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Abstract

During decades, countless experiments conducted on the XX century attempted to create a
viable and usable sample of 2D allotrope of carbon: graphene. However it was considered too
unstable and impossible to obtain through physical methods. Even though the theoretical
capabilities of the material were outstanding, all attempts failed and its destiny seemed to be
nothing but descriptions and theories in books. Until in 2004, scientists of the University of
Manchester in England developed a method to obtain stable and functional graphene, a
discovery that during the last decade would trigger an explosion of research in all fields of
science. This article introduces the reader to the discovery and consequent develop of
applications of graphene to the medical field.

Resumen

El carbono es uno de los materiales mas comunes del mundo, de hecho es el cuarto mas comun,
y durante décadas se ha especulado acerca de sus posibles aplicaciones en su forma de grafeno.
De hecho, el grafeno se consider¢ inestable e imposible de obtener por mucho tiempo, tanto asi
que sus posibles aplicaciones y caracteristicas tinicas parecian ser simples teorias en los libros
de ciencia. Sin embago, todo cambié cuando cientificos de la Universidad de Manchester,
Inglaterra, publicaron sus inesperados resultados acerca del estudio de este material en el afo
2014. Este articulo repasa la historia del grafeno, sus caracteristicas tinicas y algunas de sus
aplicaciones médicas.
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I. INTRODUCCION

La medicina ha mutado de formas que algunos sospecharon y otros no, desde el
descubrimiento del microscopio de luz, que nos llevd a ver los primeros microorganismos hasta el
siguiente paso logico: la invencion de quimicos contra esos microorganismos dada su relacion con
miles de enfermedades letales. La medicina a lo largo de su historia ha luchado, evolucionado y
cada cierto tiempo lo hace de manera veloz, agresiva y existen gran cantidad de cientificos
alrededor del mundo que piensan que un nuevo cambio estd ocurriendo en nuestra época.
Vivimos en la época de la medicina basada en evidencia, guias de practica clinica, medicina
molecular y microscopica, e innovadores a nivel mundial buscan el siguiente gran avance, la nueva
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pauta, el siguiente paso que deslumbre al mundo. El grafeno ha irrumpido en practicamente todas
las disciplinas que conocemos y la medicina no es la excepcion, desde aplicaciones tangibles como
su uso por sus cualidades unicas electrotérmicas en Optica y protesis, pasando por antibiotico-
terapia y finalmente a nivel molecular contra células cancerigenas especificas. Lo que hace 10 afios
era impensable es nuestra realidad. A continuacién una breve vision de los cambios que se estan
viendo en el mundo y en la investigaciéon médica y que se relacionan con el grafeno.

II. HISTORIA Y PROPIEDADES

El carbono se encuentra en la naturaleza en cantidades desorbitantes, a diferencia del silicon,
su facil y poco costoso acceso podria cambiar todos los paradigmas de la industria moderna que
conocemos. Algunos autores han hablado desde la irrupcion del grafeno como una nueva fiebre
del oro, ;pero que es el grafeno exactamente? El grafeno es una forma de carbono que consiste de
hojas con el grosor de un atomo, alineado en forma de colmena o hexagono [11] (Figura 1).

FIGURA 1. Estructura atomica del grafeno (Tomado de A K Geim, K S Novoselov. (2007). Rise of graphene.
Nature Materials 6. 183—-191. doi:10.1038/nmat1849)

Hasta ahora nada fuera de lo extraordinario, dado que todo el mundo conoce varios
alotropos de carbono, entre los mas famosos seguramente el grafito, que todos usamos alguna vez
para escribir, y los diamantes. Entonces, ;qué tiene de singular este aloétropo?. El grafeno es 300
veces mas fuerte que el acero, mas fuerte que los diamantes, es maleable y permite doblarlo con
facilidad, es mejor conductor eléctrico que el cobre y tiene propiedades de conduccién térmicas
superiores a la mayoria de los materiales de uso cotidiano y su caracteristica principal que lo ha
definido es ser el primer material en 2 dimensiones a nuestra disposicion (sus electrones solo
pueden moverse invariablemente en 2 dimensiones) [10].

Desde finales del siglo XIX, los cientificos intentaron desarrollar el material que es la forma
mas sencilla del carbono, sin éxito, hasta que Wallace publica sus hallazgos acerca del material en
1946. El fisico utiliz6 métodos de extrapolacién con capas de grafeno, lo considerd inestable e
incluso externé que su produccion real era imposible [18]. Posteriormente a inicios del siglo XXI,
tras muchos intentos fallidos, Andre Giem y Kostya Novoselov de la Universidad de Manchester
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concibieron un método innovador e inesperado. Utilizando cinta adhesiva Scotch, pegaron y
despegaron de forma repetitiva capas de grafito hasta que lograron aislar el grafeno de la cinta [10]
(Figura 2). El hallazgo sond tan ridiculo que su articulo fue rechazado en 2 ocasiones a pesar de
que los resultados fueron innegables, tanto que en 2010 ambos fueron galardonados con el premio
Nobel en Fisica.
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FIGURA 2. Imagen ilustrativa del proceso de Giem y Novoselov (Tomado de K S Novoselov, A H Castro Neto.

