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RESUMEN:

El 6xido de grafeno es un alétropo de carbono que resulta ser un material que posee
propiedades intrinsecas Unicas, como su gran ligereza, flexibilidad y capacidad de
adsorcién. Estas caracteristicas permiten a este compuesto ser un material de gran
versatilidad, pudiendo ser funcionalizado o utilizado como tal para multitud de
aplicaciones biomédicas. Entre ellas, transportar moléculas biolégicas, conjugarse con
otras moléculas y farmacos para mejorar su efecto terapéutico o incluso detectar ADN,
glucosa y células tumorales en muestras bioldgicas. Estas propiedades lo hacen un
material extraordinario para ser usado en terapéutica, siendo util en el abordaje del
cancer, la terapia antimicrobiana, la terapia fototérmica o la terapia génica. Aunque no
todas sus aplicaciones se mueven en el ambito de la medicina o la farmacologia, resulta
resefiable su gran auge en la investigacion biomédica tras su aislamiento a partir del
grafito en 2004, siendo una molécula englobada en muchas lineas de investigacion que

no dejan de mostrarnos beneficios y utilidades nuevas de este compuesto.

Palabras clave: Oxido de grafeno, cancer, ADN, aplicaciones biomédicas.
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1. INTRODUCCION

1.1. Oxido de grafeno: Origen y desarrollo

El grafeno es un material constituido exclusivamente por carbono, de estructura
bidimensional planay policiclica que ha sido estudiado durante décadas y cuyo método
de aislamiento a partir del grafito ha supuesto un gran avance en cuanto a su facilidad
de obtencién y la comprensién de su estructura y comportamiento. Tanto el alétropo
puro como su forma oxidada son materiales de bajo coste, resistentes y de una elevada
flexibilidad. Estas propiedades, junto con su facil proceso de aislamiento y sintesis, los
convierten en materiales versatiles y con potenciales aplicaciones en ambitos muy

diversos como la electrdnica o la medicina.

Aunque el grafeno ha sido objeto de estudio durante varias décadas, se habia
considerado como un material tedrico que se presuponia imposible de encontrar en
estado libre en la naturaleza (Ghany et al., 2017). No fue hasta 2004 cuando los fisicos
Andre Geim y Konstantin Novoselov, en una investigacion llevada a cabo en la
Universidad de Manchester, consiguieron desarrollar un sencillo método de aislamiento
del grafeno a partir del grafito y por ello fueron merecedores del Nobel de Fisica en 2010

(Lee et al., 2016).

Graphene Structure K Novoselov

Figura 1. Andre Geim y Konstantin Novoselov junto a la estructura plana del grafeno

(ITB Monash research academy, 2018).

Dado que el grafito se trata de un material barato, accesible y de facil manipulacién, a

raiz de esta técnica de aislamiento comienza un notable avance en la investigacion del
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grafeno, conociéndose propiedades de gran importancia como su elevada area
superficial y descubriéndose utilidades en muchos contextos nunca antes previstas
como su utilidad en la transfeccidn de genes en terapia génica, el abordaje terapéutico
del cancer o la detecciéon de moléculas de ADN en una muestra (Lee et al., 2016). El 6xido
de grafeno (GO) surge, a raiz de este auge, como una de las muchas modificaciones del

grafeno puro que han resultado ser de utilidad.

1.2. Estructura y sintesis

El grafeno como aldtropo del carbono posee como caracteristica estructural principal la
disposicién de anillos de 6 &tomos de carbono interconectados constituyendo una red
multihexagonal en forma de panal de abeja, esta estructura tan particular puede ser
entendida conceptualmente como una macromolécula aromatica bidimensional (Wang
et al., 2011). La oxidacion de este compuesto da lo que entendemos como éxido de
grafeno, que posee una estructura mixta con varios atomos de oxigeno contenidos en
grupos funcionales de distinta naturaleza como epdxidos, hidroxilos y carbonilos unidos

ala estructura plana del grafeno, tal y como se muestra en la figura 2 (Singh et al., 2017).

Figura 2. Estructura bidimensional plana del éxido de grafeno (Royal Society Of

Chemistry, 2015).



Estos grupos funcionales unidos a la estructura del grafeno le confieren propiedades que
son potencialmente Utiles para su aplicacidon en muchos dmbitos del campo tecnoldgico,

asi como su utilizacion en investigacidn y practica biomédica (Singh et al., 2017).

En cuanto a la obtencién del 6xido de grafeno, actualmente las técnicas de sintesis de
este compuesto se engloban en dos grupos principales denominados “top down” y

“bottom up” (Smith et al., 2019).

4

“Top down”

El recurso primario de obtencién es el grafito, cuya transformacién a 6xido de grafeno
se logra mediante técnicas que consiguen separar de este material las placas de grafeno
gue lo conforman. Las técnicas empleadas son la exfoliacion mecdnica con cinta
adhesiva, la intercalacion de iones entre las placas, la exfoliacidon en fase liquida o la
deposicion fisica o quimica de vapor (Smith et al., 2019; Murugan et al., 2019).
Normalmente, la obtencion del éxido de grafeno por esta via se consigue a través de la
oxidacion del grafito a base de una mezcla de agentes oxidantes fuertes, que separan
las capas de grafeno que conforman el grafito y resultan en una rotura parcial de su
estructura hibrida sp?. Una vez realizado este paso, se requiere de un proceso de
exfoliacion en el que el 6xido de grafito dispersado en agua deriva en lo que conocemos

como 6xido de grafeno (Lee et al., 2016).

