  las discusiones y las conclusiones del

estudio.  La  bibliografía  constituye  el  último  capítulo  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. Metodología
2.1. Descripción de los Viales

Los  frascos  sellados  eran  de  vidrio  y  las  vacunas  contenidas  en  ellos  estaban  en  forma

líquida. Las diferentes partes del vial se muestran en la figura 2.1. Cada uno de estos viales se

almacenó  a  4°C  en  las  salas  de  almacenamiento  de  muestras  hasta  que  tuvo  lugar  la

evaluación de su contenido. Cada uno de los cuatro viales se sometió al mismo proceso de

evaluación.

Figura 2-1 Diferentes partes del proceso de sellado del vial. El vial mostrado aquñi 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 preparación de portaobjetos

Etapa 1 – Apertura del vial
La etapa 1 consistió en la apertura del vial mientras se grababa el proceso en la cámara para

la posteridad. Cada uno de los viales estaba sellado con un precinto de plástico en la parte

superior (figura 2.1). Este precinto debía romperse para poder acceder a la tapa de goma del

vial de inyección. La tapa de goma se mantenía en su sitio con un anillo metálico.

Había dos opciones para acceder a los líquidos desde el interior de los viales. Una de ellas era

utilizar una jeringa de inyección y extraer la cantidad de líquido necesaria.  Sin embargo,

sabiendo que el objetivo del estudio era identificar y notificar cualquier nano partícula de

grafeno  dentro  de  los  viales,  este  método  de  adquisición  de  muestras  no  se  consideró

apropiado. El razonamiento fue que, durante la penetración del vial,  la jeringa arrastraría

cantidades nanoscópicas de material de sellado de goma, que es un producto de carbono, cada

vez que accediera al líquido. Por lo tanto, se adoptó la segunda opción de acceso al material,

es decir, romper el anillo metálico 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 evaluación de los pasos experimentales necesarios

La etapa 2 tenía por objeto simplemente la primera evaluación de la muestra. Como no se

disponía  de  un  estudio  previo  para  determinar  la  química  y  las  propiedades  físicas  del

material,  se utilizó una pequeña submuestra del frasco para evaluarla con un microscopio

polarizador a fin de identificar la composición bruta del material de la vacuna y conocer

brevemente las inclusiones, si es que las había.

Cada uno de los principios activos de la vacuna parecía haber sido conservado en un medio

rico en sacarosa y sal. Las propiedades ópticas y físicas del medio de conservación suponían

un reto para la identificación de las inclusiones reales. Además de tener casi el mismo índice

de refracción que el medio, la naturaleza micro y nanocristalina de las inclusiones esperadas

supuso un impedimento adicional para la tarea de su aislamiento.

Durante la evaluación microscópica en húmedo en los laboratorios en seco, se observó desde

el  principio  que  el  material  más  denso  se  asentaba  en  el  fondo  del  portaobjetos  y  se

impregnaba e incrustaba con la solución del medio, mientras el portaobjetos aún estaba en

proceso  de  examen  en  húmedo.  Además,  la  deposición  de  las  inclusiones  se  produjo  a

diferentes profundidades dentro del medio.

Estas características suponían un grave problema para el objetivo central del estudio, ya que

era imposible aislar los objetos de interés. El medio enmascaraba todas las señales de las

inclusiones  por  impregnación  e  incrustación  de  manera  que  las  inclusiones  quedaban

completamente camufladas en el fondo.

Se intentó anular estos problemas mediante la filtración al vacío. El primer intento de filtrado

al vacío fracasó debido a un fallo del equipo. Esto provocó la pérdida del material de prueba.

Como, en el momento de este experimento, el material con el que se contaba era bastante

limitado, se interrumpió cualquier intento posterior de ambos procesos de filtración al vacío.

(Cabe señalar que, en la continuación de este proyecto, se utilizará la filtración checmica para

aislar  las inclusiones desde el  principio,  ya que el  proyecto actual  ha proporcionado una

visión clara de la química del producto).

Etapa 3- Partición de la muestra para la preparación de un portaobjetos limpio

Esta etapa incluyó la partición de la muestra en dos. Las porciones limpias de la muestra se

guardaron  en  un  vial  de  vidrio  pyrex  que  se  limpió  con  hidrógeno  por  óxido,  baños

clorhídricos y luego se enjuagó con agua destilada. A continuación, los viales se esterilizaron

en la cámara de esterilización antes de transferir la muestra a ellos.
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A continuación, 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 cámara de cristal.

Los  portaobjetos  secos  se  montaron  con  cubreobjetos  de  vidrio  y  se  utilizaron  para  la

evaluación microscópica. Cabe señalar que ninguno de los portaobjetos limpios preparados se

secó completamente, ni siquiera después de varios días.

Etapa 4 - Microscopía óptica y petrológica

Los  portaobjetos  preparados  se  examinaron  con  un  microscopio  de  luz  de  reflexión  y

transmisión para el contenido orgánico y con un microscopio petrológico para el contenido

mineral.

En la etapa de microscopía se prepararon varios portaobjetos de prueba para identificar la

naturaleza típica del contenido.

En  los  portaobjetos  representativos,  se  realizaron  recuentos  a  lo  largo  de  un  transecto

específico. A continuación, se representaron en psimpol para obtener opciones de densidad en

un 0,006 ml típico de muestra. 

Etapa 5 - Muestreo y preparación Raman

Se  obtuvieron  submuestras  de  los  viales  originales  para  la  espectroscopia  Raman.  Se

transfirieron  a  portaobjetos  estándar  utilizando  pipetas  de  vidrio  esterilizadas.  Los

portaobjetos se dejaron secar en cámaras de vidrio dentro de un horno de calefacción con

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

2.3. Espectografía Raman

Como la mayoría de las inclusiones observadas pertenecían categóricamente a compuestos de

carbono, la espectroscopia Raman fue el método elegido para la identificación inicial de las

inclusiones. Todos los espectros Raman se registraron en aire y a temperatura ambiente en

geometría de retrodispersión utilizando el espectrómetro Raman Renishaw in Via. Se utilizó

un láser de iones Ar sintonizable como fuente de excitación de 488 nm. El rayo láser se

enfocó 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 llevó a un diámetro del rayo

láser de aproximadamente 2µm. La resolución espectral era de unos 2cm-1.
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3.Resultados
3.1. Descripción de las Inclusiones
El  análisis  del  contenido  de  los  cuatro  viales  identificó  objetos  que  son  similares.  Para

facilitar  la  nomenclatura y descripciones  relacionadas  por  vacuna,  estas  inclusiones  estan

fotografiadas y definidas a continuación:

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 carbonáceas

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 húmeda y a un bajo aumento. La segunda imagen es la de la misma muestra
cuando está seca e incrustada en la solución a gran aumento.

Esta forma de microinclusión  aparece de color  gris  oscuro en los  portaobjetos  húmedos,

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

láminas. El espectro Raman de estas láminas muestra un enlace carbono-oxígeno con huellas

de  polietilenglicol  añadidas  (figura  3.9).  Se  requiere  un  mayor  alcance  del  Raman  para

comprender mejor la distribución de los defectos y otras características de esta forma.
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3.1.2. Compuesto de Grafeno forma 1 

CG1 aparece en forma doblada translúcida de aproximadamente 10-15micras de ancho. 

La forma es de transparente a translúcida en la luz transmitida y muestra la estructura de la

luz en su interior.

Figura  3.2.  Un  conjunto  de  diferentes  formas  con  algunas  incrustadas  en  la  solución  que  aparecen
translúcidas y las de la parte superior muestran un buen relieve.

El CG1 es isótropo bajo polares cruzados. Los resultados espectroscópicos Raman para esta

forma muestran picos duales dominantes de calcita a 1100 cm-1 y de alguna forma de óxido

de hierro cerca de 500 cm-1 . El espectro más allá de 1300 cm-1 es bastante turbio debido a

la presencia de cierta fluorescencia.

3.1.3. Compuesto de Grafeno forma 2

Estas  formas  son  visiblemente  más  intrincadas  y  dan  una  firma  Raman  bastante

compleja. Los componentes descifrados eran grafeno con óxido de hierro y calcita. Las

formas son bastante distintas en su estructura laminar.

La caracterización 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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3.1.4. Calcita

Figura 3.4. Calcita microcristalina con inclusiones de grafeno.

La calcita microcristalina es otra inclusión presente en las muestras. La forma puede describirse

como grumosa con inclusiones de nanoformas de grafeno. La forma da una señal Raman muy

clara para la Calcita. La calcita también está presente en CG1 y CG2, tal y como se identifica a

través de los espectros Raman.

3.1.5. Nano Formas de Grafeno

Se identificaron  nanoformas  de  grafeno en  todas  las  muestras  evaluadas  (figura  3.5).  Al

disparar  el  Raman  cuando  se  enfocaron  algunos  de  estos  nano  objetos  (en  diferentes

vacunas), se encontró que las señales obtenidas estaban marcadamente enmascaradas por la

fluorescencia.

Por lo tanto, la identificación de las nanoformas de grafeno se llevó a cabo sobre la base de la

correlación  morfológica  microscópica  con  las  formas  en  las  que  la  señal  era  clara  e

indiscutible (figura 3.24).

Las nanoformas de grafeno dominaron los cómputos en todas las muestras. Se encontró que

estaban  presentes  tanto  en  formas  redondeadas  como  en  formas  espiculadas  largas.  Las

formas redondeadas se encontraron casi en su totalidad en asociación con nano partículas.

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 nanoespículas de grafeno eran imposibles de evaluar por Raman, ya que su radio era

sensiblemente menor que la resolución del láser.

Dado el gran número de espículas de grafeno que se observaron en las muestras, se está

llevando a cabo un proyecto independiente centrado en estas espículas, en el que se están

realizando investigaciones  Raman de alta  resolución y FTIR invasivo  para establecer  las

estructuras de estas espículas y obtener una estimación cuantitativa de sus concentraciones.

3.1.6. Formas crsitalizadas de la solución

Las cuatro vacunas tienen una base de azúcar, y en los bordes del cubreobjetos, a medida que

el material se secaba, se cristalizaba en cristales de azúcar 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 azúcar identificadas en un portaobjetos
seco de Moderna. Los cristales muestran colores de interferencia de tercer orden bajo luz polarizada
con una extinción angular en la mayoría de los casos. Los cristales proceden de núcleos distintivos.
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3.2. Moderna 01
3.2.1. Microscopía

Moderna  01  fue  la  primera  muestra  que  se  evaluó.  Al  microscopio  húmedo,  la  muestra

mostraba  varias  formas  filamentosas  (figura  3.7).  Estas  formas  parecían  desprenderse  de

algunos de sus filamentos en forma de pequeñas escamas (figura 3.7).

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

y fueron ópticamente difíciles de distinguir del fondo (figura 3.8).

Figura 3.7. Formas filamentosas observadas bajo microscopía húmeda

En el estado seco, se identificaron varias formas de inclusiones particuladas. El asentamiento

de estas inclusiones tuvo lugar en múltiples niveles dentro del medio solidificado. El material

más ligero se posó y asentó en la parte superior y el más denso se encontró en el fondo del

portaobjetos.

La solución cristalizada parecía ser bastante viscosa, y se solidificó en un grueso patrón de

múltiples capas que es bastante obvio en forma de grandes láminas con perforaciones (figura

3.9). En los bordes del portaobjetos, el material cristalizó en cristales pleocroicos procedentes

de un núcleo semilla (figura 3.6). Las propiedades ópticas de estas estructuras mostraban

colores  de  interferencia  de  tercer  orden  junto  con  la  clara  presencia  de  un  núcleo  de

crecimiento que identificaba claramente que estos cristales estaban formados por la solución

anfitriona que incluye sacarosa.
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Las estructuras en forma de cinta se observaron en dos estados de deposición. Uno, en el que

la estructura parcial de la inclusión 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 parecían

crear una geometría cuadrilátera con una débil señal visual que parecía una cinta plegada

(figura 3.6).

Figura 3.8. Formas de cinta parcialmente incrustadas en el medio. Cristales cuadrados 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 translúcidas similares a una hoja, hasta materiales

oscuros casi opacos similares al carbono amorfo de diferentes tamaños (figura 3.10j,k).
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Figura 3.10. Varias inclusiones encontradas en Moderna 01. 
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3.2.2. Investigación con Espectrografía Raman 

Se examinaron inclusiones representativas del Moderna 01 mediante espectroscopia Raman.

La  investigación  mostró  claramente  que  todas  las  inclusiones  tienen  una  fuerte  señal  de

carbono con composiciones de grafeno confirmadas de algunas formas representativas.
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Figura 3.11. Espectro Raman de inclusiones representativas en Moderna 01.

Las dos señales 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  señal  clara  se  obtuvo  a  partir  de  una  forma

microcristalina de calcita con un fuerte pico distintivo a 1100cm-1. Las formas compuestas

de carbono tenían una señal muy complicada con un claro pico de grafeno a 1600cm-1, pero

otros picos a 1100 cm-1 que hacían la señal bastante difícil de separar. Actualmente se están

realizando más análisis para aislar estas señales e identificar los otros componentes de esta

forma de carbono. Algunas formas de carbono nano amorfo mostraron una clara señal de

grafeno, sin embargo, estas formas también mostraron fluorescencia que enmascaró el pico

de grafeno. Estas mismas formas se identificaron también en otros viales de vacunas, lo que

permitió establecer con seguridad la consistencia de su composición 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 sección.

3.2.3. Recuento 

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 tenía una longitud de 2 cm.

Los recuentos se realizaron tanto a bajo como a alto aumento.

La distribución del recuento está dominada en la baja resolución por el GComposite 01. A

baja resolución, el GComposite 2 está presente en cantidades muy bajas, pero la abundancia

se  invierte  a  mayores  aumentos.  En  general,  los  recuentos  están  dominados  por  los

nanoobjetos de grafeno (figura 3.11).

Cabe señalar 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 confirmación de su composición dentro de las

limitaciones  de  este  proyecto.  Como se  menciona en  el  apartado  3.1.5,  la  investigación

exhaustiva  de  estas  formas  constituye  ahora  el  objeto  de  un  segundo  proyecto  de

investigación mejorado tras este informe.
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3.3. Moderna 02
3.3.1. Microscopía

El material  de muestra de Moderna 2 era transparente sobre el  portaobjetos con material

particular  granulado  en  suspensión.  Al  observar  el  material  del  portaobjetos  bajo  el

microscopio húmedo, se observaron varios trozos flotantes de objetos similares a láminas

transparentes (figura 3.12). El material más pesado se hundía por tracción de sedimento y

saltaba  por  el  portaobjetos  mientras  el  medio  se  evaporaba  bajo  la  luz  de  la  lámpara

microscópica.

Figura 3.13. Hojas flotantes de material translúcido en una muestra humeda observadas con microscopio
óptico. (b) El material detrítico asentado en el fondo de la placa. Las sombras del material flotante más
claro pueden verse como figuras oscuras y nebulosas.

En las regiones en las que la columna de solución tenía un grosor considerable, se observaron

burbujas que fluían con la corriente subterránea de convección hacia el borde de la extensión

del material. La ubicación de estas partículas era claramente llamativa, incluso con el menor

aumento.Los gráficos obtenidos al seguir el movimiento de estas partículas eran típicos de los

sistemas de autoensamblaje  compuestos  por  partículas  que se unen bajo la  influencia  de

diversas fuerzas intermoleculares (figura 3.14).

