FACULTAD DE FARMACIA
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

TRABAJO FIN DE GRADO

“EL GRAFENO EN EL
TRATAMIENTO DEL CANCER”

Autor: Natalia Sdnchez-Ocana Martin
D.N.l.: 05457122-G
Tutor: Isabel I1zquierdo Barba

Convocatoria: Febrero 2016



INDICE DE CONTENIDOS

1. RESUMEN. ... ...t e, 3
2. ABSTRACT .......ooomiiiiii e 3
3. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES...................cooeiiin..... 4
Ao OBIETIVOS. ..o 4
5. MATERIALES Y METODOS...........cooiiiiiiiiiiiiieiiiiiee L 4
6. RESULTADOS. ...ttt 4

6.1 CARACTERISTICAS DEL GRAFENO

6.2 SINTESIS DEL GRAFENO

6.3 APLICACIONES DEL GRAFENO EN EL TRATAMIENTO DEL

CANCER

6.4 EMPRESAS ESPANOLAS QUE PRODUCEN GRAFENO
7. DISCUSION. ...t s 18
8. CONCLUSIONES.......ccooimiiiiii e 19
9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.............coccooiiiiiiiiiieii 19

EL GRAFENO EN EL TRATAMIENTO DEL CANCER -



1. RESUMEN

Tras el aislamiento del grafeno en 2004 y la descripcion de sus caracteristicas unicas,
son muchos los investigadores que se han interesado por estudiar este material.' Los
campos de investigacion en los que se involucra, son multiples y muy diversos tales
como nuevas tecnologicas (telefonia, automovilistica...), industria textil (aditivo para
pieles, material deportivo...), construccion (aditivo de hormigén, adhesivos
industriales...) asi como en el campo de las ciencias de la salud (biosensores, protesis
dentales, nanomedicina...)* donde ha cobrado especial relevancia por su gran potencial.
El objetivo del presente trabajo, es dar a conocer algunas de las caracteristicas mas
relevantes de este material como su gran potencial quimico, los métodos de sintesis
actuales que aun contintian sin poseer un buen balance rendimiento-coste y sobre todo
exponer en esta revision bibliografica, los resultados obtenidos en diversas
investigaciones que emplean el grafeno para el tratamiento del cdncer mediante terapias
como liberacion controlada de farmacos, combinaciones farmacoldgicas, liberacion
farmacogénica, fototerapia...etc. Por ultimo, se destacan las principales empresas

espanolas que producen este material.

2. ABSTRACT

After the isolation of Graphene in 2004 and the description of its unique features, there
are many researchers who are interested in studying this material. It is involved in
multiple and very diverse fields such as new technologies (telephones, automobiles...),
textile industry (additive for skins, sports material...), construction (additive of concrete,
industrial adhesives...) as well as in the field of the Health Sciences (biosensors,
dentures, nanomedicine...) where has gained special importance because his great
potential.

The aim of this paper is to present some of the most relevant characteristics of this
material like his chemical potential and methods of current synthesis. Otherwise this
process don’t have a good cost-efficiency balance yet. This review is focused on the
results obtained in different investigations using graphene for the treatment of cancer.
Actually there are many therapies like controlled drug release, drug combination,
farmacogenetics, phototherapy... etc. Finally, this article exposes the most important

companies that work with graphene in Spain.
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3. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

El grafeno es un material de carbono puro, con una estructura hexagonal bidimensional
formada por una tinica capa de a&tomos. No se encuentra como tal en la naturaleza, pero
constituye cada una de las capas del grafito. Se consideraba que no era posible aislarlo
pues como pelicula monoatomica seria termodindmicamente inestable. Sin embargo, en
2004 dos investigadores de la Universidad de Manchester; André Geim y Konstantin
Novoselov demostraron que era posible, mediante la exfoliacion de una muestra de
grafito con cinta adhesiva de tal manera que al final del proceso obtenian una capa de de
grafeno de espesor monoatémico.

Geim y Novoselov recibieron por ello y por demostrar que este material tiene unas

propiedades inesperadas, el premio Nobel de Fisica en el afio 2010.>

4. OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo es realizar una revision bibliogréfica a través de diversas
bases de datos cientificas, con el fin de conocer las caracteristicas que hacen del grafeno
un material unico, los métodos actuales de sintesis y las lineas de investigacion mas

recientes en cuanto al tratamiento del cancer empleando grafeno.

5. MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion de este trabajo se emple6 principalmente la base de datos cientifica
“PubMed”, de donde se extrajeron la mayor parte de articulos que fueron analizados en
profundidad. Asimismo se emplearon otras fuentes tales como “NIH”, “INTECH”,
revistas de divulgacion cientifica digitalizadas, articulos publicados por departamentos

de distintas universidades, tesis doctorales sobre la materia de estudio...

Las palabras clave empleadas para la busqueda fueron principalmente: “grafeno” y

“cancer”’.

Se establecid como punto de partida que la informacion a manejar fuera de libre acceso
y que no tuviera una antigiiedad superior a 5 afios.

6. RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS DEL GRAFENO
Este material surge de la agrupacion de atomos de carbono en ldminas de dos

dimensiones y en celdas hexagonales.
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Las estructuras mas gruesas se pueden considerar como peliculas delgadas de grafito.
Por tanto, puede entenderse que el grafeno es la unidad fundamental de todas las formas

de grafito.’

Fig.1: El grafeno (arriba izq.) se puede curvar en fullerenos 0D (abajo dcha.), enrollar en nanotubos 1D (abajo izq.) y
apilarse en grafito (arriba dcha.)

En el grafeno, los 4&tomos de carbono se disponen formando una red de hexagonos.
Cada atomo de carbono se une a otros 3, compartiendo 3 de sus electrones de la capa de
valencia y dando lugar a 3 enlaces o fuertes (hibridacion sp?), los cuales, se encuentran
a 120° entre si, generando una estructura plana. Estos enlaces determinan la elevada
resistencia del grafeno, asi como la disposicion en una estructura estable semejante a
una colmena, que le confiere gran elasticidad respecto a otros materiales.

El cuarto electrén (por cada dtomo de carbono) se encuentra libre (no enlazado) en
orbitales  que se extienden verticalmente por encima y por debajo del plano, por lo que
la hibridacion se extiende por toda la l1dmina de grafeno. Estos enlaces 7 son los

responsables de la conductividad eléctrica del grafeno.’

Es interesante destacar, que el grafeno es un material cuyas propiedades electronicas lo

sittian a caballo entre el conjunto de los metales y el de los semiconductores.’

GRAFENO: ENTRE METAL Y SEMICONDUCTOR

Las propiedades metalicas o aislantes de un material vienen determinadas por la posicién del nivel de Fermi (=-) y su estructura de bandas electré-
nicas. El nivel de Fermi corresponde al nivel energético mas alto ocupado. Los nivel, géticos desocupados mas bajos conforman la banda de
conduccién (fila); los niveles ccupados de mayor energia, la banda de valencia {fucsia). En los metales, la banda de conduccién y la de valencia se
salapan. En los no metales, en cambio, aparece una krecha energética que dificulta el paso de los electrones de una banda a otra. El grafeno es un
material fuera de lo comun. Sus propiedades electrénicas lo sittan a caballo entre los metales y los semiconductores.

GRAFENO SEMICONDUCTOR AISLANTE

METAL

%T @ = _7) . __i\__bg, {‘T.,ef

Bandas electrénicas
solapadas. No hay brecha
energética. Los electrones
por debaja del nivel de
Fermi pueden saltar a los
niveles mas cercanos
desocupados para
establecer una corriente
eléctrica.

Un tipo de portador de
carga: elecirones.

Bandas electronicas en
forma de diabolo: el vértice
del cono superior se junta
con el del inferior justo

en el nivel de Fermi.

Mo hay brecha energética.
Los electrones pueden pasar
facilmente del cono inferior
al superior.

Dos tipos de portadores de
carga: electrones y huecos.

Bandas electrénicas
separadzs por una
brecha energética lo
bastante pequefia para
que los electrones la
superen y pasen de

la banda de valencia

a la de conduccién.
Dos tipos de portadores
de carga: electrones

v huecos.

Bandas electronicas
separadas por una brecha
energética demasiado
grande para que los
clectrones pasen a la
banda de conduccien.