4

‘Bottom up”

En este caso, se parte de varios compuestos orgadnicos gaseosos que poseen carbono en
su estructura, tales como el metano o el propano. Por tanto, es un proceso que depende
directamente de la cantidad de material organico de la que se dispone, siendo éste un
factor limitante (Murugan et al., 2019; Smith et al., 2019). Dado que los métodos
bottom up demandan mucho tiempo y resultan poco agiles, se opta principalmente por

las técnicas top down por su facilidad y rapidez (Smith et al., 2019).
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Figura 3. Esquema de métodos de obtencion de éxido de grafeno y posibles usos

posteriores (Murugan et al., 2019).

Una vez obtenidas las placas bidimensionales de 6xido de grafeno, éste se puede
manipular para formar diferentes estructuras, puede servir de base para transportar
otras moléculas, puede combinarse con otras sustancias para mejorar su accién, entre

otras aplicaciones (Murugan et al., 2019).

1.3. Aplicaciones biomédicas generales

El 6xido de grafeno, gracias a su particular estructura y propiedades, ha demostrado ser
de gran de utilidad en diversas aplicaciones a nivel biomédico, siendo todavia un
material en estudio en muchos campos que competen a la medicina, la farmacologia o

la bioquimica y que estd demostrando ser muy prometedor en estas areas.

En el dmbito farmacolégico, algunas moléculas libres resultan ser inespecificas o no
logran permanecer un tiempo dptimo en la circulaciéon sistémica, como consecuencia de
ello, no logran ejercer su funcién de manera éptima en la diana y dan como resultado
una baja eficiencia terapéutica. Es por ello que una de las aplicaciones mas estudiadas y
eficaces ha sido el uso de éxido de grafeno como transportador de farmacos para

mejorar sus propiedades de transporte y biodisponibilidad (Song et al., 2019).
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Como ésta, muchas otras aplicaciones han resultado de relevancia. Asi, por ejemplo, el
6xido de grafeno es conocido por ser un eficiente biosensor debido a su capacidad para
marcar moléculas orgdnicas que puedan ser detectadas por fluorescencia (Wang et al.,
2011; Lee et al., 2016). Este material podria convertirse en un prometedor antitumoral
y antibacteriano pudiendo ademas ser usado en combinacidén con algunos farmacos
para elevar su potencia anticancerosa o convertirse en un excelente vector de ellos

(Singh et al., 2017).

Alo largo de esta revisidn bibliografica, ademas de las citadas, conoceremos algunas de
las aplicaciones mas recientes que estan en plena evolucién y estudio y que ademas
prometen revelar muchos usos de este compuesto que tendran una utilidad practica en

pocos anos.

2. OBJETIVOS

Los objetivos generales que se persiguen con la realizacion de esta revision bibliografica
son analizar y conocer en profundidad las diferentes aplicaciones del éxido de grafeno
en el ambito médico-cientifico, asi como observar el avance del estudio sobre este

compuesto en los ultimos 5 afios
Como objetivos especificos se marcaron:

-Entender los mecanismos biosensitivos del éxido de grafeno para diferentes tipos de

moléculas bioldgicas.

- Valorar el papel del 6xido de grafeno en la terapia antibacteriana, sus efectos y posibles

aplicaciones.

-Estudiar su utilidad en el transporte de farmacos a través de las diferentes membranas

y entornos bioldgicos.
-Conocer el papel del 6xido de grafeno en la terapia anticancerosa.

-Descubrir su rol en la mejora de la terapia génica.
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3. METODOLOGIA

La metodologia empleada para la realizacion de esta revision ha sido basada en la
consulta y seleccién de informacion recogida en la literatura cientifica y recopilada a
partir de articulos disponibles en tres bases de datos diferentes: Scopus, Sciencedirect y

Web of Science.

Al disponer de muchos recursos y resultados en cuanto al tema que hemos tratado, en
primer lugar, se acotd la busqueda a articulos de revisiéon, metanadlisis y revisiéon
sistematica publicados en los Ultimos 5 afios, empleando el descriptor: “Graphene oxide

biomedical applications”.

Usando estos criterios y acotaciones en las tres bases de datos se obtuvieron los
siguientes resultados en cuanto a numero de articulos disponibles en cada una

(Figura 4):

Resultados

m Sciencedirect ® Scopus = Web of Science

Figura 4. Resultados obtenidos en cada base de datos basandose en los criterios

descritos.

Cabe destacar que en Sciencedirect encontramos el mayor numero de articulos, esto
puede deberse a que esta base de datos recoge articulos pertenecientes a muchos mas
ambitos que las otras dos, por lo que habra mayor niumero de articulos al albergar un

dominio mas extenso.
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Una vez seleccionados y revisados diferentes articulos, acotamos adn mas la busqueda
para centrarnos en varios campos de investigacidon que se encontraron de relevancia,
estos fueron: “Graphene oxide antibacterial”, “Graphene oxide biosensor”, “Graphene
oxide drug delivery” y “Graphene oxide cancer”, obteniéndose el numero de

publicaciones que se recoge en la Tabla 2 y la Figura 5.

Tabla 2. NUumero de articulos disponibles en cada base de datos en funcién de las

diferentes palabras clave utilizadas. GO: graphene oxide.