Aquí se interpreta a la luz del conocimiento, que estas partículas llevan la carga de ARN-m

requerida y bajo las condiciones designadas, exhiben las características de auto-ensamblaje

utilizando  una  combinación  de  interacciones  intermoleculares  no  covalentes  tales  como

efectos electrostáticos, hidrofóbicos, Van der Waals y pi (figura 3.15).

Los procesos de autoensamblaje parecen estar impulsados por un entorno competitivo que

cambia constantemente y que está impulsado por los cursores cinemáticos y termodinámicos

siguiendo un modelo típico de LaMer.  La siembra del proceso parece estar en torno a la

forma de ácido nucleico de las moléculas y los nano objetos de grafeno. Según Kulkarni et al.

(2018), el crecimiento de la partícula depende de la neutralización del pH y de la migración

del lípido neutral no unido ionizable hacia el núcleo de la PNL, independientemente de la

carga útil (ARNm, ADN minicircular o ADNp).
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Estas partículas se observaron omniprentes a través de las preparaciones de la muestra y cada

una de estas estructuras comenzó con la formación de una pequeña partícula como semilla a

la  que  las  circundantes  se  agregaron,  sobre  la  base  de  las  interacciones  hidrofóbicas.

Lo que parece  evidente  a  través  de la  observación es  que  las  interacciones  hidrofóbicas

parecen  ser  la  fuerza  motriz  dominante  del  crecimiento  de  las  PNL y  las  interacciones

electrostáticas guían la formación de la semilla y la estabilidad del ensamblaje.

Figura  3.14.  Gráfico  de  desplazamiento  de  una  partícula  de  autoensamblaje  característica.  Las
aceleraciones en las direcciones X e Y muestran las típicas formas escalonadas que tipifican los saltos y
movimientos hidrofóbicos/fílicos.

Figura 3.15. Nanopartículas autoensambladas con carga de ARNm.

Al secar la muestra, la solución se asentó en una capa gruesa, que conservaba alguna forma

de humedad. El material  relativamente más denso se asentó en el  fondo, mientras que el

material más ligero se encontraba en la parte superior de la solución solidificada, con una

capa detrítica adicional en el centro del medio.
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La visión general del portaobjetos seco a baja resolución mostraba un medio translúcido con

formas parecidas a fibras y láminas 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 magnificación más alta, en la placa aparecía 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 depósitos visualizados

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

Figura 3.17. Inclusiones representativas en Moderna 2 a magnificación alta. 
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3.3.2. Investigación con Espectrografía Raman 
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Figura 3.18. Espectros Raman de varias inclusiones en Moderna 02. 

Se utilizó  la  espectroscopia  Raman en las  inclusiones  de  Moderna  2 para  identificar  las

principales  representaciones  de  la  muestra  (figura  3.18).  A excepción  de  las  muestras

compuestas de calcita, el resto mostró un espectro muy distorsionado. Los picos de carbono

en torno a 1600 cm-1 y 1350 cm-1 sólo eran vagamente discernibles en los nanoobjetos de

grafeno. Con el fondo fluorescente, era extremadamente difícil 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 señales Raman fiables, para el análisis de estas inclusiones se utilizó una similitud

comparativa en presencia de las químicas conocidas de las otras inclusiones. Estas químicas

se utilizaron para hacer los recuentos que están 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

mostró resultados similares a los de Moderna 01 (figura 3.19). Los compuestos de grafeno 01

tenían una presencia destacada en la resolución más baja y en las resoluciones más altas, los

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

recuentos de densidad de las estructuras microscópicas.

Cabe señalar 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 confirmación de su composición dentro de las
limitaciones  de  este  proyecto.  Como se  menciona en  el  apartado  3.1.5,  la  investigación
exhaustiva  de  estas  formas  constituye  ahora  el  objeto  de  un  segundo  proyecto  de
investigación mejorado tras este informe.

Figura 3.18. Hojas de recuento a baja y alta intensidad a lo largo de dos pistas para Moderna 02. 
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3.4. AstraZéneca
3.4.1. Microscopía

AstraZeneca  fue  la  tercera  vacuna  que  se  evaluó  por  sus  inclusiones.  Se  observaron  al

microscopio  varias  pasadas  de  las  muestras  húmedas.  La  vacuna  AstraZéneca  es  casi

transparente  cuando  se  observa  al  microscopio,  lo  que  facilita  la  detección  de  cualquier

inclusión con colores inherentes.

La observación al microscopio húmedo fue que la solución fresca presentaba un movimiento

instantáneo de material particulado nanoscópico (figura 3.20) que, al observarse de cerca,

pasó de ser impulsado por la corriente de convección a ser bastante aleatorio. A medida que la

solución se secaba, las partículas mostraban un movimiento de tracción.

Figura 3.20. Nanopartículas en movimiento cuando la profundidad de la solución es mayor que la altura
de la partícula. Las partículas se unen para formar partículas más grandes y la influencia dominante en
la dirección del movimiento es a través de las corrientes dentro de la solución.

Al principio, estas partículas  nanoscópicas eran bastante visibles como motas blancas que se

movían en forma de enjambre en la misma dirección general. Con el tiempo, evolucionaron hasta

convertirse  en  gotas  más  grandes  con  vectores  más  aleatorios  siguiendo  los  principios  del

autoensamblaje.

A medida que la solución se secaba, por el calor de la lámpara del microscopio desde la parte

superior,  comenzó  el  proceso  de  sedimentación  con  formas  parecidas  a  láminas  que  se

depositaron en la parte superior del medio que comienza a cristalizar pronto mientras que el

líquido de abajo todavía puede fluir parcialmente. Esta diferencia en el ritmo de cristalización o

solidificación fue claramente discernible a partir de algunas tomas de diapositivas de un vídeo, tal

y como se presenta en la figura 3.21. En la figura, la forma microscópica es claramente visible ya

que se encuentra en la parte superior de la lámina sólida, mientras que las nanopartículas siguen

en movimiento  en  el  fondo,  como puede verse  por la  posición  cambiante de la  sombra.  Un

resultado  claro  de  este  mecanismo  fue  que,  a  medida  que  el  medio  se  solidificaba,  a  las

nanopartículas  les  resultaba  más  difícil  atravesar  el  material  viscoso.  El  núcleo  de  las

nanopartículas estaba sembrado de nanotubos de carbono y nanoobjetos de carbono: formados

por alguna forma de partículas de carbono detríticas. Éstas 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 fácilmente en las secciones microscópicas secas.

+

Figura  3.21.  Columnas  de  convección  laminar  con  la  parte  superior  solidificada  que  da  lugar  a  la
deposición de la partícula escamosa. La flecha señala la posición de la nanopartícula en la columna más
profunda del material más frío.

Incluso, en un portaobjetos húmedo bajo el microscopio, se observaron varias formas de

inclusiones. Éstas se describen en detalle a continuación.

En  AstraZéneca  se  observó  un  movimiento  de  nano  partículas  y  un  proceso  de

autoensamblaje, similar al observado en las vacunas Moderna. También en este caso, las

nanopartículas  se  autoensamblaron  mediante  los  típicos  movimientos  característicos

atribuidos  a  las  fuerzas  interparticulares.  Mientras  la  solución se secaba,  el  material  de

carbono más pesado que se había hundido en el fondo del portaobjetos se desprendió del

núcleo de las nanopartículas y éstas empezaron a presentar movimientos de tracción. La

figura 3.22, muestra los vectores de movimiento relativos de algunos de estos materiales

sólidos. Cuando estas inclusiones se asentaron, se hundieron en los estratos inferiores. Un

examen  posterior  de  alta  resolución  de  los  estratos  inferiores  muestra  un  depósito  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 solución de secado. Cuando la solución se
secó, se comprobó que se habían asentado en el fondo del portaobjetos.

Figura 3.24. Rollos de Grafeno o espículas 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  categoría  descrita  en  la

sección 3.1.  Éstas  incluían  compuestos  de  grafeno de  dos  variaciones,  cintas  de  grafeno

impregnadas con polietilenglicol, nanoobjetos de grafeno que incluían un gran número de

nanorollos y un elevado número 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 identificación Raman.

Página 31 de 48



Global Humanitarian Crisis Prevention and Response Unit

3.4.2. Investigación con Espectrografía 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

característicos en 1600 cm-1 y 1350 cm-1. Además del grafeno, el espectro está dominado

por el óxido de hierro y algunas otras formas de asociaciones de carbono.

Se está trabajando para aislar las señales y ayudar a identificar los compuestos individuales.

Con la excepción de una muestra de compuesto de grafeno, el efecto de la fluorescencia

resultó ser mínimo en las inclusiones seleccionadas por AstraZeneca.

Los compuestos de calcio con carbono también mostraron la misma señal que los presentes

en las dos vacunas de Moderna.

Las inclusiones en los compuestos de calcita contenían nanopartículas de grafeno prístinas.

Estas partículas fueron evaluadas para mostrar una clara señal de grafeno. Aunque los nano

objetos de grafeno estaban presentes en clara asociación con los nanorollos de grafeno, no se

realizaron investigaciones Raman en los rollos debido a la limitación del tamaño del láser y

del aumento del microscopio.
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En futuros estudios sobre AstraZéneca, analizar con Raman los nanorollos debería ser un 

objetivo prioritario para cuantificar la concentración de Grafeno. 

La identificación de las inclusiones ayudó en el proceso de recuento preciso en la siguiente etapa.

Figure 3.25. Hojas de recuento en baja y alta resolución a lo largo de dos pistas cada una para 
AstraZéneca.

3.4.3. Recuento

El  recuento  de  AstraZéneca no  encontró  compuesto  de  grafeno  2  en  las

magnificaciones  más bajas,  aunque están presentes  de manera significativa en

magnificaciones  más  altas.  Queda claro  en  el  gráfico  que  los  nano objetos  de

grafeno dominan el recuento a resoluciones más altas. 

Cabe  señalar  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

confirmación  de  su  composición  dentro  de  las  l imitaciones  de  este  proyecto.

Como  se  menciona  en  el  apartado  3.1.5,  la  investigación  exhaustiva  de  estas

formas  const ituye  ahora  el  objeto  de  un  segundo  proyecto  de  investigación

mejorado tras este informe.      
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3.5. Pfizer
3.5.1. Microscopía

Pfizer fue el cuarto vial de vacuna que se evaluó por sus inclusiones. Se observó que la

vacuna  tenía  el  mismo color  blanquecino  que  Moderna.  Se  transfirieron  0,006 µl  de  la

muestra al portaobjetos para su evaluación en húmedo y se dejó 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 secó el portaobjetos. Al aspirar el material en la pipeta, se observaron

distintas  láminas  entre  translúcidas  y  transparentes  flotando  (figura  3.28).  A partir  de

observaciones  anteriores  en  AstraZéneca  y  Moderna,  se  reconoció  que  se  trataba  del

compuesto de grafeno 1.

Inmediatamente después se observó una sedimentación activa del material más denso en la

curva inferior del cilindro (figura 3.29).

Figura 3.28. Material flotante más ligero. En el fondo, las partículas brillantes doradas son
las futuras nano partículas auto-ensamblantes que encapsularán el ARNm. 

Los dos objetos de interés que se observaron claramente flotando, pero que no se pudieron

localizar una vez que se secó el portaobjetos, fueron: un objeto transparente extremadamente

puntiagudo parecido a una espícula (figura 3.30) y el otro era una fina lámina perforada

translúcida (figura 3.31).

Aunque ambos objetos son de interés para este estudio, la naturaleza de la espícula sigue

siendo vital para identificar en futuros trabajos.

Al verter la solución en un portaobjetos para su observación, la mezcla mostró el mismo

mecanismo de autoensamblaje de nanopartículas que se observó en las vacunas de Moderna

y  AstraZéneca.  Cuando  el  material  se  secó,  las  inclusiones  se  asentaron  a  distintas

profundidades en función de sus densidades relativas.

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

Pfizer. Éstas pertenecen a la misma categoría mencionada en la sección 3.1.
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Figure 3.29. Sedimentación de la carga más pesada en la base curvada de la pipeta y compuesto 1 
transparente flotante.

Figura 3.30. Espícula transparente afilada flotando en el líquido. 
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Figura 3.31. Membrana perforada flotante.

En el portaobjetos se encuentran en buen número formas de cinta de microformas casi 

transparentes. A menudo están medio incrustadas en la solución con un extremo que 

sobresale del material.

Los compuestos de carbono de las formas 1 y 2 también están presentes en gran número. La 

forma 1 se asienta en la parte superior del material, mientras que la forma 2 se encuentra en 

los niveles medios del medio solidificado.

Las nanoformas de grafeno están presentes en buen número en el material del portaobjetos, 

junto con algunos rollos.

Figura 3.32. Inclusiones representativas encontradas en la vacuna Pfizer.
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3.5.2. Investigación con Espectrografía Raman 

Figura 3.33. Espectros Raman de varias incusiones en AstraZéneca.
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La espectrografía Raman se realizó sobre cuatro muestras representativas seleccionadas de 

Pfizer (figura 3.32). Tres de estas muestras reflejaron compuestos de carbono con possible 

grafeno en ellos. 

Las señales de los materiales similares al carbono amorfo eran extremadamente complejas,

con carbono junto con óxido de hierro y otros compuestos.  El complejo de grafeno 1 es

grafeno con señal 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 está asociado todavía 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 más largas para separar la señal

del objeto de interés de la señal del fondo.

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

identificaciones se clasificaron en los recuentos.

3.5.3. Recuento

-

Figure 3.34. Hojas de recuento a baja y alta resolución 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 número relativo de compuestos de carbono 2

es bastante alto en una de las pistas mientras que está completamente ausente en la primera

pista. A magnificaciones más altas el recuento está dominado por el gran número de objetos

de nano grafeno.
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Cabe señalar 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 confirmación de  su  composición  dentro  de  las

limitaciones  de  este  proyecto.  Como se  menciona  en  el  apartado  3.1.5,  la  investigación

exhaustiva  de  estas  formas  constituye  ahora  el  objeto  de  un  segundo  proyecto  de

investigación mejorado tras este informe.
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4. Interpretación, Discusiones y Conclusión

Moderna
Tabla 1Ingredientes Activos

• ARNm Lista de ingredientes declarados
Vehículos 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

 Edetato disódico dihidratado (EDTA)Edetato Disódico dihidratado 
 Agua

Pfizer

Ingredientes Activos

 ARNm
Vehículos

 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 potásico monobásico

 Cloruro de sodio

 Sodio dibásico, 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  composición  de  las  vacunas,  con

especial  atención  al  grafeno  y  los  productos  relacionados,  así  como  cualquier  forma

biológica.

Cabe señalar  que  las  tres  vacunas  tienen ingredientes  químicos  muy  diferentes  según 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 asociación con

polietilenglicol, óxido de grafeno, compuestos de óxido de hierro y calcita. La variación en

las formas de las inclusiones registradas apunta a sus variados fines en el ámbito más amplio

de la administración de fármacos y los campos biosensoriales.

Las formas identificadas en el curso de este proyecto pueden clasificarse en cinco categorías

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 láminas siguen sin estar claras debido a sus

tamaños microscópicos, las formas tubulares junto con los nano puntos y los rollos parecen

tener como objetivo mejorar la aceptación del fármaco por parte de las células.