(2012) Two-dimensional crystals-based heterostructures: materials with tailored properties. Physica scripta. T146
014006. doi:10.1088/0031-8949/2012/T146/014006)

En la actualidad, las investigaciones con grafeno son casi incontables y es posible encontrar
aplicaciones en el campo de la biomedicina y la medicina translacional. Por lo anterior, a
continuacion, se presentan los estudios relacionados a sus efectos sobre el organismo y los cambios
que su uso esta causando en la medicina, en el lapso de los tltimos ultimos 5 afios.

III. BIOCOMPATIBILIDAD Y SEGURIDAD

Los autores Yang et al. (2013) y Duch et al. (2011) han realizado multiples estudios acerca
de los efectos de la interaccion del cuerpo con el grafeno y sus derivados. El grafeno no se utiliza
de forma aislada, sino que debe pasar por varios procesos que le permitan su utilizacién segura y
funcional en el cuerpo (hacerlo biocompatible). Lo anterior consiste en su transformacion a 6xido
de grafeno PEGilado (Colocacion de una capa de polietilenglicol a 6xido de grafeno) y la
subsecuente adicidon de farmacos como doxorrubicina en el centro de la molécula o radiomarcacion
con I'* y agregar en la superficie ligandos estilo complejo antigeno-anticuerpo [12]. (Figuras 3 y
4).

Por ejemplo, un problema de biocompatibilidad se encontr6 en el 2011 debido a la
acumulacién a nivel pulmonar de o6xido de grafeno que resultdé en lesiones pulmonares
persistentes y severas, aunado a esto se aumento el nivel de respiracion mitocondrial, que a su vez
aument¢ la cantidad de especies de radicales libres, activando vias de inflamacion y apoptosis
resultando en estados protromboticos. Sin embargo, mediante procesos de pristinacion y
dispersion se lograron eliminar estos efectos nocivos [5]. Posteriormente en 2012 se publicé una
revision de la biocompatibilidad y seguridad de los materiales pertenecientes a la familia del
grafeno donde se advertia de la similitud al asbesto y la misma capacidad de generar granulomas
y tumoraciones tipo cuerpo extrafo si se llegaba a ciertas cantidades del agente, no obstante, se
menciona que cambios en la estructura de superficie del grafeno y derivados disminuyen sus
efectos sobre el cuerpo de manera considerable [17]. Finalmente es importante mencionar el énfasis
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que se pone en los riesgos por la inhalacién del grafeno y sus derivados, dado que las
investigaciones existentes son claras en los dafios que pueden ocurrir por acumulacién y que
quedan evidenciados en varios estudios realizados en ratones acerca de la toxicologia,
biodistribucién y farmacocinética entre los afos 2011 y 2013. Ademads, de la pobre o casi nula
absorcion enteral del grafeno y derivados, se demuestran resultados concluyendo en la seguridad
de utilizar 6xido de grafeno con cobertura de polietilenglicol, lo que mejora notablemente su
biocompatibilidad [19-21].

FIGURA 3. Adicion de anticuerpos y quimioterapia a la superficie de nanotubos (grafeno en forma de tubo)
biocompatibles. (Tomado de Zhuang Liu, S. M. (2009). Preparation of carbon nanotube bioconjugates for biomedical
applications. Nat Protoc., 1372-1382.)

GO

FIGURA 4. Oxido de grafeno biocompatible usando polietilenglicol (Tonmado de Kai Yang, L. F. (2013).
Preparation and functionalization of graphene nanocomposites. NIH-PA, doi:10.1038/nprot.2013.146.
Obtenido de NIH-PA).
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IVv. APLICACIONES BIOMEDICAS

El grupo de aplicaciones es enorme pero los campos que estan desarrollando nuevas
investigaciones incluyen: entrega de drogas, parasitologia, ingenieria de tejidos, antibacteriales,
terapia contra cancer e imagenes y diagndstico con sensores [16]. En el campo de los antibacteriales
se han hecho descubrimientos acerca de las propiedades del grafeno y su familia sobre el
crecimiento bacteriano, estudios sobre las acciones especificas contra Escherichia coli y
Staphylococcus aureus, dos de las bacterias mas problematicas en la actualidad clinica. En este
caso particular de dichas bacterias se concluy6 que al poner un film de grafeno con cobre, la
constante transferencia de electrones de la célula bacteriana al grafeno y posteriormente al cobre,
resultaba para ambas bacterias en incapacidad de respiracion celular y pérdida de potencial de
membrana, lo que provocaba muerte celular. Lo anterior se puede apreciar en los cultivos de la
figura 5 [8].