No puede establecerse
una cormiente eléctrica.

Fig.2: Grafeno entre metal y semiconductor®
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Asimismo;

v
v
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v

Su resistencia mecénica es 200 veces mayor que la del acero.

Puede reaccionar quimicamente con otras sustancias, lo que dota a este material
de gran potencial de desarrollo.

Soporta la radiacion ionizante.

Es muy ligero, como la fibra de carbono, pero mas flexible. Se ha demostrado
que la red del grafeno puede estirarse, de forma reversible, hasta un 10%. La
mayoria de los s6lidos dejan de ser estables para deformaciones inferiores al 3%.

Tiene menor efecto Joule, es decir, se calienta menos al conducir los electrones.’

6.2 SINTESIS DEL GRAFENO’

1.

Exfoliacion mecanica:

Usando celofan se extraen por exfoliacion finas laminas de grafeno a partir de
grafito (“highly oriented pyrolitic graphite”’: HOPG) y son transferidas a un
sustrato. Este método provee el mejor grafeno en cuanto a integridad estructural
se refiere. Sin embargo, es limitado debido al poco control que ofrece sobre el
tamano, espesor de la lamina obtenida... por lo que no podria desarrollarse a
escala industrial.

Solucion de 0xido de grafeno (GO):

Meétodo que a dia de hoy resulta prometedor con vistas a su produccion y
procesado a gran escala ya que se obtiene una gran cantidad de material estable
en forma de dispersion acuosa u orgéanica, y con un bajo coste econdomico.

En esta técnica se emplea polvo de grafito como material de partida e involucra
el empleo de sustancias fuertemente oxidantes (KMnQOy) en medio acido H,SO4
(método Hummers).

Tras el proceso de oxidacion se obtiene un material que posee una estructura

laminar constituida por capas apiladas de 6xido de grafeno (GO).

Fig. 3: Estructura de la ldmina de GO. Los grupos —OH 'y epoxi perturban la conjugacion electronica de la

. 3
red mediante enlaces sp”.
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Estas capas presentan una gran cantidad de funcionalidades de oxigeno, por lo
que son altamente hidréfilas. Los grupos oxigenados y las moléculas de agua
adsorbidas hacen aumentar de manera considerable la distancia entre laminas,
con lo que la energia de interaccion entre capas disminuye y el 6xido de grafito
resulta facilmente exfoliable en medio acuoso aplicando una fuente de energia
como los ultrasonidos.

Sin embargo, debido a la presencia de estos grupos (hidroxilo, epdxido,
carbonilo y carboxilo en los limites) se pierde la conductividad.

Es por esto, por lo que se lleva a cabo una reduccion del GO para generar
grafeno y recuperar esta propiedad. El agente reductor mas empleado es la
hidracina (H,N-NH,).

Sin embargo la restauracion no es completa y las funciones oxigenadas no son
eliminadas por completo, por lo que la estructura de las laminas es mucho menos

viable que las obtenidas por otros métodos.

Crecimiento epitaxial usando sustratos de SiC:

Mediante este método, el grafeno se obtiene por calentamiento, a ultra alto vacio
(UHV) o en atmosfera inerte (Ar) a presion atmosférica, de un sustrato de
carburo de silicio. Dicho calentamiento (> 1300 °C) induce la sublimacion de los
atomos de silicio y la reorganizacion de los d&tomos de carbono, que permanecen
sobre el sustrato formando laminas de grafeno de calidad estructural
razonablemente buena.

Es un método poco viable por las condiciones de operacion (>1000 °C; UHV) y
el rendimiento relativamente bajo, ademas de la dificultad para controlar el

numero de ldminas de grafeno que se forman.

1 UKV o Ar

N
S ., .