Las tres vacunas emplean comúnmente las nano partículas lipídicas autoensambladas como

mecanismos de administración de fármacos. Si bien el hallazgo central de este proyecto ha

sido la confirmación 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  capítulo  3,  el  proceso  en  sí  mismo,  depende  principalmente  de  las  interacciones

intermoleculares débiles (Mendes et al. 2013) que, en el caso de las nanopartículas de lípidos

es impulsado y determinado por la cinética y el entorno termodinámico. Sin embargo, según

las observaciones de este estudio, para iniciar la nucleación o siembra de estas partículas en

el primer estado, las nanopartículas de grafeno parecen desempeñar un papel importante. Esta
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interpretación se desprende de la observación de que cada una de las nanopartículas parece

tener un núcleo de grafeno formado por nano partículas que flotan al principio y luego se

mueven  antes  de  asentarse.  Este  proceso  crea  un  defecto  en  el  medio  de  la  solución,

facilitando así la formación de la semilla de nano partículas. Dada la alta concentración de

nanoobjetos de grafeno en las cuatro vacunas, a medida que las nanopartículas se desplazan

por el medio, deben ir incorporando no sólo nanodots de grafeno, sino también nanorollos,

aumentando así su eficacia de unión y su capacidad de carga.

Como ya se sabe, la estructura de la nanopartícula lipídica desempeña un papel crucial en la

determinación de su eficacia para transportar la carga útil de ácido nucleico. Sin embargo, es

la estructura de la carga útil la que define la geometría de las nanopartículas lipídicas (Hajj et

al. 2019, Kulkarni et al. 2018).

Aunque estas estructuras pueden variar en función de la carga útil, las funciones principales

de las nanopartículas lipídicas son las mismas: (1) protección de los ácidos nucleicos frente a

las nucleasas,  (2) liberación controlada de los ácidos nucleicos, (3) selectividad celular y

tisular, (4) alto rendimiento de entrega, (5) mínima toxicidad y (6) estabilidad, especialmente

en el almacenamiento a largo plazo. Estas características necesarias para un vector pueden

mejorarse significativamente mediante el uso de nanotubos de carbono, grafeno y óxido de

grafeno.  Este  proceso se observó en acción,  cuando los experimentos  se  llevaron a  cabo

durante el curso de este estudio y como se informó en detalle en el capítulo 3.

Los nanotubos, tanto los de pared simple como los de pared múltiple, junto con las formas de

grafeno, se están abriendo camino cada vez más en la administración selectiva de fármacos

(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  administración  de

fármacos, los resultados de este proyecto parecen encajar en el marco de referencia de los

intentos de mejorar y adaptar la administración de fármacos.

El  trabajo  realizado hasta  ahora  ha  sido  esencialmente  una  evaluación cualitativa  de  los

contenidos.  Hay  varias  formas  dentro  de  estas  vacunas  que  requieren  una  evaluación  y

determinación cuantitativa. Uno de los principales obstáculos para lograr un buen resultado

cuantitativo  era  la  imposibilidad  de  aislar  la  facción  sólida.  El  método utilizado en  este

proyecto fue el  tradicional de preparación de portaobjetos.  Esperamos que,  si  se realizan

trabajos similares en otras muestras, se adopte el  filtrado al  vacío como mecanismo para

obtener muestras más limpias para la obtención de imágenes Raman y SEM. Página 43 de 48



Global Humanitarian Crisis Prevention and Response Unit

Además, 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
habrían  eliminado  los  efectos  de  la  fluorescencia  mediante  la  emitancia  dirigida  y  el
procesamiento de los datos.  A pesar  de ello,  las señales  se  interpretaron utilizando datos
similares de varios catálogos. Es de esperar que se siga trabajando en las investigaciones
espectroscópicas  Raman  para  obtener  espectros  más  limpios  y  aislar  los  espectros
individuales de los especímenes actuales.

En conclusión, 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 óxido de hierro. Estos ingredientes no fueron declarados por los

fabricantes y están ausentes de la lista de ingredientes de las vacunas.
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R E V I S I Ó N

Toxicidad de nanopartículas de la familia del 
grafeno: una revisión general de los orígenes y 
mecanismos 
Lingling Ou2, Bin Song1, Huimin Liang1, Jia Liu1, Xiaoli Feng1, Bin Deng3, Ting Sun2 and Longquan Shao1*

Introducción

Debido a sus propiedades fisicoquímicas únicas, 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 administración y penetrando 
a través de barreras fisiológicas, siendo posteriormente distribuidos en tejidos o ubicados en células, y finalmente sendo 
excretados del cuerpo. Esta revisión recopila estudios sobre los efectos tóxicos de los GFNs en varios órganos y modelos 
celulares. También señalamos que varios factores determinan la toxicidad de los GFNs, incluyendo el tamaño lateral, la 
estructura de superficie, la funcionalización, la carga, las impurezas, las agregaciones y el efecto corona, etc. Además, varios 
mecanismos subyacentes a la toxicidad de GFN se han revelado, por ejemplo, destrucción física, estrés oxidativo, daño al 
ADN, respuesta inflamatoria, apoptosis, autofagia y necrosis. En estos mecanismos, vias dependientes de los receptores 
(tipo peaje-) TLR-, del factor de crecimiento transformador β- (TGF-β-) y del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) 
están involucrados en la red de señalización, y el estrés oxidativo juega un papel crucial en estas vías. En esta revisión, 
resumimos la información disponible sobre los factores reguladores y los mecanismos de toxicidad de los GFNs, y 
proponemos algunos desafíos y sugerencias para futuras investigaciones de los GFNs, con el objetivo de completar los 
mecanismos toxicológicos y proporcionar sugerencias para mejorar la seguridad biológica de los GFNs y facilitar su amplia 
aplicación.
Palabras clave: Nanomateriales de la familia del grafeno, Toxicidad, Toxicocinética, Mecanismos, Propiedades 
fisicoquímicas, Perspectivas futuras

atrae cada vez más atención por sus posibles aplicaciones 
biomédicas. Los materiales a base de grafeno suelen tener 
tamaños que van desde varios a cientos de nanómetros y 
tienen un grosor de 1-10 nm [8, 9], que también es la 
definición de "nanopículas" o "nanomateriales". Debido a 
sus propiedades físicas y químicas excepcionales, los 
materiales de grafeno se han utilizado ampliamente en 
varios campos, incluido almacenamiento de energía; 
dispositivos nanoelectrónicos; baterías [10-12]; y 
aplicaciones biomédicas, como substancias antibacterianas 
[13, 14], biosensores [15-18], imágenes celulares [19, 20], 
administración de medicamentos [8, 21, 22] e ingeniería de 
[23-25]. Junto con el aumento de la aplicación y 
producción, el riesgo de exposición ocupacional o 
ambiental, no intencional, a los GFNs está aumentando 
[26]. Y recientemente, hay algunas investigaciones sobre la 
exposición a los GFNs en entornos ocupacionales y los 
datos publicados mostraron que 

Marco Teórico
El grafeno, que se aísla del grafito cristalino, es una 
monocapa plana compuesta por láminas bidimensionales 
de un solo átomo de espesor, que se organiza como hojas 
hexagonales dispuestas en red como un panel de abejas 
[1]. Debido a sus características estructurales únicas, 
especificidades de superficie y mecánicas, las funciones y 
aplicaciones del grafeno han ganado considerable atención 
desde el descubrimiento del material en 2004 [2, 3]. El 
grafeno y sus derivados incluyen grafeno en monocapa, 
grafeno de pocas capas (FLG), óxido de grafeno (GO), 
óxido de grafeno reducido (rGO), nanohojas de grafeno 
(GNS) y nanocintas de grafeno, etc. [4-7]. GO es uno de 
los más vitales derivados químicos de grafeno, entre los 
nanomateriales de la familia del grafeno (GFNs), que



la exposición ocupacional a los GFNs tenía potencial tóxico 
para los trabajadores e investigadores [27-29]. Los GFNs se 
pueden administrar en los cuerpos mediante instilación 
intratraqueal [30], administración oral [31], inyección 
intravenosa [32], inyección intraperitoneal [33] e inyección 
subcutánea [34]. Los GFNs pueden inducir lesiones agudas 
y crónicas en los tejidos penetrando a través de la barrera 
sangre-aire, barrera sangre-testículos, barrera 
hematoencefálica, barrera sangre-placenta etc., 
acumulándose en los pulmones, hígado, bazo, etc. Por 
ejemplo, algunos aerosoles de nanomateriales de grafeno 
pueden ser inhalados y depositados sustancialmente en las 
vías respiratorias, y pueden penetrar fácilmente a través de 
las vías traqueobronquiales y luego transitar hasta las vías 
respiratorias pulmonares inferiores, lo que resulta en 
formación secundaria de granulomas, fibrosis pulmonar y 
efectos adversos en la salud de personas expuestas. Varias 
revisiones han esbozado las propiedades únicas [35, 36] y 
han resumido las nuevas aplicaciones biológicas y 
potenciales de los GFNs para la administración de fármacos, 
administración de genes, biosensores, ingeniería tisular y 
neurocirugía [37-39]; han evaluado la biocompatibilidad de 
GFNs en células (bacterianas, mamíferos y vegetales) [7, 40, 
41] y en animales (ratones y pez cebra) [42]; han
recopiladoinformación sobre la influencia de GFNs en el
suelo y los entornos acuáticos [43]. Aunque estas revisiones
discutieron los perfiles de seguridad y la nanotoxicología de
GFNs, las conclusiones específicas y los mecanismos
detallados de toxicidad fueron insuficientes, y los
mecanismos de toxicidad no se resumieron por completo.
Los mecanismos toxicológicos de GFNs demostrados en
estudios recientes contienen principalmente respuesta
inflamatoria, daño al ADN, apoptosis, autofagia y necrosis,
etc., y esos mecanismos se pueden recopilar para explorar
más a fondo la compleja red de vías de señalización que
regula la toxicidad de los GFNs. Debe señalarse que hay
varios factores que influyen en gran medida en la toxicidad
de los GFNs, como concentración, dimensión lateral,
estructura de superficie y funcionalización, etc. Por lo tanto,
esta revisión presenta un resumen exhaustivo de la
información 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 toxicológicos para mejorar la
seguridad biológica de GFNs y facilitar su amplia aplicación.

Toxicidad de GFNs (in vivo e in vitro)
Los GFNs penetran a través de las barreras fisiológicas o las 
estructuras celulares por diferentes formas de exposición o 
vías de admisión y entran en el cuerpo o en las células, lo 
que finalmente resulta en toxicidad in vivo e in vitro. Las 
diferentes rutas de administración y vías de entrada, 
diferente distribución y excreción tisular, incluso los 
diversos patrones y ubicaciones de absorción celular, 
pueden determinar el grado de 

toxicidad de GFNs [44-46]. Por lo tanto, puede ser útil 
comprender mejor las leyes de existencia y desarrollo de la 
toxicidad de GFNs.

Vías de Administración
Las vías de administración comunes en los modelos animales 
incluyen la exposición por vías respiratorias (insuflación 
intraranasal, instilación intratraquial e inhalación), 
administración oral, inyección intravenosa, inyección 
intraperitoneal e inyección subcutánea. La principal vía de 
exposición a los GFNs en el entorno de trabajo es la 
exposición por las vías respiratorias, por lo que la inhalación y 
la instilación intratraqueal se utilizan principalmente en 
ratones para simular la exposición humana a los GFNs. 
Aunque el método de inhalación proporciona una simulación 
más realista de la exposición en la vida real, instilación es un 
método más efectivo y ahorra tiempo, y se encontró que los 
GFNs causan un período de inflamación más largo utilizando 
instilación (instilación intratraquial, instalación intrapleural y 
aspiración faríngea) do que utilizando inhalación [24, 30, 47, 
48]. Los GFNs fueron investigados para depositarse en los 
pulmones y acumularse a un nivel alto, y se retuvo durante 
más de 3 meses en los pulmones con una eliminación lenta 
después de la instilación intratraqueal [49].También se utiliza 
inyección intravenosa ampliamente para evaluar la toxicidad 
de los nanomateriales de grafeno, y el grafeno circula por el 
cuerpo de los ratones en 30 minutos, acumulándose a una 
concentración de trabajo en el hígado y la vejiga [32, 50-52]. 
Sin embargo, los derivados de GO tuvieron una adsorción 
intestinal bastante finita y se excretaron rápidamente en 
ratones adultos mediante administración oral [31, 53]. El GO 
de tamaño nanométrico (350 nm) hizo que menos células 
mononucleares se infiltraran en el tejido adiposo subcutáneo 
después de la inyección subcutánea en la región del cuello en 
comparación con GO del tamaño micrométrico (2 μm) [34]. 
GO se aglomeró cerca del lugar de inyección después de 
inyección intraperitoneal, y numerosos agregados más 
pequeños se asentaron en las proximidades de la serosa 
hepática y del bazo [31, 33]. No se encontraron experimentos 
sobre el contacto o la penetración cutánea de GFNs en los 
documentos revisados aquí, y no hay suficiente evidencia 
disponible para concluir que el grafeno pueda penetrar en 
lesiones cutáneas o piel intacta. La ruta de las gotas nasales, 
que se ha utilizado ampliamente para probar la 
neurotoxicidad o el potencial de lesión cerebral de otros 
nanomateriales, no se
mencionó en los documentos revisados aquí.

Rutas de entrada de GFNs
Los GFNs llegan a varios lugares a través de la circulación 
sanguínea o barreras biológicas después de entrar en el 
cuerpo, lo que resulta en diversos grados de retención en 
diferentes órganos. Debido a su tamaño nanométrico, los 
GFNs pueden llegar a órganos más profundos al pasar a 
través de las barreras fisiológicas normales, como la barrera 
sangre-aire, la barrera sangre-testículos, la barrera 
hematoencefálica y la barrera placentaria.
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Barrera sangre-aire
Los pulmones son una posible entrada de nanopartículas de 
grafeno en el cuerpo humano a través de las vías respiratorias. 
Las nanohojas de GO inhaladas pueden destruir la 
ultraestructura y las propiedades biofísicas de la película del 
tensioactivo pulmonar (PS), que es la primera línea de defensa 
del huésped, emergiendo su toxicidad potencial [54]. Las 
partículas aglomeradas o dispersas se depositan en la 
superficie alveolar interna dentro de los alvéolos y luego son 
absorbidas por macrófagos alveolares (AMs) [55]. La limpieza 
en los pulmones es facilitada por la escalera mecánica 
mucociliar, las AMs o la capa epitelial [56-58]. Sin embargo, 
una vez inhaladas algunas nanopartículas pequeñas 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 hígado y al bazo pasando a través de la barrera 
sangre-aire [61]. El estudio de la barrera sangre-aire puede 
llamar intensamente la atención, ya que los investigadores y 
trabajadores se exponen ocupacionalmente a GFNs 
generalmente a través de inhalación. El dejar claro el papel que 
la barrera sangre-aire desempeña en la toxicidad de GFNs 
puede convertirse en un tema candente de investigación.

Barrera hematoencefálica
La intrincada disposición de la barrera hematoencefálica, que 
consiste en varios receptores de membrana y transportadores 
altamente selectivos, solo ejerce una influencia sutil en la 
circulación sanguínea y en el microambiente cerebral en 
relación con el endotelio vascular periférico [62]. 
Investigaciones sobre los mecanismos de la barrera 
hematoencefálica había hecho algun progreso relacionado con 
enfermedades y nanotoxicidad. Las imágenes de 
espectrometría de masas (MSI) por desorción/ionización láser 
asistida por matriz (MALDI) revelaron que rGO, con un 
diámetro promedio de 342 ± 23,5 nm, se impregna a través de 
la vía paracelular hacia la hendidura interendotelial de manera 
dependiente del tiempo al disminuir la tensión paracelular de 
la barrera hematoencefálica [63]. Además, los puntos 
cuánticos de grafeno (GQDs), con un tamaño pequeño de 
menos de 100 nm, pueden cruzar la barrera hematoencefálica 
[64]. Estudios sobre cómo los materiales de grafeno pasan a 
través de la barrera hematoencefálica y causan neurotoxicidad 
son muy raros, y se necesitan más datos para sacar una 
conclusión.