Otro estudio utilizé nanotubos de carbono PEGilados por primera vez y se le adiciond una
capa de plata en busca de eliminar el patdogeno Salmonella typhimurium resistente a la
antibioticoterapia tradicional que ocasiona problemas clinicos. Anteriormente los nanotubos con
plata habian demostrado potencial antibidtico pero su toxicidad contra las células humanas habia
levantado preocupaciones acerca de su seguridad. Sin embargo, en este estudio se demostrd la
seguridad de los nanotubos con plata PEGilados al ser usados también con 3 lineas celulares
(hepatocelular, pulmonar y macréfagos) y se obtuvieron valores de MIC suficientes a los que se
presentaba la muerte bacteriana por dafio a la membrana celular, formacién de especies reactivas y
expulsion del contenido celular, sin ser dafiinos a las células humanas [2].

Por su parte, en el caso de la entrega de drogas un ejemplo a citar es el uso de la
doxorrubicina, un quimioterapéutico con afinidad por el grafeno, que aprovecha las propiedades
de células cancerigenas para ser liberado en mayor cantidad en su interior, el cual es mencionado
en numerosos estudios por Yang et al. (2008), Depan et al. (2011), Mendes et al (2013), Bai et al
(2010) y Zhao et al (2015). Todos los estudios utilizan valores definidos de pH, concentracién de sal
y cisteina para lograr la liberacion especifica en células tumorales [16]. El uso de sistemas
especificos de entrega son bastos, pero se pueden citar: la combinacion de doxorrubicina con
camptothecina, usando acido félico como marcador demostrando mejor actividad que el uso de
quimioterapia sin dxido de grafeno como transporte [26] y el péptido chlorotoxina conjugado con
oxido de grafeno cargado con doxorrubicina, los cuales logran una mayor muerte celular en un
glioma que anteriormente era raramente satisfactoria debido a su poca entrega al sitio diana [25].
Otro ejemplo es el uso de TRC105 un anticuerpo monoclonal que se une a CD105 (endoglin, un
marcador de superficie vascular encontrado en angiogénesis) en la superficie de 6xido de grafeno.
En este estudio se demostro la excelente estabilidad y especificidad de los reactivos y a través de
PET (tomografia por emisién de positrones) se localizaron los puntos especificos donde se
encontraba el tumor, lo que tiene gran significancia en la entrega de drogas y el uso de terapia
fototermal [6].

Las células madre tumorales son un punto de inflexion clinica, dificiles de identificar y atn
mas dificiles de eliminar, y existe poca informacion de como manejarlas. A pesar de lo anterior, se
cree que son fundamentales en el tratamiento de tumores quimio y radio resistentes. El 6xido de
grafeno tiene selectividad por dichas células, al punto que lineas celulares pertenecientes a mama,
ovario, prdstata, pulmdn, pancreas y glioblastoma han demostrado afinidad. Ademas el 6xido
tiene la capacidad de prevenir la formacion de esferas tumorales y de diferenciar las células no
malignas, de tal forma que funcione funciona no solo como transporte si no como terapia contra
células madre cancerigenas. Esta propiedad ya se habia visto con células madres no malignas
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razon por la cual el grafeno se usa en medicina regenerativa como base para produccion de tejidos.
Estas propiedades significan que el 6xido de grafeno incluso podria utilizarse en lavados de
cavidad peritoneal como en cdncer de ovario para prevenir recurrencias [13]. Estas caracteristicas
serian la base para atacar, por ejemplo, marcadores tumorales en cancer que cldsicamente no
responde a quimioterapia usando marcadores descubiertos recientemente como el CD44 y CD26
en cancer gastrico obtenidos de muestras quirargicas en humanos [15].