Reorganzacion dzl
Sublimacion de Silicio carbono pam dar grafeno

Fig.4: Crecimiento epitaxial de grafeno sobre sustrato de carburo de Si.
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4. Sintesis por deposicion quimica de vapor o “Chemical Vapor Deposition
(CVD) synthesis”
En términos generales, el CVD consiste en la deposicion de un solido sobre un
sustrato a alta temperatura usando precursores moleculares que se descomponen
y/o recombinan para dar lugar al material en cuestion.
En el caso del grafeno el sustrato es un metal de transicion, niquel o cobre que se
calienta a alta temperatura y se expone a una atmosfera de un precursor
carbonoso (hidrocarburo). Este se descompone y los dtomos de carbono se unen
al metal difundiéndose o adsorbiéndose sobre él. A continuacion, el sustrato se
enfria formandose la 1amina de grafeno.
Por ultimo, la ldmina se separa del sustrato metalico, mediante la disolucion de
¢éste. Estas laminas pueden depositarse sobre otros sustratos sin necesidad de
complicados tratamientos quimicos o mecanicos que perjudiquen la calidad

estructural del grafeno.

Hidrocarburo (g)

Ia superficie

Disolucion del sustF_f«_I_!:]

Grafeno

Fig.5: Proceso CVD para obtener grafeno

6.3 APLICACIONES DEL GRAFENO EN EL TRATAMIENTO DEL CANCER
1. Drug delivery8

El GO y sus derivados funcionales exhiben un arsenal de propiedades que son
utiles para transportar distintas moléculas terapéuticas tales como DNA,

anticuerpos, proteinas, genes y farmacos.

Las propiedades del GO que influyen en la capacidad de transportar y liberar
farmacos son algunas como el area de la superficie, el nuimero de laminas, las

dimensiones laterales, y la quimica de superficie.
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La elevada area de superficie (2,600 m” g ') de una sola capa o lamina permite
una gran carga en la misma con el fArmaco de interés, sin embargo la falta de

rigidez disminuye la penetracion a nivel celular.

Las dimensiones laterales de las laminas de GO no afectan a la capacidad de
carga del farmaco, pero podrian suponer limitaciones a la hora de alcanzar el
torrente sanguineo, el transporte a nivel cerebral, el aclaramiento renal y la

biodegradacion.

El éxito de un vehiculo de GO transportador del farmaco (“carrier”’) depende asi

de 3 factores:

e (apacidad de carga del farmaco 6ptima.

e Confirmar el grado de toxicidad y biocompatibilidad, requisito
indispensable para llevar a cabo ensayos clinicos y pre-clinicos.

¢ Disefar un sistema capaz de liberar el farmaco de manera controlada y en

una diana designada (tumor).

Una estrategia comun para lograr la especificidad por la diana tumoral, es
conjugar el carrier con ligandos especificos (anticuerpos policlonales, acido

folico, transferrina...) que reconozcan la superficie del tumor.

Otro enfoque es el de inmovilizar el farmaco sobre la superficie del grafeno, y

que solo sea capaz de liberarse en el ambiente tumoral.

Actualmente se encuentran abiertas diversas lineas de investigacion y hasta el

momento, se han obtenido resultados tales como:

o La Doxorubicina (DOX), molécula anticancerigena, forma un enlace
fuerte con la superficie del GO. Asimismo, se observo que la liberacion
de DOX era mayor en un ambiente 4cido o tumoral que en el tejido
normal.

Ante esto, numerosos investigadores han tratado de emplear el ambiente
acido de las células tumorales a su favor, mediante el desarrollo de
vehiculos de grafeno que contengan polimeros sensibles a pH.

Uno en particular, empled un conjugado pH-sensitivo de GO con un

hidrogel de polivinil alcohol para cargar y descargar el farmaco de
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ensayo VBI12. Se observo que el porcentaje de fArmaco liberado era
dependiente del pH y de la concentracion salina del medio.
Por otro lado, las células cancerosas contienen una mayor concentracion
de glutation reducido o GSH en su citoplasma y endolisosomas. Se
disefi6 asi, un nanocarrier de GO (GON) al cual se le introduciria
polietilenglicol (PEG), para mejorar las caracteristicas de solubilidad del
carrier (GON-PEGQG), seguido de la adicion de acido metacrilico para dar
lugar a acido polimetacrilico en el seno del carrier (PMAA-GON-PEG).
A continuacion se insertaria cistamina, la cual formaria enlaces con el
PMAA vy se cargaria el farmaco (DOX) el cual formaria enlaces con la
cistamina.
En el ambiente tumoral al existir concentraciones elevadas de GSH, la
cistamina seria reducida por el mismo y oxidandose asi el glutation a
GSS-cistamina. Esto provocaria la liberacion de DOX.
(W
NH,PEG

\u\'ia | S—

EDCI NHS

Modified

2 Hummers method

GON

Graphite

0.6€ NVO

Cross-linking
< _—
Loading

o 0o
Releasing of DOX DOX-loaded CPMAA-GON-PEG PMAA-GON-PEG

| sy Chain of PMAA - wwww Chain of PEG == Cystamine © DOX

Fig. 6: Esquema de formacion del nanocarrier.