Barrera sangre-testículos
Las barreras sangre-testículos y sangre-epidídimo son bien 
conocidas por estar entre las barreras sangre-tejido más 
estrechas del cuerpo de los mamíferos [65]. Particulas de 
GO con diámetros de 54,9 ± 23,1 nm tuvieron dificultades 
para penetrar en las barreras sangre-testículos y sangre-
epidídimo después de inyección intraabdominal, y la 
calidad del esperma de los ratones no se vio obviamente 
afectada ni siquiera a una dosis de 300 mg/kg [66].

Barrera sangre-placenta
La barrera placentaria es indispensable para mantener el 
embarazo, ya que media el intercambio de nutrientes y 
desecho de productos metabólicos, ejerce funciones 
metabólicas vitales y secreta hormonas [67]. Una revisión 
reciente sugirió que la placenta no proporciona una barrera 
estricta contra la transferencia de nanopartículas a los fetos, 
específicamente contra la distribución de nanopartículas 
carbonosas hacia y en el feto [42]. Se sugirió que rGO y las 
partículas de oro (diámetro de 13 nm) apenas están 
presentes o están ausentes en la placenta y en el feto a 
finales de la gestación después de inyección intravenosa [44, 
68]. Sin embargo, otros informes mostraron que el transfer 
transplacentario se produce en etapas gestacionales tardías 
[69, 70]. Se ha puesto mucha atención a la toxicidad de 
nanomateriales en el desarrollo, e informes mostraron que 
muchas nanoparículos cruzaban la barrera placentaria e 
influían fuertemente en el desarrollo de embriones [71-75]. 
Pero estudios de la exposición a materiales de grafeno a 
través de la barrera placentaria son deficientes, y la forma 
en que estas partículas se transfieren a embriones debe 
evaluarse en detalle en el futuro.
    Estas cuatro barreras eran las más frecuentemente 
mencionadas en la literatura, y otras no se han evaluado en 
estudios recientes, como las barreras cutáneas, que no se 
han mencionado en ninguno de los cientos de estudios de 
toxicidad GFNs buscados. Además, no se entiende bien los 
mecanismos por los cuales los GFNs pasan a través de estas 
barreras, y se necesitan más investigaciones sistemáticas 
urgentemente.

Distribución y excreción de GFNs en los tejidos
La absorción, distribución y excreción de nanopartículas de 
grafeno pueden verse afectadas por varios factores, incluidas las 
rutas de administración, las propiedades fisicoquímicas, la 
aglomeración de partículas y el recubrimiento superficial de 
GFNs.
    Las diferentes vías de administración influyen en la 
distribución de GFNs, por ejemplo, la FLG instilada 
intratraquealmente, pasando a través de la barrera sangre-aire, 
principalmente se acumuló y se retuvo en los pulmones, con un 
47 % restante después de 4 semanas [61]. El GO administrado 
por vía intravenosa entró en el cuerpo a través de la circulación 
sanguínea y se retuvo en gran medida en los pulmones, hígado, 
bazo y médula ósea, y se observó infiltración de células 
inflamatorias, formación de granulomas y edema pulmonar en 
los pulmones de ratones después de una inyección intravenosa 
de 10 mg/Kg peso corporal GO [49]. Del mismo modo, se 
observó una alta acumulación de derivados de PEGylated GO en 
el sistema reticuloendotelial (RES), incluidos el hígado y el bazo, 
después de inyección intraperitoneal. Por el contrario, GO-PEG 
y FLG no mostraron absorción detectable en el tracto 
gastrointestinal ni absorción en el tejido mediante 
administración oral [31].
    Las diferentes propiedades de GFNs, como su tamaño, dosis y 
grupos funcionales, siempre conducen a resultados 
inconsistentes
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en los perfiles de distribución 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 hígado de ratones 
[76]. En particular, las pequeñas hojas de GO, con diámetros 
de 10-30 nm, se distribuían principalmente en el hígado y 
bazo, mientras que las hojas de GO más grandes (10-800 nm) 
se acumulaban principalmente en los pulmones [49, 52, 77]. Si 
el tamaño de GO es mayor que el tamaño de los vasos, el GO 
generalmente se queda atascado en las arterias y capilares en 
las proximidades del lugar de la inyección. Se demostró que la 
acumulación de GO en los pulmones aumentaba con el 
aumento de la dosis y el tamaño inyectados, pero eso en el 
hígado disminuía significativamente [78]. El recubrimiento de 
GO con polímeros biocompatibles también afecta a la 
biodistribución, por ejemplo, la inyección intravenosa de GO-
PEG y GO-dextran (GO-DEX) acumulan en el sistema 
reticuloendotelial (RES), incluidos el hígado y el bazo, sin 
toxicidad a corto plazo [31, 79]. Además, la carga de proteínas 
plasmáticas y la difusión de GO por proteínas plasmáticas 
también afectan la biodistribución [34].
    La excreción y el aclaramiento de los GFNs varían en 
diferentes órganos. En los pulmones, observaciones indicaron 
que NGO son atraídas y eliminadas por las AMs, las cuales 
podrían eliminarse en el esputo a través del aclaramiento 
mucociliar u otras formas [57], y el 46,2 % del FLG instilado 
intratraquealmente se excretó a través de las heces 28 d 
después de la exposición [61]. En el hígado, las nanopartículas 
se pueden eliminar a través de la vía hepatobiliar siguiendo el 
conducto biliar hasta el duodeno [80]. Además, PEGy-lated 
GNS que se acumula principalmente en el hígado y bazo 
puede ser eliminado gradualmente, probablemente por 
excreción renal y fecal. Como se revisó recientemente, hojas 
de GO de más de 200 nm son atrapadas por la filtración física 
esplénica, pero las de tamaños pequeños (aproximadamente 8 
nm) pueden penetrar los túbulos renales y en la orina 
eliminarse rápidamente sin toxicidad obvia [81]. Las rutas de 
excreción de GFNs aún no han sido explicadas claramente, 
pero las rutas renales y fecales parecen ser las principales vías 
de eliminación del grafeno.
    Recientemente, las estrategias de distribución y excreción/
toxicidad se han convertido en una parte importante en los 
estudios nanotoxicológicos. Hasta la fecha, se han reportado 
varios resultados controvertidos con respecto a la distribución 
y excreción de grafeno in vivo en varios artículos, y todavía se 
necesita una evaluación sistemática de la toxicocinética de los 
GFNs. El metabolismo y la excreción de nanomateriales son 
procesos de largo período, sin embargo, los estudios recientes 
de GFNs se han limitado a evaluaciones toxicológicas a corto 
plazo, y la acumulación 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 deposición y 
excreción de GFNs utilizando diferentes células y animales 
para garantizar la bioseguridad de los materiales antes de su 
utilización en aplicaciones biomédicas en humanos.

Absorción y localización de los GFNs en las células También 
se ha observado que la absorción y la ubicación de GFNs 
ejercen diferentes efectos en diferentes líneas celulares. El 
grafeno es absorbido en las células por varias vías [82, 83]. 
Básicamente, los parámetros fisicoquímicos como tamaño, 
forma, revestimiento, carga, diámetro hidrodinámico, punto 
isoeléctrico y gradiente de pH son importantes para permitir 
que GO pase a través de la membrana celular [84]. Como se 
indicó anteriormente, las nanopartículas con diámetros <100 
nm pueden entrar en las células, y aquellas con diámetros <40 
nm pueden entrar en el núcleo [85]. Por ejemplo, es posible 
que GQDs penetren las membranas celulares directamente, en 
lugar de a través de vías dependientes de la energía [86, 87]. 
Las nanopartículas de óxido de grafeno recubiertas por 
proteínas grandes (PCGO) (~1 μm) entran en las células 
principalmente a través de fagocitosis, y las nanopartículas 
PCGO más pequeñas (~500 nm) entran en las células 
principalmente a través de la endocitosis mediada por 
clatrinas [88]. Las hojas de GO podrían adherirse y envolverse 
alrededor de la membrana celular, insertarse en la bicapa 
lipídica o internalizarse en la célula como consecuencia de 
interacciones celulares [89]. Del mismo modo, se demostró 
que el óxido de grafeno reducido PEGylado (PrGO) y rGO se 
adhieren a la bicapa lipídica de la membrana celular de forma 
prominente debido a interacción de dominios hidrófobos no 
modificados de grafitos con la membrana celular [90, 91]. En 
consecuencia, se sugirió que la exposición prolongada o a una 
alta concentración de grafeno induce daño físico o biológico a 
la membrana celular, junto con la desestabilización de los 
filamentos de actina y del citoesqueleto [92].
    Los datos actuales demuestran que las hojas de GO 
interactúan con la membrana plasmática y son fagocitadas por 
macrófagos. Tres receptores principales de los macrófagos 
participan en la fagocitosis del GNS: el receptor Fcg (FcgR), el 
receptor manose (MR) y el receptor del complemento (CR). 
Además, FcgR es un receptor clave en la vía mediada por 
fagocitosis [90, 93, 94]. La proteína corona de GO promueve el 
reconocimiento por parte de los receptores de macrófagos, 
especialmente el IgG contenido dentro de la proteína corona. 
Se observó que los macrófagos sufrían cambios morfológicos 
prodigiosos al entrar en contacto con GO [34]. Después de la 
internalización, grafeno se acumuló en el citoplasma celular, 
en el espacio perinuclear y en el núcleo, lo que indujo 
citotoxicidad en los macrófagos 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 acumulación de GFNs se resumen en la Fig. 1.

Toxicidad de GFNs en los órganos
La toxicidad y biocompatibilidad de GFNs se ha observado y 
evaluado a través de estudios teóricos y de modelos animales. 
En la actualidad, hay una masa de datos que muestran la 
toxicidad de GFNs en diferentes órganos o sistemas en 
animales, por lo que es difícil enumerar todos los datos 
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en esta revisión. Por lo tanto, resumimos un cierto número 
de literatura y elegimos algunos estudios toxicológicos in 
vivo de los GFNs enumerados en la Tabla 1.

Toxicidad en los órganos internos
GO puede provocar respuesta inflamatoria aguda y lesión 
crónica al interferir con las funciones fisiológicas normales 
de órganos importantes [32, 81]. Los experimentos con 
sonda oral no mostraron absorción detectable de GO a 
través del tracto gastrointestinal [95]. Interesante, una dosis 
baja de GO causó graves daños en el tracto gastrointestinal 
después de que los ratones maternos bebieran una 
suspensión de GO en lugar de una dosis alta de GO porque 
una dosis baja de GO sin aglomeración puede adherirse 
fácilmente a la superficie gastrointestinal y causar 
destrucción a través de sus abundantes bordes afilados [53]. 
GFNs causaron inflamación y permanecieron en los 
pulmones en el día 90 después de una sola instilación 
intratraqueal, e incluso se translocaron a los ganglios 
linfáticos pulmonares mediante una inhalación por nariz 
solamente [96, 97]. Una dosis alta de GO que forma 
agregaciones puede bloquear los vasos sanguíneos 
pulmonares y dar lugar a disnea [50, 98], y se observaron 
trombos plaquetarios a altas concentraciones de 1 y 2 mg/kg 
de peso corporal mediante inyección intravenosa [89]. 
Según se informa, GO interrumpió la barrera capilar-
alveolar, permitiendo que células inflamatorias se infiltrasen 
en los pulmones y estimulasen la liberación de citocinas 
proinflamatorias [99]. Se pudo verificar fibrosis y 
inflamación mediante el aumento de los niveles de los 
marcadores proteicos colágeno1, Gr1, CD68 y CD11b en los 
pulmones. Se sugirió el uso de Tween 80 para dispersar FLG 
o un tensioactivo plurónico para dispersar el grafenos

y reducir la probabilidad de acumulación de fibrosis 
pulmonar en células o ratones, mientras que fibrosis 
pulmonar fué observada cuando se suspendió grafeno con 
albúmina sérica bovina (ASB) [100]. Además, se pueden 
administrar isótopos radiactivos a los pulmones, 
acompañados de una distribución profunda de 125I-NGO en 
los pulmones, y los isótopos podrían depositarse allí y dar 
lugar a mutaciones y cánceres [30]. Sin embargo, 
publicaciones recientes afirmaron que no hay cambios 
patológicos obvios en ratones expuestos a dosis bajas de GO y 
grafeno funcionalizado por inyección intravenosa, incluyendo 
GO aminado (GO-NH2), GO poli(acrilamida)-
funcionalizado (GO- PAM), GO poli(ácido acrílico)-
funcionalizado (GO-PAA) y GO-PEG; solo GO-PEG y GO-
PAA indujeron menos toxicidad que el GO prístino in vivo 
[31, 79, 89]. Por lo tanto, los grupos funcionales de los GFNs 
y la concentración 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 
concentración de trabajo o cambiar la condición agregada se 
utilizan generalmente para disminuir la toxicidad de los 
GFNs.

Toxicidad en el sistema nervioso central
El grafeno ha beneficiado en gran medida a neurocirugía 
con aplicaciones como administración de fármacos/genes 
en el tratamiento de tumores cerebrales, dispositivos 
biocompatibles intracraneales y espinales, técnicas de 
biodetección y bioimagen. Han surgido estudios sobre las 
potencialidades o los riesgos del grafeno en el cerebro. En el 
modelo con embrión de pollo, copos de grafeno prístino 
disminuyeron el nivel de ácido ribonucleico y la tasa de 
síntesis de ácido desoxirribonucleico, lo que llevó a

Fig. 1 Materiales de grafeno y sus interacciones biológicas. (A) Un rango de parámetros para los materiales de grafeno más utilizados se puede describir 
por las dimensiones y la funcionalización de la superficie del material, esta última definida como el porcentaje de átomos de carbono en hibridación sp3. 
Los cuadrados verdes representan grafeno cultivado epitaxialmente; los amarillos,  grafeno exfoliado mecánicamente; los rojos, grafeno exfoliado 
químicamente; los azules, óxido de grafeno. Tenga en cuenta que otros materiales relacionados con el grafeno (como los puntos cuánticos de grafeno y las 
nanocintas de grafeno) también están 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) Adhesión a la superficie exterior de la membrana celular. (b) Incorporación entre las monocapas de la 
bicapa lipídica de la membrana plasmática. (c) Translocación de la membrana. (d) Internación citoplasmática. (e) Endocitosis mediada por clatrina. (f) 
Internalización endosomal o fagosómica. (g) Compartimentalización perinuclear, lisosomal u otra. (h) Localización exosomal. Los resultados biológicos de 
dichas interacciones pueden considerarse adversos o beneficiosos, dependiendo del contexto de la aplicación biomédica en particular. Los diferentes 
materiales relacionados con el grafeno tendrán diferentes mecanismos preferenciales de interacción con células y tejidos que en gran medida esperan su 
descubrimiento. [90] Derechos de autor (2014), con permiso de la Asociación Americana para el Avance de la Ciencia
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Tabla 1 Toxicidad de GFNs en órganos
Nanomateriales de la 
familia del grafeno

Propiedades fisicoquímicas
 y funcionalización

Animales Dose y tiempo de incubación Efectos Referencia

Ratones C57BL/6 Resultó en lesión pulmonar aguda (ALI) 
y fibrosis pulmonar crónica

[30]Óxido de grafeno a nanoescala Sin información   
(NGO)
Grafeno de pocas capas (FLG)     Sin información ratones ICR 0,1 o 1 mg/ml, sonda oral o instilación 

intratraqueal 3 o 28 días
FLG instilado por vía intratraqueal resultó en lesión 
pulmonar aguda y edema pulmonar, FLG no 
mostró absorción detectable a través del tracto 
gastrointestinal por sonda oral.