FIGURA 5. Fotografias de los experimentos donde se muestra la no presencia de E. coli y S. aureus en un film
de grafeno con cobre. (Tomado de Jinhua Li, G. W. (2014). Antibacterial activity of large-area monolayer
graphene film manipulated by charge transfer. Scientific reports, 4 : 4359 | DOI: 10.1038/srep04359)

Las células tumorales circulantes son otro gran problema de la medicina moderna, ya que
al desprenderse del tumor primario cargan con la informacién necesaria para crear un nuevo sitio
de tumoracion. Ademas, ellas han demostrado ser altamente dificiles de detectar en estadios
tempranos y avanzados. En la Figura 6 se observa la creacion de un chip que consiste en una base
de silicon sobre la cual se colocé una hoja de O6xido de grafeno biocompatible mediante
PEGilizacion en un patrén de oro. A dicho patrén, adicionalmente se le agregé una unién llamada
GMBS que finalmente permite la unién de neutrAvidin y EpCAM (EpCAM, epithelial cell adhesion
molecule, es un anticuerpo que sirve como marcador para detectar la presencia de CTC's de tipo
pancreatico, pulmonar y mama). Al hacer fluir muestras de sangre preparadas con las CTC's en el
chip se logré una deteccion 73 % para 3-5 células por mililitro de sangre, porcentaje que podria
elevarse al subir el numero de células. Estas detecciones podrian cambiar totalmente el futuro de
los pacientes [7].
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FIGURA 6. Estructura de la unién grafeno-CTC. (Tomado de Hyeun Joong Yoon, T. H. (2013). Sensitive capture
of circulating tumour cells by functionalised graphene oxide nanosheets. Nat Nanotechnol., 735-741)

Algunos autores resaltan que, aunque se logre introducir en células diana, la liberacion del
medicamento adherido al grafeno es poco controlable en tiempo real, si esto se basa en
mecanismos pasivos o pH/redox. Por esta razon, se intentd estimular y controlar la liberacion
mediante estimulos eléctricos, pero el problema fue que el nivel de voltaje resulté dafino para los
tejidos. Usando un polimero conductor como base, se adicionaron 3 elementos PPy (pirrol), éxido
de grafeno y dexametasona, los 2 altimos como aniones para balancear las cargas positivas en el
momento de la sintesis con el polimero conductor que es la base para la liberacion de las moléculas
de dexametasona con la estimulacion eléctrica controlada. El 6xido de grafeno no se libera por su
tamafo y permite la liberacion tinicamente de la dexametasona de manera lineal y controlada, por
lo que mediante este método se permitiria una terapia adaptada a cada paciente. Ademas, se probd
la toxicidad de este material en relaciéon a neuronas donde no se encontr6é evidencia de dafio
bioldgico [4].

En el caso de los biosensores se puede mencionar el aprovechamiento de las propiedades
electrocataliticas de la combinacién de nanotubos con 6xido de grafeno reducido como base para la
medicion de glucosa, NADH y farmacos como acetaminofén y valaciclovir todos con excelentes
resultados. Aunque especificamente con glucosa, los autores son claros que la tecnologia no esta
cerca para reemplazar a los métodos de primera y segunda generacion tradicionales [3,22].

La ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa probablemente sean uno de los puntos
mas sorprendentes de la utilizacion de grafeno. Durante afios se han utilizado diversas estructuras
como andamio para lograr el crecimiento de nuevos tejidos, con la utilizacién de grafeno y
derivados se han encontrado resultados promisorios [16]. Implantes de 6xido de grafeno — Ti
cargados de BMP's (bone morphogenetic proteins) y factores de sustancia P han demostrado
capacidad para estimular el crecimiento dseo [27]. Ademads se ha demostrado que fibrina-grafeno
hidroxipatita es una excelente plataforma para el crecimiento y maduracion osteoblastica [29]. Al
emplear la técnica de capa sobre capa para la formacién de miocardio se encontrdé que usar poli-L-
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lisina (PLL) mas d6xido de grafeno como nanoparticulas para la base de la técnica, resultd en
creacion de capas mas gruesas y grandes que las que se lograron previamente usando fibronectina,
gelatina y nano filmes [28].

V. CONCLUSIONES

Algunas aplicaciones no se mencionan a profundidad, como las técnicas de imagen y
terapia fotodindmica, sin embargo la idea de introducir al lector al mundo del grafeno y sus
aplicaciones se exploro. Si bien durante los ultimos 5 afos se ha publicado mucha informacién
mucha informacién acerca del grafeno, es claro que falta mucha investigaciéon y experiencia
sobretodo clinica. La informacion sobre el perfil toxico y de biocompatibilidad es probablemente lo
mas controversial y es la piedra angular del avance que se debe dar, si bien la mayoria de la
investigacion arroja resultados positivos en este sentido. Revisando la bibliografia parece cuestion
de tiempo para que el grafeno se vuelva tan importante como otros materiales, considerados
demasiado peligrosos en el pasado, tales como los utilizados en quimioterapia y radioterapia. Sin
importar la literatura que se revise, casi todos los autores parecen estar de acuerdo con que en este
momento la imaginacion es el limite para seguir avanzando.
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