BUSCADOR GO-antibacterial | GO-biosensor | GO- drug delivery | GO-cancer
Sciencedirect 3477 8803 6068 4016
Scopus 845 2090 1518 1055
Web of Science | 1692 2973 2217 1209
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Figura 5. Numero de articulos disponibles en cada base de datos en funcién de los

diferentes marcadores. GO: graphene oxide.

En las tres bases de datos observamos que el marcador para el cudl se dispone de mayor
numero de resultados es para “Graphene oxide biosensor” pudiendo especularse que
para esta aplicacién el o6xido de grafeno ha demostrado tener especialmente

importancia o ha podido tener utilidad en procesos relacionados con esta aplicacién.

Para entender mejor la importancia del 6xido de grafeno en la investigacidon biomédica,
observamos la progresion de articulos publicados en los Ultimos 5 afios, usando las

palabras clave “Graphene oxide biomedical applications” (Figura 6). No incluimos el
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2020 puesto que, al encontrarnos a mitad de afio en el momento de esta revision, no

tendriamos un dato anual y estaria en desproporcién con los otros.

Articulos publicados
3000

2500
2000
1500

1000

500 I I
0 m | I

Sciencedirect Scopus Web of Science

H2015 m20l16 m2017 =2018 m2019

Figura 6. Numero de publicaciones por afio en cada base de datos consultada.

Observamos en la figura 6 una progresion en el nimero de publicaciones tanto en
Scopus como en Sciencedirect, siendo en esta ultima mas notable y clara. En cuanto a
Web of Science, esta progresiéon también se hace patente hasta el afio 2018,
observandose una disminucion en el nimero de publicaciones en el afio 2019. Aun asi,
la vision global en cuanto a las tres es que el 6xido de grafeno y sus aplicaciones

biomédicas sigue siendo un tema notorio en la comunidad cientifica.

Partiendo de esta busqueda, el procedimiento empleado se basé en la consulta de
articulos encontrados primordialmente en Sciencedirect, ya que fue el buscador con

mas articulos disponibles, tanto en total, como en base a los marcadores empleados.

A partir de ahi, segun la informacidn que se iba obteniendo en este buscador,
complementamos y comparamos estos recursos con los otros dos buscadores, teniendo
en cuenta algunos parametros como articulos duplicados o informaciéon adicional.

Ademads de esto, para refinar aun mas la busqueda utilizamos palabras andlogas a las
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empleadas en los marcadores anteriores como: “Graphene oxide antitumoral”,

“Graphene oxide sensor” o “Graphene oxide cellular delivery”.

Como complemento adicional a estos buscadores, ademas, se consultaron algunas
paginas webs para obtener imagenes ilustrativas y diferentes recursos disponibles en la

biblioteca de la Universidad de Sevilla.
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4.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Oxido de grafeno vy terapia antitumoral

La terapia antitumoral es un dmbito que sigue en constante descubrimiento, desarrollo
e investigacion, puesto que el cdncer continla siendo uno de los grandes problemas de
salud de la era moderna. No es de extranar entonces que siendo el éxido de grafeno un
material con tantas ventajas, haya sido investigado en diferentes situaciones que
engloban la terapia antitumoral. La funcionalizacidn del 6xido de grafeno (combinacién
de éste con moléculas reactivas), es el mecanismo fundamental en el que se basan las

aplicaciones en terapia antitumoral.

4.1.1. Biodeteccion de células tumorales

Para entender la formacién de metastasis a partir de un nucleo tumoral localizado es
relevante conocer que las células tumorales se desplazan desde el nucleo a otras partes
del cuerpo a través de la circulacidn sistémica, por lo que resulta vital detectar estas
células para anticiparse al tratamiento y establecer un diagndstico a tiempo (Pramanik

et al., 2018; Safarpour et al., 2020).

Esta deteccion precoz de células tumorales en sangre se ve muy dificultada por dos
hechos: la escasez de estas células (Yue et al., 2019) y los cambios que experimentan
dichas células en su fenotipo, haciendo que los marcadores de membrana cambien vy,
por tanto, los métodos de aislamiento de éstas no sean 100% especificos y utiles en cada
instante de vida de estas células. Por ello, el éxido de grafeno surge como uno de los
nanomateriales emergentes que estan resultando ser de utilidad en este contexto

(Pramanik et al., 2018).

La utilidad del 6xido de grafeno en esta aplicacidon radica en su estructura bidimensional
y en la presencia de grupos funcionales que le confieren alta capacidad de adsorcién de
todo tipo de moléculas (Pramanik et al., 2018). En este dmbito, destaca su combinacidn
con el octredtido (fdrmaco analogo a la somatostatina) marcado con una molécula

fluorescencente para detectar receptores de somatostatina tipo 2, abundantes en
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células tumorales. La técnica se basa en que la molécula fluorescente pierde su
fluorescencia al unirse con el grafeno (proceso conocido como quenching) y la recupera
una vez unido al receptor. Asi el GO junto con octreétido permiten la deteccién de
células y la aplicacién de una terapia (Singh et al., 2017). Veremos mads adelante cdmo

el fendmeno de quenching también se usa en la detecciéon de ADN monocatenario.

4.1.2. Oxido de grafeno y doxorrubicina: Mejoras en la eficacia y ensamblaje

El 6xido de grafeno es un excelente recurso para ser utilizado en la terapia anticancerosa
en combinacién con ciertos farmacos, produciéndose sinergias que aumentan la

toxicidad en células tumorales (Singh et al., 2017; Zang et al., 2012).