[61]

Plaquetas de grafeno (GPs)  Sin información Ratones exposición por inhalación, 1 día-6 semanas GP causó inflamación aguda en el pulmón en 
1 día y alivió la inflamación en el pulmón 
después de 6 semanas

[48]

Grosor de 10 nm 
Tamaño de 5–30 μm

Hembra C57BL/6
cepa de ratones

50 μg por ratón, aspiración faríngea o 
instalación intrapleural, 24 h- 7 días

Los GP grandes fueron inflamatorios tanto en el 
pulmón como en el espacio pleural.

[24]Nanoplaquetas de grafeno 
(GPs)
GO Grosor de 0,93 nm 

Tamaño de 150–250 nm
Ratas Sprague-Dawleys 0,5 o 4 mg/m3, exposición por inhalación,

solo 6 horas
Exposición única a GO por inhalación indujo 
respuestas tóxicas mínimas en pulmones de rata

[235]

GO Espesor de 0,9 nm
tamaño de l-GO: 1–5 μm 
tamaño de s-GO: 100–500 nm

Ratones ICR macho 1,0 mg / kg, inyectados por vía intravenosa, 24 h Se acumula principalmente en el hígado y los pulmones. [78]

GO Espesor de < 4 nm
tamaño de l-GO: 237,9 ± 79,3 nm; 
tamaño de s-GO: 54,9 ± 23,1 nm

Macho y hembra
Ratones de cepa ICR

24 mg/kg, inyección en la vena de la cola, 5 días No afectó el número de cachorros, proporción de sexos, 
pesos, tasas de supervivencia o crecimiento, baja 
toxicidad para la reproducción masculina

[66]

GO Espesor de ~1,0 nm 
tamaños de 10–800 nm

Ratones de Kunming 1,10 mg/kg, inyección intravenosa 14 días Condujo a alta acumulación, retención a largo plazo,
edema pulmonar y formación de granulomas

[49]

NGO-PEG Espesor de 1 nm
tamaño de 10–800 nm

Ratones Kunming machos     5 mg/kg, cola inyección intravenosa 
10 min-24 h

NGO-PEG alivió lesiones tisulares agudas, 
disminuyó la pérdida de peso temprana

[81]

GO
GO-PEG
RGO--PEG
nRGO-PEG

Espesor de 0,94, 1,22, 4,43 y 
5,66 nm,
tamaño de 450, 25, 50 y 27 nm

Ratones balb/c 4 mg/kg, inyección intraperitoneal 
1, 7 y 30 días

Se acumuló en el sistema reticuloendotelial (RES), 
incluidos el hígado y el bazo, durante 
mucho tiempo

[31]

GO
Puntos cuánticos de grafeno 
(GQD) 

Ratones balb/c 20 mg/kg inyección intravenosa o 
inyección intraperitoneal 14 días

GO pareció tóxico y causó muerte
GQD reveló acumulación en órganos y 
causó baja citotoxicidad

[176]

Óxido de grafeno purificado 
(pGO)

Espesor de 1 a 2 nm, 
dimensión lateral de 
100 a 500 nm

Ratones hembra C57Bl/6       50 μg/animal, inyección intraperitoneal
24 h, 7 días,

Indujo inflamación moderada y a seguir 
formó granulomas 

[99]

GO Espesor de 3,9 y 4,05 nm, 
tamaño de 350 nm y 2 μm

Ratones macho C57BL/6      Concentraciones en serie, subcutáneas
inyección 21 días

GO micrométrico indujo respuestas de inflamación 
mucho más fuertes que GO de tamaño nanométrico 

[34]

GO Tamaño de 1110 a 16 200 nm Ratones C57BL/6J 2 o 20 mg/kg, inyección subcutánea e 
intraperitoneal

Tanto GO como una reducción de GO resultaron en 
infiltración, captación y eliminación en células inmunitarias

[84]

Nanopartículas de óxido de 
hierro RGO (rGO-IONP)

Espesor de 10 nm 
Tamaño de 15,0 ± 2,0 nm

Ratones hembra Balb/c    400 μg, inyección subcutánea, RGO-IONP puede inactivar eficazmente bacterias 
resistentes a múltiples fármacos en abscesos subcutáneos

[236]
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tamaño de GO,GQD: 3–5 nm



Tabla 1 Toxicidad de GFNs en órganos (continuación)
GO
GO-PEG

Espesor de 0,94, 1,22, 4,43 
y 5,66 nm,
tamaño de 450, 25, 50 y 27 nm

Ratones hembra balb/c     100 mg/kg, Administración oral; 50 mg/kg,
inyección intraperitoneal, 1, 7 y 30 días

No hubo captación evidente en los tejidos a través de 
administración oral, lo que indica una adsorción intestinal de 
esos nanomateriales bastante limitada

[237]

RGO tamaños de rGO pequeño: 87,97 ± 30,83, 
tamaños de rGO grande: 472,08 ± 249,17 nm

Macho C57negro/6
ratones

60 mg/kg, sonda oral, 5 días RGO afectó actividad locomotora general, equilibrio
y coordinación neuromuscular, pero mostró pocos cambios
en los comportamientos explorados,
similares a la ansiedad o de aprendizaje y memoria.

[31]
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efectos nocivos en el desarrollo del tejido cerebral y se 
observó la ultraestructura atípica en el cerebro [101]. Las 
investigaciones recientes de GFNs en el sistema nervioso 
central están involucradas principalmente en la aplicación 
más que en la toxicidad. Los datos del estudio tóxico sobre 
los GFNs están en marcha.

Toxicidad en el sistema de reproducción y desarrollo
Grafeno prístino redujo la vascularización cardíaca y la 
densidad de los vasos ramificados después de inyección en 
huevos fertilizados de gallina, seguido de incubación durante 
19 d [101]. GO y rGO dañan los embriones de pez cebra al 
influir en la tasa de eclosión del embrión y la longitud 
corporal de una manera dependiente a la concentración. 
Aunque no se observó ninguna malformación o mortalidad 
obvia en los embriones expuestos de pez cebra [102], GO se 
adhirió y se envolvió en el coronión de los embriones de pez 
cebra, causando hipoxia notable y retraso en la eclosión. Los 
agregados de GO se retuvieron en muchos orgánulos, como 
los ojos, el corazón, el saco vitelino y la cola de los embriones, 
y se observó apoptosis y generación de especies reactivas de 
oxígeno (ROS) en estas regiones [103].

Los GFNs ejercen diferentes efectos toxicológicos en el 
sistema reproductor masculino y femenino. Los datos 
mostraron que GO ejerció efectos tóxicos muy bajos o casi 
nulos sobre el sistema reproductor masculino incluso a una 
dosis alta mediante inyección intraabdominal [66]. Además, 
rGO no cambió los niveles séricos de estrógeno en los ratones 
hembra no embarazadas. La condición es diferente con las 
hembras de ratones: las hembras de ratones podrían dar a luz 
a una descendencia sana después de la inyección de rGO 
antes del apareamiento o durante gestación temprana, y solo 
unos pocos fetos anormales estaban presentes entre las 
camadas de hembras inyectadas con rGO. Sin embargo, las 
ratones preñadas abortaron a todas las dosis, y la mayoría de 
las ratones preñadas murieron cuando se inyectó la dosis alta 
de rGO durante gestación tardía [44]. Notablemente, el 
desarrollo de la descendencia en el grupo de dosis alta se 
retrasó durante el período de lactancia. La alta dosis de GO 
disminuyó el consumo de agua por los ratones maternos por 
exposición oral, lo que redujo la producción de leche y, por lo 
tanto, pospuso el crecimiento de la descendencia [53]. 
Aunque los hallazgos indican que GFNs son potencialmente 
perjudiciales para el desarrollo, los datos sobre toxicidad para 
la reproducción y el desarrollo siguen siendo deficientes. 
Todavía se necesitan estudios sobre la influencia de GFNs en 
la reproducción y el desarrollo masculino y femenino para 
dilucidar el mecanismo de toxicidad subyacente.
Influencia de hemocompatibilidad
La liberación de GO en la sangre es ineludible. Se descubrió 
que la hemocompatibilidad de GO es dependiente del 
revestimiento funcional y de las condiciones de exposición. 
GO con tamaño submicrónico resultó mayor actividad 
hemolítica, mientras que el grafeno agregado indujo 
reacción hemolítica más baja. Grafeno prístino y GO

demostraron efecto hemolítico de hasta 75 μg/ml [104]. La 
polietilenomina GO (GO-PEI) mostró una toxicidad notable al 
unirse a la HSA, incluso a 1,6 μg/ml [105]. El óxido de grafeno 
carboxilado (GO-COOH) mostró una citotoxicidad 
significativa hacia los linfocitos T a concentraciones superiores 
a 50 μg/ml y tuvo buena biocompatibilidad por debajo de 25 
μg/ ml, mientras que el GO-quitosano casi inhibió la actividad 
hemolítica [106]. Hasta ahora, el riesgo correspondiente de 
hemocompatibilidad ha sido en gran medida desconocido.

Concluyendo, la lesión pulmonar inducida por GFNs se 
ha estudiado en varias investigaciones, cuyos resultados han 
demostrado infiltración de células inflamatorias, edema 
pulmonar y formación de granuloma en los pulmones. Sin 
embargo, solo unos pocos estudios específicos han evaluado 
en otros órganos, como el hígado, el bazo y los riñones, y los 
síntomas de lesión, el índice de daño y el nivel de daño a 
estos órganos internos no se investigaron a fondo. Además, 
estudios sobre la neurotoxicidad de GFNs son bastante 
raros; no hay datos revelando qué nervios o áreas cerebrales 
experimentan daños, ni se han estudiado las manifestaciones 
conductuales relacionadas. La toxicidad de GFNs en el 
desarrollo puede inducir anomalías estructurales, retraso del 
crecimiento, anomalías conductuales y funcionales, e 
incluso muerte. Un estudio sobre la toxicidad de GFNs en la 
reproducción y en el desarrollo será extremadamente 
significativo y recibirá una amplia atención en el futuro. 
Casi todos los estudios de toxicidad de GFNs fueron 
experimentos de corto período, y ningún estudio ha 
investigado lesiones tóxicas crónicas a largo plazo. Sin 
embargo, según estudios de toxicidad de otros 
nanomateriales, la exposición a GFNs a largo plazo puede 
ser un factor importante que dañe la salud [107-109]. Por lo 
tanto, es necesario realizar estudios a largo plazo de GFNs.

Toxicidad de GFNs en modelos celulares
Se ha verificado la citotoxicidad de GFNs in vitro en varias 
células para cambiar la viabilidad y la morfología celular, 
destruir la integridad de membrana e inducir daños en el ADN 
[110-112]. GO o rGO disminuyen adhesión celular; inducen 
apoptosis celular; y entran en lisosomas, mitocondrias, núcleos 
celulares y endoplasma [113]. Los GQDs entraron en las 
células e indujeron daños en el ADN por el aumento de la 
expresión de las proteínas p53, Rad 51 y OGG1 en las células 
NIH-3 T3 [87]. Sin embargo, GQDs no plantearon una 
toxicidad significativa para las líneas celulares de cáncer de 
mama humano (a una dosis de 50 μg/ml) o para las células 
madre neurales humanas (a una dosis de 250 μg/ml) [114, 115]. 
Los derivados de GO disminuyeron drásticamente la expresión 
de genes diferenciales que son responsables por la estructura y 
función de membrana celular, como la regulación del 
citoesqueleto de actina, la adhesión focal y la endocitosis [89]. 
En las células del feocromocitoma de ratas (células PC12), el 
grafeno y el rGO causaron efectos citotóxicos y lesiones 
mitocondriales, como la liberación de lactato deshidrogenasa 
(LDH), un aumento en 
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la activación de la caspasa-3 y la generación de ROS [82, 
116].

El grafeno puede aumentar la viabilidad celular [117] o causar 
la muerte celular [118] dependiendo de la línea celular, el tipo de 
material de grafeno y la dosis. Se observó citotoxicidad de GO en 
fibroblastos humanos y células epiteliales pulmonares a 
concentraciones superiores a 20 μg/ml después de 24 h, pero se 
encontró toxicidad mínima en las células A549 a concentraciones 
superiores a 50 μg/ml [119]. Las respuestas biológicas inducidas 
por GO como ROS, malondialdehído (MDA) y LDH 
aumentaron, mientras que la superóxido dismutasa (SOD) 
disminuyó dependiendo de la dosis en las células HeLa [120]. Sin 
embargo, baliza molecular GO (GO-MB) mostró una baja 
citotoxicidad incluso a 20 μg/ml en las células HeLa [121]. GO 
disminuyó la viabilidad de las células A549, mientras que la 
misma concentración y tiempo de exposición aumentó la 
viabilidad celular de las células del carcinoma colorrectal de 
CaCo2 [122]. Otro estudio informó que GO mejoró 
drásticamente la diferenciación de SH-SY5Y, acompañada de un 
aumento de la longitud de neuritas y la expresión del marcador 
neuronal MAP2 a bajas concentraciones, pero que GO suprimió 
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 partículas 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 características 
influyen en los resultados. Los mecanismos y los factores de 
influencia de la toxicidad deben dilucidarse en detalle.

Orígenes de la toxicidad de GFNs
Según se informa, las características del grafeno, incluida su 
concentración, dimensión lateral, estructura superficial, grupos 
funcionales, pureza y corona proteica, influyen fuertemente en 
su toxicidad en sistemas biológicos [2, 7, 104, 126-129].

Concentración
Numerosos resultados han demostrado que los materiales de 
grafeno causan toxicidad dependiente de la dosis en animales 
y en células, como lesiones hepáticas y renales, formación de 
granulomas pulmonares, disminución de la viabilidad celular 
y apoptosis celular [130-134]. En estudios in vivo, GO no 
mostró toxicidad evidente en ratones expuestos a una dosis 
baja (0,1 mg) y media (0,25 mg), pero indujo toxicidad 
crónica a una dosis alta (0,4 mg). El alto contenido de GO se 
depositó principalmente en los pulmones, hígado, bazo y 
riñones y fue difícil de ser excretado por los riñones después 
de una sola inyección en la vena trasera [135]. Curiosamente, 
el aumento de la dosis resultó en una disminución dramática 
de la captación hepática, pero un aumento en la captación 
pulmonar de s-GO por inyección intravenosa [31], porque la 
alta dosis de GO potencialmente superó la saturación de 
absorción o agotó la masa de opsoninas plasmáticas, lo que en 
consecuencia suprimió la absorción hepática.

Además, un estudio in vitro informó que 20 μg/ml  de nanohojas 
GO no mostraban citotoxicidad en A549 dentro de 2 h de 
incubación, pero a una concentración más alta (85 μg/ml) 
disminuyó la viabilidad celular al 50 % dentro de 24 h [136, 137]. 
Lü et al. también demostraron que GO no tenía citotoxicidad 
obvia a bajas concentraciones durante 96 h en una línea celular 
SH-SY5Y de neuroblastoma humano, pero la viabilidad de las 
células disminuyó bruscamente al 20 % después del tratamiento 
con 100 mg/ml de GO durante 96 h de incubación [123]. Los 
resultados en células HeLa, células NIH-3 T3 y células de cáncer 
de mama (SKBR3, MCF7) tratadas con nanocintas de grafeno 
también mostraron una disminución de la viabilidad celular 
dependiente de la dosis (10-400 mg/ml) y del tiempo (12-48 h) 
[138]. Aumentando las concentraciones GO entró en los 
lisosomas, las mitocondrias, el endoplasma y el núcleo celular 
[119]. Varios datos indicaron que rGO causava muerte celular 
mediada por apoptosis a una dosis más baja y en un momento 
temprano, pero que necrosis fue prevalente con el aumento del 
tiempo/dosis [110, 135].