Se observo por tanto, que el carrier liberaba DOX 6 veces mas répido a
pH 5.0 en presencia de 10 mM de GSH que a pH 7.4 con 10 uM de GSH
(tejido normal).

Existen otras estrategias quimicas como esterificacion y biodegradacion

que pueden utilizarse para controlar la liberacion del farmaco.

También métodos externos tales como la utilizacion de ultrasonidos,
campos magnéticos y eléctricos...Un ejemplo de esto, es un estudio
realizado en el cual se emplea un campo magnético para liberar el

farmaco de un nanocomposite de grafeno/Fe;Oy4,
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Otro ejemplo de este concepto, se encuentra en un estudio en el que la
liberacion del fArmaco se observa que puede controlarse mediante la
aplicacion de pulsos eléctricos de bajo voltaje en plataformas de grafeno
con acido metacrilico (AMA), a bajas concentraciones de grafeno. La
incorporacion de hojas de grafeno altamente conductivo en el hidrogel
(AMA) disminuy¢ significativamente el calor generado a partir de la
matriz del hidrogel, minimizando asi la necrosis circundante de la piel y

el tejido.
2. Terapia combinada

Podemos encontrar combinaciones terapéuticas de firmacos para su
administracién simultanea, de modo que actiuen sobre distintas dianas y se

aumente la efectividad en el tratamiento del cancer.®

o Asi, se llevo a cabo la combinacion de dos farmacos anticancerigenos
DOX y camptotecina (CPT) sobre un nanocarrier GO de 4cido f6lico
(FA-NGO) via n-n stacking e interacciones hidrofobicas que actuaban
sobre las células cancerosas MCF-7 (cancer de mama). Los resultados
demostraron que la combinacion de ambos farmacos en el NGO daba
lugar a una mayor citotoxicidad en la diana en comparacion con el uso de

los farmacos por separado.®’

Fig.7: FA-NGO cargado con DOX y CPT.

o En otro estudio, se llevo a cabo la conjugacion del péptido clorotoxina (el
cual se une selectivamente a las células de glioma), con plataformas de

GO cargadas con DOX. Los experimentos mostraron que esta asociacion
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daba lugar a mayor ratio de muerte de las células de glioma que usando

DOX libre 0 GO/DOX.®

Por otro lado, se ha investigado la asociacion y liberacion de un farmaco y un

gen.

O Un polimero cationico, en este caso, polietilenimina (PEI) se unio6
covalentemente al GO via amidacion. El complejo formado facilitaba la
carga de siRNA (“small interference RNA”), mediante adsorcion
electrostatica. E1 siRNA puede inhibir la expresion proteica mediante la
escision del RNA mensajero, y en base a esto, se funcionalizé para
inhibir la expresion de la proteina Bcl-2. Asimismo se llevo a cabo la

carga via m-m stacking de DOX sobre PEI-GO.*

Ambos complejos (“PEI-GO/Bcl-2-targeted siRNA” y PEI-GO/DOX) se
transfirieron a las células Hela (linaje de células de cancer cérvico-
uterino). Gracias al efecto sinérgico de inhibir la proteina Bcl-2 por el
siRNA y la inhibiciéon de DNA y RNA por la DOX, la eficiencia

anticancerigena fue significativamente mayor."