Esta aplicacion del éxido de grafeno se sustenta en el hecho de que la bioconjugacién
de este compuesto con otras moléculas como acido fdlico o alendronato (Zang et al.,
2012; Pham et al., 2019) lo convierte en un excelente vehiculo para antitumorales como
la camptotecina o doxorrubicina, haciendo que la citotoxicidad y la especificidad de
estos farmacos sea mayor usando esta técnica que la que tendrian por separado (Zang

et al.,, 2012).

La doxorrubicina es un antitumoral que se ha visto bastante aventajado con esto ya que,
a pesar de ser un fdrmaco muy usado, es una molécula insoluble en medio acuoso, lo

gue genera muchos problemas de biodisponibilidad (Song et al., 2019).

La efectividad de la combinacion GO-doxorrubicina se ha puesto de manifiesto en
canceres de mama, tumores sélidos y metastasis (Prabhakar Arun, 2020). En diversos
articulos encontrados, podemos observar una disminucién de células tumorales tanto
in vitro, usando tejido humanos o murinos, como in vivo en ratones después de haber

sido tratados con alguna bioconjugacidn de 6xido de grafeno y doxorrubicina.

Un ejemplo de ello es la utilizacién de doxorrubicina para fijar de manera mas especifica
el farmaco a las células tumorales por medio de una combinacién de dxido de grafenoy
acido félico. La fundamentacion cientifica que sustenta este fendmeno se basa en la
sobreexpresion de receptores de folato que acontece en células tumorales, receptores

gue se expresan de manera muy limitada en el resto de células somaticas. Por lo que
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esta sobreexpresion de receptores de folato hace que se convierta en una de las
localizaciones clave para fijar el farmaco y atacar a la célula. Esto se hace visible en la
figura 7, en la que se observa como el éxido de grafeno funcionalizado con acido félico
y bioconjugado con doxorrubicina se une de manera especifica al receptor de
membrana, formandose un endosoma que introduce el fdrmaco en el interior por
fagocitosis haciendo que, una vez dentro, la doxorrubicina se libere y ataque a la célula
(Figura 7) (Mufoz et al., 2019). No sdlo es relevante el papel del éxido de grafeno
combinado con acido fdlico para fijar el fdrmaco, sino que ademas se ha demostrado
gue la combinacién de 6xido de grafeno con doxorrubicina también es capaz de elevar
las especies reactivas de oxigeno intracelular, aumentando aun mas el efecto téxico en

la célula y desintegrarla (Slekiene Snitka, 2020).

Receptor-mediated
endocytosis

FABSA  FA-BSA/GO ‘
o 0o " Nucleus

Figura 7. Esquema de la accidn del éxido de grafeno y la doxorrubicina sobre la célula

(Mufioz et al., 2019).

Ademas de mejorar la llegada del farmaco y el anclaje a la célula, otra propiedad que
hace muy efectivo el uso de éxido de grafeno conjugado se basa en que no solo mejora
la fijacion del farmaco en la célula, sino que favorece la acumulaciéon de mas moléculas
de doxorrubicina en la membrana. Esto, junto con la prolongacidn del tiempo que
permanece el farmaco en la superficie celular, aumenta ampliamente su eficacia (Song
et al., 2019). Esta mejora del efecto y fijacion de doxorrubicina usando oxido de grafeno

se ha logrado también con moléculas como el k-carragenano y la biotina, que ha
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demostrado su eficacia in vitro en cuanto a la disminucidn de la viabilidad de las células

y un incremento en la fagocitosis del farmaco (Vinothini et al., 2019).

En uno de los articulos consultados, encontramos un estudio reciente que demuestra
qgue, de igual manera que la bioconjugacion oxido de grafeno-acido fdlico incrementa
significativamente |la adhesién de doxorrubicina al tejido tumoral, la combinaciéon de
oxido de grafeno y este farmaco resulta exitosa también en las metastasis éseas (Pham

et al.,, 2019).

Dada la complejidad del tejido dseo, su poca permeabilidad y su dureza, muchos
tratamientos para el cancer de hueso se ven obstaculizados debido a que no se trata de
un tejido de facil alcance, por lo que es importante fijar la atencién en la busqueda de
ligandos eficaces que faciliten el acceso. El uso del éxido de grafeno en este ambito
mejora la fijacion de la doxorrubicina a las metastasis en tejido dseo. Esto se consigue
mediante la conjugacién de éxido de grafeno con alendronato, una molécula usada

comunmente para tratar afecciones como la hipercalcemia (Pham et al., 2019).

A

EDC/NHS Doxorubicin ot ’ DSPE-PE(

Alendronate

(B)

ca™ Ca™* ca™

Figura 8. Esquema de la accién de doxorrubicina y éxido de grafeno en metastasis

Oseas (Pham et al., 2019).
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Este conjunto, mejora significativamente la adhesion del farmaco debido a su unién con
el Ca?*, resultando mas estable y asegurando la fijacién. Observamos este fenémeno en
lafigura 8, en la que muestra cémo el alendronato soportado en dxido de grafeno ayuda
a vectorizar el farmaco hacia el hueso, quedando unido al tejido 6seo debido a las
interacciones del alendronato con los cationes de calcio presentes en él (Figura 8) (Pham

et al.,, 2019).
Para demostrar esta eficacia se estudiaron distintas situaciones, en distintos entornos:

1) Capacidad de fijacion al tejido éseo: Se usaron tres muestras, una muestra
control, una muestra con éxido de grafeno conjugado con alendronato (NGO-AL)
y otra con esa misma conjugacién y doxorrubicina (GO-AL-DOX). A cada uno de
los pellets se les adiciond polvo de hidroxiapatita, componente principal del
hueso, se centrifugd la muestra y se midié la absorbanciaa 234 nmtras 1,2,3y 4

horas (Figura 9) (Pham et al., 2019).