Dimensión lateral
Nanopartículas con tamaños <100 nm pueden entrar en la 
célula, <40 nm pueden entrar en el núcleo y menos de <35 
nm pueden cruzar la barrera hematoencefálica [85]. Un 
estudio mostró que GO (588, 556, 148 nm) no entró en las 
células A549 y no tenía citotoxicidad obvia [112]. Cuando el 
diámetro del grafeno está entre 100 ~ 500 nm, el de tamaño 
más pequeño puede causar la toxicidad más grave, y cuando 
el diámetro es inferior a 40 nm, los tamaños más pequeños 
pueden ser los más seguros. Por ejemplo, rGO con un 
diámetro de 11 ± 4 nm podría entrar en el núcleo de los 
hMSC y causar aberraciones cromosómicas y fragmentación 
del ADN a concentraciones muy bajas de 0,1 y 1,0 mg/ml en 1 
h. Sin embargo, las láminas rGO con diámetros 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 acumuló 
preferentemente en el hígado, mientras que l-GO (1-5 μm) 
se localizó principalmente en los pulmones porque l-GO 
formó complejos más grandes de proteínas-GO que fueron 
filtrados por los vasos capilares pulmonares después de la 
inyección 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 concentración, el GO más 
pequeño experimenta mayor absorción que el GO más 
grande en las células Hela [139]. La alta absorción de s-GO 
cambió el microambiente de las células y, en consecuencia, 
indujo mayor pérdida de viabilidad y estrés oxidativo más 
grave entre los tres tamaños de las muestras de GO [119]. 
Como resultado, un estudio delineó que GO dependiente del 
tamaño indució polarización M1 en macrófagos y respuestas 
proinflamatorias in vitro e in vivo. GO más grande mostró 
una adsorción más fuerte en la membrana plasmática con 
menos fagocitosis, provocando interacciones robustas con 
las TLR y activando las vías NF-κB, en comparación con las 
hojas de GO más pequeñas, que eran
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Tabla 2 Toxicidad de GFNs en modelos celulares
Familia del grafeno
nanomateriales

Propiedades fisicoquímicas y 
Funcionalización

Células Dosis y tiempo de incubación Efectos Reference

Grafeno prístino Espesor de 2-3 nm, tamaño de 
500-1000 nm

Macrófagos murino RAW 264.7 5, 10, 20, 40, 80 y 100 mg/
ml, 48 horas

Agotamiento del potencial de membrana mitocondrial, 
aumento de ROS, apoptosis desencadenada

[83]

Grafeno prístino Espesor de 3-5 nm, tamaño de 
100-110 nm

Células de feocromocitoma de rata
Células PC12

10–100 μg/mL 1–48 h Aumento de liberación de LDH, niveles de ROS 
y activación de caspasa3, apoptosis inducida

[82]

Óxido de grafeno (GO) Cuatro diámetros diferentes 
(342–765 nm)

Eritrocitos humanos 
Fibroblastos de piel 
humana CRL-2522

3,125-200 μg/mL 24 h Actividad hemolítica, generación de ROS, liberación 
de LDH, disminución de la viabilidad celular

[106]

GO Espesor de 0,9 nm
tamaño lateral: s-GO, 160 ± 90 nm; 
m-GO, 430 ± 300 nm;
I-GO, 780 ± 410 nm

Células A549 epiteliales de 
pulmón humano

10, 25, 50, 100 y 200 μg/mL 
24 h

Estrés oxidativo dependiente de la dosis, disminución de 
viabilidad celular a altas concentraciones

[119]

GO Espesor de 1 nm, dimensión 
lateral de 200-500 nm

10–500 μg/mL 2–24 h Estrés oxidativo inducido, citotoxicidad y 
genotoxicidad dependientes de concentración

[148]

GO Distribución por tamaños: 592 ± 10,9 nm
en PBS, 1272 ± 56,2 nm en FBS

Fibroblastos de pulmón humano 
células HLF
Células HeLa 0–80 μg/mL 24 h Liberación de LDH, aumento de MDA y generación 

de ROS, disminución de SOD, reducción de la 
viabilidad celular,

[120]

GO GO de tamaño más pequeño: 50–350 nm 
GO de tamaño intermedio: 350–750 nm 
GO de tamaño más grande: 750–1300 nm

Célula de macrófago J774A.1 
Células THP-1
Células HEK293
Células MEL
Células HUT102

20 μg/mL 1-24 h Inducción de macrófagos M1 dependiente 
del tamaño,
respuestas proinflamatorias

[94]

GO espesor: < 2 nm, 
tamaño lateral: 450 nm

Célula de carcinoma de colon 
CT26 de ratón

50–100 μg/mL 18 h Desencadena autofagia, aumenta muerte celular [206]

Óxido de grafeno reducido (rGO) Espesor de 11 ± 4 nm tamaño 
lateral de 3,8 ± 0,4 μm

Células madre mesenquimales 
humanas (hMSC)

0,01–100 μg/mL 1–24 h Fragmentaciones de ADN inducidas y 
aberraciones cromosómicas

[118]

RGO Espesor de 7 nm 
tamaño lateral de 40 nm

células de carcinoma de hígado 
humano (células HepG2)

1–200 mg/L 4–72 horas Daño al ADN dependiente de la dosis, estrés 
oxidativo, citotoxicidad

[31]

RGO Tamaño lateral de 100–1500 nm Líneas celulares de glioma 
U87 y U118

0–100 μg/mL 24 h Reducción de la proliferación celular y 
viabilidad celular, induce apoptosis

[238]

Óxido de grafeno reducido bacterianamente
(B-rGO)

Espesor de 4,23 nm 
tamaño medio de 3833 nm

Células MCF-7 20–100 μg/mL 24–72 h Mayor generación de ROS, liberación de LDH, 
toxicidad dependiente de la dosis

[181]

Nanocintas de óxido de grafeno 
reducido (rGONR)

Espesor de 1 nm, 
longitud de 10 μm, 
ancho de 50–200 nm,

hMSCs 0,01, 0,1, 1,0, 10, 100 μg/mL 
96 h

Provocó fragmentaciones de ADN y 
aberraciones cromosómicas.

[239]

Hojas de óxido de grafeno reducido 
(rGOSs)

Espesores de ~1,2 nm, 
tamaños laterales de ~2 μm

hMSCs [239]

Grafeno-dextrano
(GO-DEX)

Espesor de 2,8 nm 
tamaño de 50–100 nm

Células HeLa

0,01, 0,1, 1,0, 10, 100 μg/mL 
96 h
10, 50, 200 mg/L 24, 48, 72 h

Causó daño leve a la membrana celular y 
citotoxicidad.
GO-DEX redujo notablemente la toxicidad celular [91]

GNP-COOH
GNP-NH2

Espesor de GNP-COOH: 735,9 nm 
espesor de GNP-NH2: 945,5 nm

Células epiteliales bronquiales 
humanas (células BEAS-2B)

10, 50 mg/L 24 h Causó daños al ADN monocatenario, 
genotoxicidad e hipometilación

[240]
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Tabla 2 Toxicidad de GFNs en modelos celulares (continuación)

PEG-DSPE (O-GNR-PEG-DSPE)) Ancho de 125 a 220 nm, longitudes 
entre 500 y 2500 nm

células HeLa
Células NIH-3 T3
Células SKBR3
Células MCF7

10–400 μg/mL 24–48 h Disminución de la viabilidad celular 
dependiente de la dosis y del tiempo

[138]

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

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

Células de fibroblastos de pulmón humano 1, 10, 50, 100 μg/ml 24 h Causó citotoxicidad y genotoxicidad 
dependientes de la concentración

[15]

PEG-GQD [176]
FBS-GO

Tamaños de 3 a 5 nm 
Espesor de 4,0 a 18,0 nm

Células HeLa y células A549 
Células A549

10–160 μg/mL 24 h
0–200 μg/mL 24 h

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

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

Estructura de superficie
GFNs poseen una química superficial muy variada. Por 
ejemplo, la superficie de grafeno prístino es hidrofóbica, la 
superficie de GO es parcialmente hidrofóbica con grupos 
carboxilos [140-142], y rGO tiene hidrofilicidad intermedia 
[143]. Se observó que GFNs alteraban la función y la 
estructura de las membranas celulares y proteínas, 
probablemente por interacciones moleculares 
excepcionalmente fuertes con las células [2, 91]. Por ejemplo, 
rGO se unió a las membranas celulares, estimuló receptores y 
activó vías en la mitocondria, induciendo apoptosis [110, 111, 
144]. Evidencia limitada mostró que GO es más pequeño y 
menos tóxico que rGO debido a su alto contenido de oxígeno, 
bordes más suaves y propiedades hidrófilas [104, 145, 146]. 
Debido a los diferentes estados de oxidación superficial del 
GO y rGO, GO que posee una hidrofilia distinta podría ser 
internalizado y absorbido por las células HepG2 más 
fácilmente. Por el contrario, rGO, con hidrofobicidad 
evidente, podría adsorberse y agregarse en superficies 
celulares sin (o con menor) absorción [110]. Debido a las 
fuertes interacciones de apilamiento π-π, el grafeno tiene alta 
capacidad de romper muchos residuos de proteína, en 
particular los aromáticos, como la villin headpiece

(HP), F10, W23 y F35. Las estructuras secundarias y 
terciarias de la proteína se encuentran en gran medida en la 
superficie del grafeno, lo que interrumpe su estructura y 
función [41] (Fig. 2). Además, GO puede insertar entre los 
pares de bases de ADN de doble cadena y perturbar el flujo 
de información genética a nivel molecular, lo que podría 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 internalización y absorción por las células 
[148-150]. La internalización del GO fue insignificante en los 
no-fagocitos, lo que probablemente se debió a la fuerte 
repulsión electrostática entre el GO cargado negativamente y la 
superficie celular [34]. Sin embargo, otros han sugerido que las 
nanopartículas con carga negativa pueden internalizarse en 
células no fagocíticas uniéndose a los sitios catiónicos 
disponibles en la superficie celular y ser absorbidas por 
receptores carroñeros [110, 146, 150]. Según se informa, las 
partículas de GO/GS causan cambios morfológicos y 
significante lisis, lo que conduce a alta hemólisis en los glóbulos 
rojos (RBC). La perturbación de la membrana de los glóbulos 
rojos probablemente se atribuye a las fuertes interacciones 
electrostáticas entre los grupos de oxígeno cargados negativos 
en la superficie de GO/GS y los lípidos de fosfatidilcolina 
cargados positivamente en la membrana externa de los glóbulos 
rojos [106].
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Fig. 2 Una representación de la trayectoria de HP35 adsorbiendo el grafeno. (a)  Snapshots representativos de varios momentos. Las proteínas 
se muestran en dibujos con hélices en rojo y bucles en verde, y el grafeno se muestra en hojas. Los residuos aromáticos que forman las 
interacciones de apilamiento π-π se muestran en azul, otros en verde. (b)  Superficie de contacto de HP35 con el grafeno. (c)  RMSD de HP35, 
de su estructura nativa y el número de residuos en la hélice α. Aquí, las estructuras secundarias están determinadas por el programa DSSP. (d)  
Distancia entre el grafeno y los residuos aromáticos, incluidos F35, W23, F10, F17 y F06. Para mostrar el proceso de adsorción más claramente, 
se truncó y se reescaló el eje-χ. [41] Derechos de autor (2011), con permiso de Journal of PhysicalChemistry



Funcionalización
Estudios confirmaron que la funcionalización con los grupos 
PEG [52], poli-L-lisina PEGilada (PLL) [151], poli(ε-
caprolactona) [152], alcohol polivinílico [3], Plurónico [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 surgió una 
inflamación crónica leve después de la inyección subcutánea 
de hidrogel GO-Plurónico y no se probó ninguna toxicidad 
notable a corto plazo después de la inyección intravenosa de 
GO-DEX [79, 154]. GS PEGilado no indujo toxicidad 
apreciable en ratones expuestos a 20 mg/kg durante 3 meses, 
según lo evaluado por bioquímica de la sangre y exámenes 
histológicos, y mostró una retención relativamente baja en el 
RES [52, 155]. El recubrimiento GO con quitosano casi 
eliminó la actividad hemolítica en la sangre [39]. Además, el 
revestimiento con PEG alivió eficazmente las lesiones agudas 
del tejido inducidas por GO; disminuyó la agregación y 
retención de GO en el hígado, pulmones y bazo; y promovió la 
eliminación de GO [81], GO-DEX [79] y el óxido de grafeno 
fluorado (FGO) [156].

In vitro, varios ensayos de función celular mostraron 
pruebas claras de que la funcionalización superficial del 
grafeno prístino o GO era crítica para reducir los fuertes 
efectos de toxicidad [91]. PEG-GO, PEI-GO y LA-PEG-GO 
dañaron las células fibroblásticas pulmonares humanas menos 
que GO [148]. PEG-GO no mostró citotoxicidad hacia varios 
cultivos celulares, como células de glioblastoma (U87MG), 
células de cáncer de mama (MCF-7), células de carcinoma de 
ovario humano (OVCAR-3), células de cáncer de colon 
(HCT-116) y células linfoblastoides (RAJI), a concentraciones 
de hasta 100 μg/ml [119, 157, 158]. GQD-PEG mostraron 
toxicidad muy baja o nula contra células cancerosas de 
pulmón y cuello uterino, incluso a concentraciones muy altas 
(200 μg/ml) [159]. Sin embargo, como un material no 
biodegradable con un gran potencial de internalización 
celular, se necesitan más investigaciones para evaluar los 
posibles efectos adversos a largo plazo del grafeno 
funcionalizado.

Agregaciones y sedimentación
Según se informa, los nanomateriales tienen una propensión 
a formar agregados en lugar de unidades individuales, 
particularmente en condiciones fisiológicas. Las superficies 
GS permitieron menos agregados de glóbulos rojos en 
comparación con GO, y GS tuvo menor actividad hemolítica 
para la formación de agregaciones más acuosas. Por el 
contrario, la rápida sedimentación y formación de agregados 
de GS inhibieron en gran medida la disponibilidad de 
nutrientes para las células fibroblásticas de piel humana que 
se cultivaban en el fondo de los pozos [106]. Por lo tanto, las 
agregaciones y la sedimentación de las partículas de grafeno 
ejercen efectos variables en diferentes células.

Impurezas
La pureza de nanomateriales es una consideración importante 
porque metales residuales contaminantes pueden ser responsables

or la toxicidad observada, en lugar del nanomaterial en sí, 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 
liberación inespecífica de estos iones en el preparado 
tradicional de GO podría conducir a niveles inusualmente 
altos de citotoxicidad y fracturación del ADN [39]. En 
particular, Peng et al. [161] produjeron GO de alta pureza que 
contenía 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 dispersión acuosa 
y estabilidad coloidal. GO producido por estos nuevos 
métodos no indujo respuestas citotóxicas significativas (a 
dosis de exposición de hasta 100 μg/ml) in vitro, y no se 
observó in vivo respuesta inflamatoria obvia ni formación de 
granuloma (dosis de exposición de hasta 50 μg/animal). Por 
lo tanto, la pureza de GFNs merece atención y es un paso vital 
hacia la determinación de GFNs involucrados en 
bioaplicaciones.

Efecto corona de proteínas
Debido a la alta carga superficial libre, los nanomateriales 
pueden formar fácilmente "coronas" con proteínas en los 
sistemas biológicos [163, 164]. Se sugiere que la proteína corona 
afecta la circulación, distribución, eliminación y toxicidad de las 
nanopartículas. Varios artículos informaron que GO forma 
coronas de proteína-GO con proteínas plasmáticas adsorbidas 
en el suero y estas coronas de proteína-GO desempeñan un 
papel importante en la decisión del destino y comportamiento 
biocinético del GO in vivo. Estas coronas de proteína-GO 
pueden regular la adhesión del GO a las células endoteliales e 
inmunitarias a través de interacciones específicas e inespecíficas 
[165]. Básicamente, la inmunoglobulina G y las proteínas del 
complemento en la proteína corona ayudan a reorganizar las 
nanopartículas en las células inmunitarias, haciendo que las 
partículas sean absorbidas por el RES, y el GO recubierto de 
IgG fue absorbido por interacciones específicas o inespecíficas 
con los receptores de la membrana celular [31, 165]. Sin 
embargo, otro estudio encontró que GO no podía adherirse 
directamente a las células epiteliales de la mucosa en el tracto 
intestinal después de que los ratones filiales bebieran una 
solución GO acuosa porque abundantes proteínas en la leche se 
habían adsorbido en la superficie del GO y, por lo tanto, habían 
inhibido su interacción directa con las células epiteliales de la 
mucosa [53]. Proteína corona mitigó la citotoxicidad de GO 
limitando su interacción física con la membrana celular y 
reduciendo el daño morfológico celular en las células HeLa, 
THP-1 y A549 [166-168]. El efecto citotóxico se redujo en gran 
medida cuando GO fué previamente recubierto con FBS y se 
incubó con células; se observó casi  90 % de supervivencia 
con GO recubierto por 100 μg/ml de FBS y 100 % de 
supervivencia con GO recubierto por FBS de 20 μg/ml. Se 
observaron tendencias similares para GO cubierto por BSA 
[166, 169]. Coherentemente, suero adicional podría neutralizar 
la toxicidad del GO prístino en células J774.A1 a una dosis de 4 
μg/ml, lo que

Page 13 of 24



conduce a una disminución en el número de células del 52,5 % 
en comparación con las células no tratadas [89].

Después de revisar muchos estudios, se puede concluir que 
la toxicidad del grafeno está influenciada por múltiples 
factores. Esos factores se combinaron para cambiar en gran 
medida la toxicidad de GFNs en muchos casos. Estudios 
científicos a menudo necesitan una identificación 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 único factor. 
Pero en algunos artículos, se estudiaron al mismo tiempo 
varios factores que influyen en la toxicidad de GFNs, lo que 
llevó a resultados confusos.

Posibles mecanismos de GFNs toxicidad 
Aunque algunas propiedades fisicoquímicas 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 GFNs.

Destrucción física
El grafeno es un nanomaterial único en comparación con 
otras nanopartículas esféricas o unidimensionales debido a 
su estructura bidimensional con carbonos sp2. La 
interacción física de las nanopartículas 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 α-helicales de los 
péptidos debido a su favorable curvatura superficial [172]. A 
una concentración superior a 75 μg/ml, el grafeno prístino 
se adhirió en gran medida a las superficies de las células 
RAW 264,7 y dio lugar a un estiramiento anómalo de la 
membrana celular [104]. Las fuertes interacciones 
hidrofóbicas de GFNs con la membrana celular conducieron 
a la extensión morfológica de filopodial F-actina y 
disfunción citoesquelética. Además, los bordes afilados de 
GNS pueden actuar como "cuchillas", insertando y cortando 
las membranas celulares bacterianas [173]. Además, GO 
también dañó directamente la membrana externa de

Fig. 3 Diagrama esquemático mostrando los posibles mecanismos de citotoxicidad de GFNs. Los GFNs entran en las células de diferentes 
maneras, lo que induce generación de ROS, aumento de LDH y MDA y la liberación de Ca2+. Posteriormente, GFNs causan lesiones celulares, 
por ejemplo, daño a la membrana celular, inflamación, daño al ADN, trastornos mitocondriales, apoptosis o necrosis
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bacteria E. coli, lo que resultó en la liberación de 
componentes intracelulares [173]. Sin embargo, imágenes 
TEM revelaron que el GO prerecubrimiento con FBS 
eliminó la destrucción de las membranas celulares [166].

Producción 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 glutatión peroxidasa (GSH-PX) 
[174]. ROS actúan como segundos mensajeros en muchas 
cascadas de señalización intracelular y provocan daños 
macromoleculares en las celulas, como descomposición de los 
lípidos de membrana, fragmentación del ADN, 
desnaturalización de proteínas y disfunción mitocondrial, que 
influyen en gran medida en el metabolismo y en la 
señalización celular [175-177]. Las interacciones de GO con 
las células pueden conducir a una generación 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 lesión 
pulmonar aguda inducida por GO [30], y las respuestas 
inflamatorias causadas por el estrés oxidativo a menudo 
surgieron tras la exposición a los GFN [133, 177, 178]. La 
actividad de SOD y GSH-PX disminuyó 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 daño al ADN después que células del HLF fueron 
expuestas a GO [148]. Tanto la proteína quinasa activada por 
mitógenos (MAPK) (JNK, ERK y p38) como las vías de 
señalización relacionadas con el TGF beta se desencadenaron 
por la generación ROS en las células tratadas con grafeno 
prístino, acompañada de la activación de Bim y Bax, que son 
dos miembros pro-apoptóticos de la familia de proteínas 
Bcl-2. Como resultado, se activaron la caspasa-3 y sus 
proteínas efectoras, como PARP, y se inició la apoptosis [83, 
179]. Información detallada sobre las vías de señalización 
relacionadas con MAPK, TGF-β- y TNF-α, que inducen 
inflamación, apoptosis y necrosis, se resume en la Fig. 4.

Daño mitocondrial
Las mitocondrias son centros de producción de energía 
involucrados en diversas vías de señalización en las células y 
también son un punto clave en la regulación apoptótica [83]. 
Después de la exposición al GO y al carboxil grafeno 
(GXYG), la membrana mitocondrial se despolarizó y la 
cantidad de mitocondrias disminuyó en células HepG2 
[180]. La exposición a GFNs dio lugar a un aumento 
significativo del consumo de oxígeno mitocondrial acoplado 
y no acoplado, a disipación del potencial de membrana 
mitocondrial y a eventual desencadenamiento de apoptosis 
mediante la activación de la vía mitocondrial [181]. Por 
ejemplo, GO aumentó 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 generación de ROS durante 
respiración mitocondrial en las células MHS [99]. La

formación de •OH mediada por GO y el sistema de 
transferencia de electrones del citocromo-c/H2O2 podrían 
aumentar el estrés oxidativo y térmico perjudicando el 
sistema respiratorio mitocondrial y, finalmente, dando lugar a 
una toxicidad dramática [151]. Además, las partes de oxígeno 
en GO podrían aceptar electrones de las proteínas redox 
celulares, apoyando el ciclo redox del citocromo-c y las 
proteínas de transporte de electrones, y los citocromos MtrA, 
MtrB y MtrC/ OmcA podrían estar involucrados en la 
transferencia de electrones a GO [182]. Por lo tanto, a 
excepción del daño a la membrana plasmática y la inducción 
del estrés oxidativo, GFNs pueden causar apoptosis y/o 
necrosis celular al influir directamente en la actividad 
mitocondrial celular [183, 184].

Daño en el ADN
Debido a su pequeño tamaño, alta superficie y carga superficial, 
GO puede poseer propiedades genotóxicas significativas y 
causar graves daños en el ADN, por ejemplo, fragmentación 
cromosómica, roturas de hebras de ADN, mutaciones 
puntuales, aductos oxidativos de ADN y alteraciones [87, 122, 
185, 186]. Se observó mutagénesis en ratones después de 
inyección intravenosa de GO a una dosis de 20 mg/kg en 
comparación con ciclofosfamida (50 mg/kg), un mutágeno 
clásico [112]. Incluso si GO no puede entrar en el núcleo de una 
célula, todavía 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 
interacción de apilamiento π entre los anillos de carbono de 
grafeno y los pares de bases de ADN hidrófobo 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 fragmentación cromosómica, aductos de ADN y 
mutaciones puntuales promoviendo estrés oxidativo o 
desencadenando inflamación a través de la activación de vías de 
señalización intracelular como MAPK, TGF-β y NF-κB [110, 
112, 146]. El grafeno y el rGO también pueden elevar la 
expresión de p53, Rad51 y MOGG1-1, que reflejan el daño 
cromosómico, y disminuir la expresión de CDK2 y CDK4 
llevando el ciclo celular de la fase G1 a la fase S en varias líneas 
celulares [112]. Daño al ADN no solo puede iniciar el desarrollo 
del cáncer, sino que también posiblemente amenaza la salud de 
la próxima generación 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 infiltración de células inflamatorias, edema 
pulmonar y formación de granuloma a dosis altas a través de 
instilación intratraqueal o administración intravenosa [30, 
49]. Las plaquetas son componentes importantes en la 
formación de coágulos para 
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atacar patógenos y partículas durante una respuesta 
inflamatoria, y GO podría activar directamente a la 
formación de trombos ricos en plaquetas y ocluir vasos 
pulmonares después de inyección intravenosa [98, 191]. Una 
fuerte respuesta inflamatoria fue inducida por inyección 
subcutánea con GO durante 21 días, junto con la secreción de 
citocinas clave, incluidas IL-6, IL-12, TNF-α, MCP-1 e IFN-g 
[34, 192]. GFNs pueden desencadenar respuesta inflamatoria 
y lesión tisular al liberar citocinas y quimiocinas que 
conducen al reclutamiento de monocitos circulantes y 
estimulan la secreción de citocinas Th1/Th2 y quimiocinas 
[124, 193]. Además, grafeno prístino [193] y rGO [110] 
evocan una respuesta inflamatoria al unirse a receptores de 
peaje (TLR) y activar la vía de señalización NF-κB en las 
células. La cascada de señalización NF-κB es desencadenada 
por TLR y citocinas proinflamatorias como IL-1 y TNF-α. 
Tras la activación, el NF-κB pasa del citoplasma al núcleo, 
facilitando la unión del IκB degradante y actuando como 
factor de transcripción para sintetizar a muchas citocinas 
proinflamatorias [194]. En la Fig. 5 se muestra un esquema de 
la ruta de señalización de TLR4 y TLR9 activada por GFNs.

Apoptosis
Apoptosis se define como la autodestrucción de una célula 
regulada por genes a través de programas complicados [83, 
195]. GO y rGO causaron apoptosis e inflamación en los 
pulmones de ratones después de inhalación [99], y GFNs 
también tuvieron efectos proapoptóticos en células [111, 113, 
124, 196]. Además, el grafeno y el GO dañaron físicamente las 
membranas celulares [166], aumentaron la permeabilización de 
la membrana mitocondrial externa y cambiaron el potencial de 
membrana mitocondrial; el aumento del ROS desencadenó las 
vías de señalización MAPK y TGF-β y activó la caspasa-3 a 
través de cascadas apoptóticas dependientes de mitocondrias, 
provocando la ejecución de apoptosis [83, 99]. Del mismo 
modo, rGO causó apoptosis a una dosis baja y en un momento 
temprano, desencadenada por el receptor-de-muerte y la vía 
mitocondrial canónica [110]. Otro estudio mostró tres vías 
diferentes de apoptosis por GFNs: GO condujo apoptosis 
dependiente de ROS a través de interacción directa con los 
receptores de proteínas y la posterior activación de la vía de 
linfoma en células B-2 (Bcl-2); GO-COOH transmitió una señal 
pasiva de apoptosis al ADN nuclear al unirse a receptores de 
proteínas y activar una vía independiente de ROS; Sin embargo, 

Fig. 4 Diagrama esquemático de las vías dependientes de MAPK, TGF-beta y TNF-α implicadas en la toxicidad de GFNs. ROS fueron los 
principales factores que activaron las vías de señalización MAPK y TGF-beta para conducir a la activación de Bim y Bax, desencadenando la 
cascada de las caspasas y la vía JNK. La activación de la caspasa 3 y RIP1 dio lugar a apoptosis y necrosis finalmente
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GO-PEI dañó gravemente las membranas de linfocitos T 
para desencadenar la apoptosis [105, 197].

Autofagia
Autofagia es el proceso de autodegradación de 
componentes celulares y recientemente reconocido como 
muerte celular no apoptótica [198-200]. La activación de 
autofagia requiere la formación de autofagosomas que 
contengan Beclin 1, múltiples proteínas relacionadas con la 
autofagia (ATG), y cadena ligera de proteínas asociadas a 
microtúbulos 3 (LC3) y p62 [201]. Autofago-cierta 
acumulación está asociada con la exposición a varias 
nanopartículas [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 
acumulación de autofagosomas y la conversión de LC3-I a 
LC3-II; y inhiben la degradación de la proteína p62 del 
sustrato autofágico [207, 208]. Además, GO puede 
simultáneamente desencadenar respuestas TLR4 y TLR9 en 
macrófagos [34, 192] y en células de cáncer de colon CT26 
[206]. La vía de autofagia está vinculada a la fagocitosis 
mediante la señalización TLR en macrófagos [206, 209].

Necrosis
Necrosis es una forma alternativa de muerte celular 
inducida por respuestas inflamatorias o lesiones celulares. 
La exposición de células a grafeno prístino causa apoptosis 
y necrosis a dosis altas (50 mg/ml) [83]. Según se informa, 
escape de LDH y la apertura del poro de transición de 
permeabilidad mitocondrial, inducida por un nivel elevado 
de Ca2+ citoplasmático, llevaron a apoptosis/necrosis [210]. 
Se reveló que tratamiento con GO inducía necrosis 
macrofágica al activar la señalización TLR4 y, 
posteriormente, desencadenar parcialmente la producción 
de TNF-α autocrino [93]. GO combinado con CDDP (GO/
CDDP) desencadenó necrosis al disminuir RIP1 y aumentar 
las proteínas RIP3, acompañadas con la liberación del 
grupo B1 de alta movilidad (HMGB1) en el citosol desde el 
núcleo y fuera de las células CT26 [205, 211, 212]. 

Cambios epigenéticos
Epigenética implica la metilación del ADN, la Impresión 
genómica, los efectos maternos, el silenciamiento de genes y 
la edición de ARN [213-215]. La metilación del ADN, que 
es una de las modificaciones epigenéticas mejor estudiadas, 
incluye fosforilación, 

Fig. 5 Un diagrama esquemático explicando las vías de señalización de TLR4 y TLR9 responsables por la citotoxicidad inducida por los 
GFNs. Los GFNs pueden ser reconocidos por los TLR, activando así IKK e IκB mediante un mecanismo dependiente de MyD88, lo que 
resulta en la liberación de subunidades NF-κB e inicia translocación en el núcleo. Por lo tanto, factores proinflamatorios se transcribieron 
y segregaron fuera del núcleo, modulando respuestas inmunitarias iniciando autofagia programada, apoptosis y necrosis
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ubiquitinación y ribosilación de ATP y puede conducir al 
remodelado de la cromatina [197, 216, 217]. Un artículo reciente 
informó que la exposición a SL-GO/FL-GO resultó en 
hipermetilación global del ADN a través de regulación 
ascendente de los genes DNMT3B y MBD1; tratamiento con el 
GNP causó hipometilación al disminuir la expresión de los 
genes DNMT3B y MBD1 [216]. GO podría activar la vía de 
regulación miRNA-360 para suprimir la cascada de señalización 
de daño-apoptosis del ADN al afectar al componente de CEP-1 
[218]. En conjunto, estos datos sugieren que GFNs podrían 
causar cambios sutiles en la programación de la expresión 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 exposición a GFNs.