Hydroxyapatite
powder

Absorbance
at 234 nm

Figura 9. Preparacién de muestras en pellets con hidroxiapatita (Pham et al., 2019).

2) Citotoxicidad in vitro: El polvo de hidroxiapatita esta vez se fijé en coldgeno y se
combind con la linea celular MDA-MB-231, que simula células metastasicas de
cancer de mama (Figura 10). A este modelo se le adicioné una solucién control,
una solucion DOX-PEG-NGO vy otra solucién DOX-PEG-NGO-AL. Para mejorar
problemas de estabilidad, estas dos moléculas fueron conjugadas con

polietilenglicol (PEG) (Pham et al., 2019).
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Figura 10. Ensayo para determinar la citotoxicidad in vitro (Pham et al., 2019).

3) Distribucion in vivo. Se utilizaron tres ratones, a cada uno de ellos se les inyecté
un tipo de muestra: control, PEG-NGO, PEG-NGO-AL y por bioluminiscencia se

determind la distribucién de cada una (Pham et al., 2019).

Una parte de los resultados y conclusiones obtenidos en este estudio se presentan de

forma resumida en la Tabla 3.
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Tabla 3. Resultados y conclusiones obtenidos tras el estudio del éxido de grafeno en

las situaciones mencionadas (Pham et al., 2019).
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Figura 11. Resultados del ensayo de fijacién a hidroxiapatita (Pham et
al., 2019)
La acumulacion de NGO-AL en la hidroxiapatita se hace evidente no
solo en cuanto a la medida de la absorbancia, sino que también se
observa cambio de color en la propia muestra (Pham et al., 2019).
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Figura 12. resultados del ensayo de citotoxicidad in vitro (Pham et al.,
2019)

El modelo tratado con PEG-NGO-AL presenta una evidente disminucién

de la viabilidad celular con respecto a los otros dos (Pham et al., 2019).

Distribucion

in vivo

High

PEG-NGO-ALs

Control PEG-NGOs

Figura 13. Resultados del ensayo de distribucién in vivo (Pham et al.,
2019)
Se hace evidente una mejor biodistribucion del farmaco en el ratdn
tratado con PEG-NGO-AL que en los otros dos (Pham et al., 2019).
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Al tratarse de un estudio reciente (abril 2019) podriamos esperar que esta aplicacién

siga avanzando y que, en los préximos aiios, se optimice.

4.1.3 Oxido de grafeno y terapia fototérmica

La terapia fototérmica es un procedimiento empleado mayormente para el tratamiento
del céancer, basado en la emision de radiacidon NIR (infrarrojo cercano) hacia un nucleo
tisular localizado, en este caso, tejido tumoral al que previamente se le han introducido
moléculas que absorban esa radiacion. Esta radiacion consigue elevar la temperatura de
las moléculas introducidas, logrando la destruccion de la célula de manera no invasiva
(Song et al., 2019). Para llevar a cabo este procedimiento se necesitan materiales
biocompatibles cuya region espectral de absorcidon se situe en el infrarrojo cercano,
siendo el 6xido de grafeno uno de ellos. Ademas, este Ultimo cuenta con muchas mas
ventajas como ser un material biocompatible que permite ser introducido en las células
sin muchas interferencias (Song et al.,, 2019) y un material fototérmico con alta
capacidad de absorcién, excitaciéon y movimiento de electrones, facilitada por su

estructura bidimensional (Murugan et al., 2019).

1
\

E-P coupling

’z‘

2D material nergetic (hot)

electrons

Figura 14. Resumen grafico del mecanismo de la terapia fototérmica (Murugan et al.,

2019).
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El proceso bioquimico que fundamenta la fototermia se basa en que la radiacién
absorbida por el 6xido de grafeno se traduce en energia térmica, proceso que deriva en
una cascada de reacciones pro-apoptoticas que culminan en la muerte celular (Figura
14) (Murugan et al., 2019). Por un lado, la hipertermia generada, cuando supera los 43
9C, consigue que se liberen especies reactivas de oxigeno que oxidan moléculas celulares
endégenas facilitando la muerte celular. Ademas de esto, el aumento de la temperatura
celular promueve la accién de moléculas inductoras de apoptosis, como la activacion de
las proteinas bcl-2, que actuan en la mitocondria haciendo que sea posible la liberacién
de citocromo C, una pequeiia proteina que genera la formacién de un complejo
denominado apoptosoma, que activa directamente a la caspasa-3 y la caspasa-9, cuya

funcion es inducir la apoptosis (Murugan et al., 2019; Chen et al., 2016).

4.2. Oxido de grafeno y terapia antibacteriana

En la misma linea de investigacion sobre las aplicaciones biomédicas de este compuesto,
encontramos en varios articulos evidencia de actividad antibacteriana, tanto por
separado como adicionando otras moléculas a su estructura (generalmente
nanoparticulas metalicas como plata o cobre), o en otras técnicas paralelas que
contribuyen a que la terapia antibacteriana sea mas eficaz. Por ello, es interesante
profundizar en este dmbito, dado que la terapia antibacteriana es una de las grandes
preocupaciones de la medicina actual, debido a que la generacidn de resistencias es

cada vez mayor y supone la escasez de antibiéticos eficaces para todas las cepas.