Para concluir, muchos estudios han discutido los 
mecanismos representativos de la toxicidad de GFNs que 
implican cuatro vías de señalización: TLR, TGF-β, TNF-α y 
MAPK. Estas cuatro vías de señalización 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 sí. 
Además, el estrés oxidativo parece desempeñar el papel más 
importante en la activación de estas vías de señalización. 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 vías de señalización 
de la toxicidad de GFNs investigadas en documentos hasta 
la fecha son solo una pequeña 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 biológicas adversas y citotoxicidad 
[32, 118, 135, 138, 192]. Estos resultados inconsistentes 
podrían haber sido causados por varios factores, incluidos los 
diferentes grupos de investigación, varios modelos celulares 
o animales y las diferentes caracterizaciones fisicoquímicas
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 más detallados y precisos de toxicidad.

En primer lugar, la caracterización fisicoquímica detallada 
es imprescindible en futuros estudios de toxicidad de GFNs. 
En los experimentos, las descripciones de las características 
de GFNs deben incluir su tamaño, morfología, area 
superficial, carga, modificaciones superficiales, pureza y 
aglomeración [88, 141, 148, 162]. Debido a que estos 
factores fisicoquímicos influyen en gran medida

n la toxicidad y biocompatibilidad de GFNs, diseños 
experimentales deben considerar un solo factor y excluir 
otros factores interferentes. También se deben proporcionar 
detalles del proceso de fabricación porque los residuos 
oxidativos formados podrían alterar en gran medida la 
estructura superficial del grafeno y el GO durante la 
funcionalización [151]. Es importante destacar la necesidad 
de establecer un único método universal en la tecnología del 
grafeno, que permita una mejor comparación de los datos de 
diferentes estudios o laboratorios.

En segundo lugar, diferentes criterios de observación, 
parámetros y selección de métodos experimentales podrían 
inducir grandes variaciones entre laboratorios [220, 221]. Por 
ejemplo, los ensayos del  MTT siempre no predicen con 
exactitud la toxicidad del grafeno porque la reducción 
espontánea da lugar a una señal 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 exclusión azul de tripano [106, 
222]. Además, el ensayo de cometas a menudo muestra niveles 
más altos de daño en el ADN que el ensayo de micronúcleos 
porque el primero mide la lesión reparable y el segundo mide 
el daño genético que queda después de la división celular [159, 
223]. Por lo tanto, se requiere precaución al elegir el ensayo 
más adecuado para evaluar la toxicidad de los materiales de 
grafeno y evitar resultados falsos positivos.

En tercer lugar, la selección de líneas celulares es de vital 
importancia porque las líneas celulares cancerosas tienden a ser 
sensibles o resistentes dependiendo de sus antecedentes 
genéticos. Las mismas nanopartículas de grafeno pueden causar 
diferentes reacciones dependiendo de diversos orígenes 
celulares. Se deben utilizar líneas 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 
fisicoquímicas y la toxicidad de los GFNs.

En cuarto lugar, la vía de administración de GFNs 
desempeña un papel muy importante en los estudios de 
toxicidad, y diferentes métodos de administración darán lugar 
a diferentes reacciones toxicológicas [32, 53]. Por lo tanto, la 
ruta y el período de exposición deben elegirse cuidadosamente 
de acuerdo con el objetivo del estudio. La administración de 
fármacos nasales se utiliza a menudo para estudiar la 
neurotoxidad de los nanomateriales [230, 231], pero este 
método de administración rara vez se ha aplicado en las 
pruebas de toxicidad de los GFNs. Estudios toxicológicos de 
GFNs en el sistema nervioso son raros, y el mecanismo no está 
claro y debe estudiarse más a fondo en el futuro. Recientes 
estudios toxicocinéticos que involucran la absorción, 
distribución, metabolismo, acumulación y excreción de GFNs 
a través de diferentes
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 rutas de exposición han dado algunos resultados, pero están 
lejos de ser suficientes para aclarar los complejos mecanismos 
internos. Por ejemplo, se necesitan más estudios para 
comprender los mecanismos moleculares específicos de GFNs 
que pasan a través de las barreras fisiológicas y la cantidad de 
acumulación o el período de excreción de GFNs en los tejidos. 
Además, dado el aumento de la exposición de los seres 
humanos a GFNs, la evaluación de la toxicidad sistémica en el 
cuerpo humano es indispensable en futuros estudios.
    En quinto lugar, otra cuestión importante que requiere 
atención es el destino a largo plazo de GFNs después de entrar 
en el cuerpo o ser absorbidos por las células. Los estudios más 
recientes han consistido en evaluaciones de toxicidad a corto 
plazo [89, 232], y las lesiones tóxicas a largo plazo no han 
recibido mucha atención desde la aplicación generalizada de 
GFNs en 2008. Además, 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 exposición a 
corto plazo. Se necesitan estudios ampliados para determinar 
si los tiempos de tratamiento más largos influyen en el 
potencial nanotóxico de GFNs.
    En sexto lugar, es necesario descubrir y dilucidar vías de 
señalización más específicas en el mecanismo de toxicidad de 
GFNs. Actualmente, se han ilustrado y aceptado ampliamente 
varios mecanismos de toxicidad típicos 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 vías de señalización 
específicas de estos mecanismos. Las vías de señalización 
implicadas en la toxicidad de otros nanomateriales también 
pueden ser relevantes en el estudio de GFNs. Por lo tanto, se 
deben detectar más vías de señalización en futuras 
investigaciones. Por ejemplo, se ha considerado en numerosos 
estudios de nanomateriales la nanoepigenética, lo que 
también es útil para evaluar la toxicidad limitada y los efectos 
secundarios de GFNs. En recientes estudios se han 
demostrado que GFNs podrían causar cambios epigenéticos y 
genómicos que podrían estimular la toxicidad física y la 
carcinogenicidad [234]. GFNs tienen áreas de superficie 
elevadas, superficies continuas lisas y biopersistencia, 
similares a las propiedades de los implantes tumorígenos de 
estado sólido. Se desconoce si GFNs tienen el potencial de 
inducir sarcómas de cuerpos extraños y, por lo tanto, se deben 
realizar estudios definitivos de las potencialidades tumorales o 
los riesgos del grafeno lo antes posible.

Conclusiones
En los últimos años, se han utilizado GFNs ampliamente en 
variada gama de campos tecnológicos y biomédicos. Actualmente, 
la mayoría de los experimentos se han centrado en la toxidad de 
GFNs en los pulmones y hígado. Por lo tanto, los estudios de 
lesión cerebral o neurotoxicidad merecen más atención

en el futuro. Muchos experimentos han demostrado que 
GFNs tienen efectos secundarios tóxicos en muchas 
aplicaciones biológicas, pero se necesita urgentemente un 
estudio en profundidad de los mecanismos de toxicidad. 
Además, los resultados contrastantes con respecto a la 
toxicidad de GFNs deben abordarse mediante métodos 
experimentales eficaces y estudios sistemáticos. Esta revisión 
proporciona una visión general de la toxicidad de GFNs 
resumiendo toxicocinética, mecanismos de toxicidad y 
factores de influencia, y tiene como objetivo proporcionar 
información para facilitar una investigación exhaustiva sobre 
hemocompatibilidad in vitro e in vivo y biocompatibilidad de 
GFNs en el futuro. Esta revisión ayudará a abordar los 
problemas de seguridad antes de las aplicaciones clínicas y 
terapéuticas de GFNs, que serán importantes para un mayor 
desarrollo de GFNs en aplicaciones biológicas.

Abreviaturas
AM: Macrófagos alveolares; BBB: barrera hematoencefálica; BEB: Barreras sangre-
epidimo; BTB: barrera sangre-testiculos; CR: receptor del complemento; FcgR: 
receptor de Fcg; FLG: grafeno de pocas capas; GFNs: nanomateriales de la familia 
del grafeno; GNS: nanoláminas/nanohojas de grafeno; GO: óxido de grafeno; GO-
COOH: óxido de grafeno carboxilado; GO-DEX: GO-dextran; GO-MB:  GO-
molecular beacon; GO-NH2: GO aminado; GO-PAA: GO funcionalizado 
poli(ácido acrílico); GO-PAM: GO funcionalizado con poli(acrilamida); GO-PEG: 
Derivados de PEGylated GO; GO-PEI: GO-polietilenimina; GQD: puntos cuánticos 
de grafeno; GSH-PX: glutatión peroxidasa; GXVG: Carboxil grafeno; LDH: Lactato 
y deshidrogenasa; MALDI: Desorción/ionización láser asistida por matriz; MAPKs: 
Proteína quinasa activada por mitógenos; MDA: Malondialdehído; MØ: 
Macrófago; MR: Receptor de manosa; MSI: Imágenes de espectrometría de masas; 
Células PC12: células de feocromocitoma de rata; PCGO: nanopartículas de óxido 
de grafeno recubiertas de proteínas; PrGO: Óxido de grafeno reducido PEGilado; 
RES: Sistema reticuloendotelial; rGO: Óxido de grafeno reducido; ROS: Especies 
reactivas de oxígeno; SOD: Superóxido dismutasa; TLR: Receptor similar al peaje
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Un resumen del artículo Toxicidad
de las nanopartículas de la familia del 
grafeno: una revisión general de los 

orígenes y mecanismos.

El grafeno se descubrió en 2004. Aislado de los cristales de grafito, está formado por 
hojas de un átomo de grosor cada una. El óxido de grafeno es uno de los diversos 
derivados del grafeno y sus características únicas han hecho que se utilice en 
diversos campos, incluyendo aplicaciones biomédicas como la administración de fármacos. 
Los datos sobre su toxicidad se basan en una combinación 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 inhalación o la inyección subcutánea- 
influye en el lugar donde acaba en el cuerpo y en su grado de toxicidad. Se necesita más 
investigación para comprender el impacto del óxido de grafeno administrado 
por vía subcutánea, como ocurre con las vacunas de ARNm Covid-19.

¿Qué hace que el grafeno sea tóxico?
El grado de toxicidad depende de sus características, desde el tamaño del material hasta su 
concentración, estructura superficial y carga.

• Dosis: las concentraciones más altas de GO tienden a causar más daños: en un estudio,
una dosis alta causó toxicidad crónica, con depósitos de GO en los pulmones, el hígado,
el bazo y los riñones.

• Tamaño: el lugar en el que los nanopartículas de grafeno acaban en el cuerpo y el
impacto que tienen depende de su tamaño. Es necesario investigar más sobre este
tema.

• Estructura de la superficie: Los NGF en general pueden alterar la función y la estructura
de las membranas celulares y las proteínas. El OG puede insertarse entre los pares de
bases del ADN de doble cadena y perturbar la información genética.

• 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 destrucción de los
glóbulos rojos.

• Modificación de la superficie: los estudios concluyen que la alteración de la superficie
de los NGF mediante sustancias como el PEG (un proceso denominado
funcionalización) disminuye en gran medida la toxicidad. Sin embargo, dado su elevado
potencial de absorción por parte de las células, se necesitan más estudios para evaluar
los posibles efectos a largo plazo.

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

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



¿Qué efectos tiene en el organismo? 
Una vez más, 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 pequeño tamaño, los nanomateriales de grafeno -incluido el óxido de grafeno 
(OG)- pueden atravesar las barreras de protección existentes en el organismo e 
introducirse en el cerebro, la placenta y, potencialmente, los testículos. En lo que respecta 
a la placenta, algunos estudios han descubierto que ésta no impide la transferencia de 
nanopartículas al feto, lo que tiene un impacto significativo en el desarrollo del mismo. 

El óxido de grafeno puede dañar los órganos internos
El óxido de grafeno puede causar una inflamación aguda y lesiones en los órganos vitales. 
En los pulmones, se ha descubierto que causa inflamación, edema pulmonar y la 
formación de granulomas. Se ha investigado muy poco sobre la toxicidad de los NGF en 
otros órganos como el hígado, el bazo y los riñones. 

Las NGF pueden dañar el sistema nervioso central
Los nanomateriales de grafeno se utilizan cada vez más en neurocirugía, y los estudios se 
han centrado principalmente en sus aplicaciones más que en su toxicidad. Sin embargo, 
los estudios muestran que estos materiales pueden disminuir el nivel de ácido 
ribonucleico y su tasa de síntesis, lo que perjudica el desarrollo de los tejidos cerebrales. 
Se están realizando más estudios sobre su toxicidad. 

El OG daña el sistema de reproducción y desarrollo
Los estudios en animales muestran que el OG y el OG reducido (rGO) dañan a los 
embriones. Un estudio en ratones descubrió que todas las hembras preñadas a las que se 
les inyectó rGO sufrieron abortos, independientemente de la dosis. La mayoría de los 
ratones a los que se les administró una dosis alta murieron, y sus crías 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, tamaño y dosis, pero se ha descubierto que daña los glóbulos rojos y los 
linfocitos T. 

El OG daña y destruye las células
Los nanomateriales de grafeno en general alteran la viabilidad, la forma, el tamaño y la 
estructura de las células. El OG disminuye específicamente la adhesión 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 núcleo y el endoplasma de las células. Los derivados del OG disminuyen 
drásticamente la expresión de los genes diferenciales responsables de la estructura y la 
función de la membrana celular. 

El OG puede desencadenar el cáncer y acelerar el envejecimiento

La interacción del OG con las células provoca un gran estrés oxidativo que puede 
desencadenar la generación de células cancerígenas y acelerar el envejecimiento. 
El estrés oxidativo inducido por el OG se ha relacionado con el daño pulmonar agudo, la 
muerte celular y el daño del ADN.

La interacción del OG con las células provoca un gran oxidativo que puede 
desencadenar la 
ción de células cancerosas, provocar la mutación de las células y acelerar el 
envejecimiento. El estrés oxidativo inducido por el OG ha sido implicado en el daño 
pulmonar agudo, la muerte celular y el daño del ADN. 



El OG daña las mitocondrias
Las mitocondrias son los centros energéticos vitales de las células. Los estudios han 
revelado que la exposición al OG puede reducir el número 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 daña el ADN
El pequeño tamaño del OG, su elevada superficie y su carga superficial podrían causar 
graves daños en el ADN. Aunque el OG no pueda entrar en el núcleo 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 aberración del ADN. La interacción entre el 
grafeno y los pares de bases del ADN puede deformar gravemente los pares de bases 
finales del ADN. El OG también puede causar mutaciones que podrían conducir al desarrollo 
de cáncer, y si esas mutaciones se producen en las células reproductoras, podrían afectar a 
la fertilidad y amenazar la salud de la siguiente generación. 

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, así como la necrosis, una forma de muerte celular 
que se produce como resultado de una infección o una lesión. 

El OG provoca cambios epigenéticos
Los datos sugieren que los NGF, incluido el OG, podrían modular los cambios epigenéticos 
que provocan cambios sutiles en la programación de la expresión 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? Además, se desconoce si los NGF 
podrían inducir sarcomas de cuerpo extraño, por lo que se necesitan urgentemente más 
estudios al respecto.
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