4.2.1. Oxido de grafeno y plata

La eficacia del dxido de grafeno en cuanto a sus cualidades bactericidas y
bacteriostaticas se ha comprobado tanto por separado, dado que esta molécula posee
estas propiedades per se (Menazea Ahmed, 2020), como en combinacién con
nanoparticulas de plata. La formacién de este hibrido aumenta de manera significativa
el efecto antibacteriano, siendo eficaz tanto en bacterias Gram (+) como en Gram (-)
(Singh et al.,, 2017; Menazea Ahmed, 2020). Esta técnica, aunque resulta algo
complicada ya que fabricar un hibrido de éxido de grafeno y plata conlleva la dificultad
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intrinseca de trabajar con materiales de un tamafio muy reducido (Menazea Ahmed,
2020) y con suficientes cationes de plata agregados a la estructura del 6xido de grafeno,
resulta bastante exitosa ya que el efecto sinérgico que ofrece esta combinacién muestra
una excelente eficacia a dosis mas bajas que la que se utilizaria para los compuestos por

separado (Singh et al., 2017; Xiong et al., 2019).

En cuanto al mecanismo que sustenta esta actividad, cabria entender que el uso de esta

combinacidn conlleva varias ventajas:

a) El 6xido de grafeno disminuye la agregacion de las nanoparticulas de plata, propiedad

qgue favorece el efecto sinérgico (Menazea Ahmed, 2020; Song et al., 2016).

b) Los cationes de plata cargados positivamente y los grupos funcionales del dxido de
grafeno interaccionan electrostaticamente con los lipidos de membrana y afectan a la
integridad de la membrana celular, ocasionando cambios en la permeabilidad y la

consecuente desorganizacién de la matriz bacteriana (Song et al., 2016).

Para observar este efecto, es de gran utilidad fijar la atencion en la variacion de la
morfologia de las especies bacterianas afectadas por este hibrido, como las que se

exponen en la figura 15.

$3400 10 0KV 12 Smm x20 Ok SE 3132015 1554 DOu $3400 10.0kV 12 9mm x20 0k SE 12/8/2014 1002

Figura 15. Cambios observados en la conformacién de la membrana de Escherichia coli
(a) y Staphylococcus aureus (e) tras la exposicion al dxido de grafeno y plata ( Song et

al., 2016).
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Estas bacterias fueron aisladas de una muestra de agua que contenia patégenos que
afectan al hombre, en este caso E. coli y S. Aureus. En este ejemplo se hace bastante
evidente el cambio de conformacién que experimentan estas dos bacterias al ser
tratadas con 6xido de grafeno en combinacién con nanoparticulas de plata. (Song et al.,

2016).

c) La elevada area superficial del éxido de grafeno, su estructura flexible, su alta
capacidad para albergar nanoparticulas en su estructura y su biocompatibilidad, lo
convierten en un material idoneo para encontrarse estable en el entorno bioldgico tanto
de la bacteria como del ser humano, sin variacion estructural o quimica y con una acciéon

eficaz (Menazea Ahmed, 2020).

4.2.2 Mecanismos de toxicidad bacteriana del 6xido de grafeno

Ademas de la funcionalizacién del éxido de grafeno con particulas metalicas, existen
otros mecanismos que o bien producen la muerte celular, o bien detienen el crecimiento
de las bacterias, tratandose principalmente de tres métodos, los cuales se resumen de

manera grafica en la figura 16.
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Figura 16. Resumen grafico de los mecanismos antimicrobianos mediados por 6xido de

grafeno (Xia et al., 2019).
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Estrés oxidativo

El oxido de grafeno aumenta las especies reactivas de oxigeno intracelular. Estas
especies reactivas juegan un papel fundamental en el estrés oxidativo, ya que generan
una descompensacion entre las moléculas oxidantes y antioxidantes de una célula,
interfiriendo en el funcionamiento normal del metabolismo bacteriano y generando la
destruccion estructural de la bacteria. Este estrés oxidativo general desemboca en la
oxidacion de acidos grasos, cuya consecuencia directa es la destruccién de la membrana

y, por tanto, la muerte de la bacteria (Xia et al., 2019).

Atrapamiento celular

Otro mecanismo que ha demostrado ser util en la terapia antibacteriana es el
atrapamiento celular, que consiste en usar una lamina de 6xido de grafeno en la que la
bacteria se encuentre aislada del resto del entorno, impidiendo asi su interaccidon con

otras células y el acceso a nutrientes (Xia et al., 2019).

Incision mecanica

Este mecanismo se basa en un procedimiento mecanico muy sencillo, los extremos
afilados de la lamina bidimensional del 6xido de grafeno pueden ejercer una presién
mecanica sobre la membrana celular, como si se cortara con una cuchilla afilada,
haciendo que el daio fisico causado destruya la célula. Su efectividad estara limitada
por factores como el grosor de la lamina o el dngulo con el que se ejerce la presion (Xia

et al,, 2019).

Otros mecanismos

Se han observado otros mecanismos en ensayos sobre bacterias multirresistentes que

afectan al hombre, siendo los mas interesantes los recogidos en la tabla 4.
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Tabla 4. Efectos de la exposicidn a 6xido de grafeno en distintos patdgenos de interés.

Escherichia coli

La exposicidon de E.coli a una lamina de 6xido de grafeno ha
demostrado una asombrosa efectividad del 98.5% en la
reduccion de la viabilidad celular, ademas de una considerable

disminucion de biofilms (Xia et al., 2019).

Staphylococcus

aureus

El o6xido de grafeno ha demostrado un aumento de Ia
proliferacién de Bifidobacterium adolescentis, facilitando el
efecto antagénico sobre S.qureus, sugiriendo que Ia
manipulacién de la microbiota puede ser considerada como una
estrategia antibacteriana mas procedente del oxido de

grafeno(Xia et al., 2019).

Porphyromonas

gingivalis

Debido a que esta bacteria afecta primordialmente al tejido
gingival, siendo un gran problema en las enfermedades
periodontales, se ha estudiado el éxido de grafeno como posible
material agregado a implantes dentarios. Se ha evidenciado la
mejora en el éxito de la cirugia, asi como la disminucién de la
proliferacién de esta bacteria y del dano tisular que genera (Xia

et al., 2019).

Salmonella

typhimurium

Esta bacteria difiere de las demads en que produce biofilms muy
resistentes que resultan mas dificiles de eliminar. El 6xido de
grafeno ha demostrado ser un gran coadyuvante en la lucha
contra esta bacteria en combinacién con otros antimicrobianos.
Ademas, en esta bacteria, el éxido de grafeno produce efectos
sobre el potencial de membrana, reduciéndolo e inhibiendo el

crecimiento bacteriano (Xia et al., 2019).

Candida albicans

Se ha observado que la unién de éxido de grafeno al polimero
polimetil metacrilato (PMMA) consigue una inhibicién fungica de,
al menos, 28 dias de duracion. Pudiendo ser también esta
combinacién usada en la fabricacion de materiales para
empastes dentarios. Se encontraron también mejoras

reduciendo la proliferacidn de biofilms (Xia et al., 2019).
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4.3 Papel del 6xido de grafeno como biosensor

La capacidad de una molecula de detectar otras moléculas bioldgicas activas es una
propiedad muy apreciada, que resulta relevante en diversos procesos. Las propiedades
intrinsecas del 6xido de grafeno suponen una excelente oportunidad para ser usado
como biosensor, ya que tanto la presencia de grupo funcionales que contienen oxigeno,
como su conformacion bidimensional y su biocompatibilidad, hacen de él una molécula
con una elevada afinidad por moléculas bioldgicas, facilitando la deteccién de éstas

(Singh et al., 2017).

Cabe recordar que, en esta revision bibliogréfica, la aplicacion para la que encontramos
mayor nimero de resultados en las tres bases de datos consultadas resulté ser esta, ya
qgue el 6xido de grafeno tiene funcionalidad como biosensor en multitud de
biomoléculas, por lo que esta propiedad ha sido objeto de analisis para muchas

aplicaciones.

4.3.1. Deteccion de moléculas de ADN

Este uso del dxido de grafeno es uno de lo mas utiles ya que la deteccion de ADN en una
muestra resulta relevante tanto en ciencias forenses como en multitud de ambitos de la
bioquimica (Singh et al., 2017). La determinacidn de la presencia de ADN en una muestra
utilizando el oxido de grafeno como principal recurso se basa en un proceso que
combina la técnica de “quenching” y la alta capacidad de adsorcidn de este material. En
presencia de grafeno se produce una disminucién, o incluso la anulacién completa, de
la fluorescencia de un material marcado con una molécula emisora de fluorescencia (en
este caso el ADN) al adsoberse sobre la superficie del oxido de grafeno (Singh et al.,
2017; Liu et al., 2016). Este fendmeno se da gracias a que las moléculas aromaticas del
ADN tienen capacidad de interaccionar con los electrones © del grafeno y quedan
enlazadas de manera reversible a él (Zhang et al., 2017). El proceso que demuestra que
esta aplicacidn resulta efectiva es bastante sencillo y ha sido extensamente estudiado y
mejorado, por lo que se conoce el mecanismo de manera clara y se refleja en un gran

numero de publicaciones recogidas en la literatura cientifica.
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Figura 17. Esquema del mecanismo de deteccion de ADN monocatenario mediado por

oxido de grafeno (Liu et al., 2016).

Para iniciar esta técnica de deteccion es importante que la muestra de ADN
monocatenario se encuentre marcada por una molécula emisora de fluorescencia, tal y
como se muestra en la figura 17. Esta molécula suele ser generalmente el isotiocianato
de fluoresceina (Singh et al., 2017; Lee et al., 2016). La propiedad que hace que el ADN
guede adsorbido en el 6xido de grafeno es la fuerte capacidad de este compuesto para
interaccionar con los nucledtidos, ya que la presencia de sus diferentes grupos
funcionales le permite la formacién de enlaces © y puentes de hidréogeno con ellos (Lee
et al., 2016). En cuanto a los factores que limitan este proceso, hay que tener presente
que el pH, lalongitud de la hebray la presencia de cationes afectan a la adsorcion, siendo
un proceso que se ve favorecido por hebras cortas, pH bajo y una elevada fuerza idnica

(Singh et al., 2017).

Esta adsorcion de ADN es reversible por lo que; se puede recurrir a un proceso de
desorcion, que libere esta molécula y haga que recupere la fluorescencia (Figura 17),
siendo ademads un proceso altamente eficaz. En los articulos consultados, la desorcién
fue practicamente del 100 %, quedando el 6xido de grafeno funcional y las moléculas de

ADN libres en el medio (Singh et al., 2017; Liu et al., 2016).

Esta desorcién de la molécula de ADN ha sido probada con diferentes métodos que
guedan recogidos de manera visual en la figura, tales como usar la hebra
complementaria del ADN adsorbido, una hebra de ADN al azar, algunos tipos de proteina

o diferentes métodos fisicos y quimicos, como el aumento de la temperatura o la
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utilizacién de diferentes disolventes (Liu et al., 2016). Tal y como se muestra en la figura
17, el método de desorcion mas eficaz es el uso de la hebra complementaria del ADN
adsorbido, ya que consigue la desorcion casi de la totalidad de las cadenas de ADN
monocatenario. Aunque cabe destacar que este método de desorcidon no es del todo
ventajoso, ya que la presencia de hebras complementarias de ADN en la matriz de la
muestra puede interferir en la cantidad de hebras de ADN que se adsorben al 6xido de

grafeno (Zhang H et al., 2017).

4.3.2. Biosensor de glucosa

Al ser la diabetes una de las enfermedades crénicas mas prevalentes, cabia esperar que
el oxido de grafeno hubiese sido también estudiado en este ambito. Ha sido ensayado
como biosensor de glucosa en sangre, mediante la fabricacion de un electrodo
enzimatico en base a la unidn covalente de los grupos carboxilo del éxido de grafeno y
las aminas de la enzima glucosa oxidasa, que cataliza la oxidacion de glucosa liberando
H,0,, poniendo de manifiesto la glucosa presente en una muestra de suero mediante su

deposicion en el electrodo (Figura 18) (Singh et al., 2017).
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Figura 18. Mecanismo de electrodo enzimatico de glucosa (Viyaraj et al., 2016).
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4.4. Oxido de grafeno y transporte de moléculas: beneficios en terapia génica

El 6xido de grafeno es un material flexible, con grupos funcionales capaces de ser
conjugados con diferentes moléculas y con una elevada area superficial, esto permite
gue sea un recurso versatil y modificable para transportar moléculas con fines
terapéuticos y establecer una conexidon menos impedida con la célula diana. Vectorizar
farmacos y moléculas de forma controlada proporciona varias ventajas de interés, como
la mejora de la potencia y la eficacia terapéutica. Ademas, al controlar el transporte y
hacer que la molécula se vea menos impedida en su transcurso hacia la diana, hace que
se traduzca incluso en un mejor control de la dosis administrada, ya que supone una

menor pérdida de biodisponibilidad (Singh et al., 2017).

Uno de los ambitos que se ve muy beneficiado de esta aplicacion es la terapia génica,
en la que se modifica material genético de la célula del paciente para tratar
enfermedades como el Parkinson o el cancer. Esto se consigue mediante lo que
lamamos transfecciéon de genes, es decir, la introduccion de material genético
directamente en el nucleo celular. Para que pueda ocurrir de manera eficaz, se necesita
un transportador que no someta al ADN a degradacidn, traspase las barreras celulares
de manera segura y no se vea afectado por degradacién enzimatica (Singh et al., 2017;
Zang et al., 2012). Este transportador se consigue combinando éxido de grafeno con

polimeros como la polietirimida (Singh et al., 2017).

La polietirimida es un polimero catiénico de bajo peso molecular, cuya utilidad en la
mejora de la transfeccidn de un gen es maxima, pero presenta los inconvenientes de su
toxicidad intrinseca y su baja estabilidad, por lo que su unién al éxido de grafeno se
utiliza como una estrategia para aprovechar sus capacidades y eliminar sus efectos
toxicos (Song et al., 2019). Ademds de generar un beneficio en la llegada del gen a su
diana, esta combinacidn admite transportar secuencias génicas mucho mas grandes que
la de otros transportadores ya que el 6xido de grafeno, como hemos visto
anteriormente, interacciona con los nucleétidos haciendo que queden unidos de

manera reversible a su estructura por adsorcioén electrostatica (Singh et al., 2017).
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5. CONCLUSIONES

Tras la revisidn y consulta de una serie de articulos cientificos acerca de las aplicaciones

biomédicas del 6xido de grafeno podemos concluir:

-El aislamiento del éxido de grafeno en 2004 supuso una apertura de la comunidad
cientifica a lineas de investigacion muy diversas acerca de este compuesto, que siguen

abiertas y avanzando de manera favorable.

-El 6xido de grafeno es una molécula de gran versatilidad, de facil obtencién y con

cualidades unicas que ofrecen diversas ventajas aplicables a multitud de ambitos.

-La capacidad del 6xido de grafeno de ser conjugado con moléculas reactivas es una

propiedad altamente ventajosa en el tratamiento del cdncer con doxorrubicina.

-Existe evidencia cientifica que fundamenta el uso de 6xido de grafeno en el tratamiento
de las metastasis dseas, habiéndose demostrado tanto la fijacion de la molécula al

hueso, como la disminucién de la viabilidad celular y la distribucién del farmaco in vivo.

-La terapia fototérmica se ve favorecida por el uso de dxido de grafeno como material

absorbente de radiacidon NIR.

-La terapia antibacteriana es uno de los ambitos mds beneficiados por el uso de éxido

de grafeno.

-Los mecanismos de deteccion de moléculas bioldgicas en los que se encuentra
implicado el éxido de grafeno son procedimiento sencillos, eficaces y altamente

sensibles.

-El uso de 6xido de grafeno en terapia génica supone una mejora relevante en la

transfeccion de genes, clave en el desarrollo de este método terapéutico.
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