o Es importante destacar que la aparicion de resistencias a multiples
farmacos ocurre frecuentemente en cadnceres agresivos y en pacientes con
un prondstico terminal. La sobreexpresion de MicroRNA-21 (miR-21) se

ha asociado con la MDR (“multidrug resistance”) en el cancer de mama.®

En base a esto, se disefido un nanocomplejo multifuncional de GO al que
se le adiciona primero PSS (polysodium 4-styrenesulfonate), que sirve de
anclaje para la union de PEI Se da lugar asi al “carrier PGG”, el cual
portara adriamicina (ADR) (denominacion de DOX). Asimismo, es

adicionado un siRNA (Anti-miR-21).}

EL GRAFENO EN EL TRATAMIENTO DEL CANCER -



A B S e e e

TN N

oW oB o o L WA
PSS i 12 C Acidic organelles Nucleus
el wafol O, Endocytosis q \\% .
TR, Pssico Jaxyowaey Endocyioss R —e| S50 ) — 0 —
e R g e R nSat e ¢ [
PLata Tl Ch Ca AN, O
- 0
PE| Anti-miR-21 {
{ RISC
AR IS R \
Ly Y ’ ?13?‘,;’ S \ vV
TR el RN .
\-r}'_):: O ADR 4‘{‘. ‘.‘X“.\:(—‘L:« MDR cell
PPG PPG, 50
) .., Anti-miR-21
Fig. 8: Esquema de formacion de”" " < PPG spg
Anti-miR-21

El experimento demostrd que el carrier PPGpr incrementaba
significativamente la acumulacion de ADR en las células MCF-7/ADR
(linea de células de cancer de mama resistentes a ADR) y mostraba
mayor citotoxicidad que ADR libre. Esto sugiere que PGG podria revertir

la resistencia a ADR.®

3. Fototerapia

La fototerapia incluye la terapia fototérmica (PTT) y la terapia fotodinamica
(PDT).

o LaPTT emplea un agente de absorcion Optica para generar calor bajo la
irradiacidn de luz, por lo que los tejidos biologicos se ven expuestos a
temperaturas elevadas y promueven la destruccion selectiva de células
anormales. El grafeno recibe mucha atencion desde este campo debido a
su gran capacidad de absorcién Optica del IR cercano.'!

Se llevo a cabo un estudio en el que se desarrolld un NGO-PEG-DOX, el
cual permitia tanto la liberacion del farmaco (visto anteriormente) como
la liberacion de calor ante la irradiacion, a la regién tumoral. Los
resultados “in vivo” demostraron que la eficacia era mayor que la

quimioterapia o fototerapia por separado."’

o LaPDT se basa en el concepto de que mediante la irradiacion de

compuestos fotosensibles o “photosensitizers” (PSs) con la luz adecuada,
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se generan especies reactivas de oxigeno o radicales libres resultando en
el dafio irreversible de las células cancerosas.

Considerando su solubilidad y biocompatibilidad, en un estudio
inmovilizaron hypocrellin-A (HA) (farmaco fotodinamico
anticancerigeno hidrofobico) en GO via n-w stacking, interacciones
hidrofébicas y enlaces de hidrogeno. Los resultados demostraron que
GO-HA podia ser excitado mediante irradiacion con luz a una longitud
de onda apropiada para generar oxigeno libre. Los test en células Hela
revelaron una elevada absorcion del complejo y una significativa muerte
celular.'® !

En otro estudio, se combinaron los beneficios de la PDT y la PTT
cargando Chlorine6 (Ce6, un PSs) en GO-PEG y llevaron el complejo a
un cultivo de células KB (sublinea de la linea Hela). Se observo que
mediante la irradiacion con laser IR se promovia la liberacion de Ce6 por
el calentamiento local debido al efecto fototérmico del grafeno.
Comparandolo con Ce6 o0 GO-PEG-Ce6 sin radiacion IR, el efecto contra
las células cancerosas era mayor. "'

Por otro lado, ante la exposicion UV, ciertas particulas inorgénicas tales
como TiO; y ZnO pueden generar electrones que den lugar a la
formacion de ROS como H,0,, OH-, y radicales superoxido. Sin
embargo, la luz UV no es capaz de penetrar profundamente en los tejidos
y es limitada a la accion sobre tumores superficiales. Ademas los ROS
producidos por esta via (luz UV) tienen un tiempo de vida media corto y
su efecto anticanceroso no es prolongado.

En un estudio, se llevo a cabo la conjugacion de GO con Ti0O,, 1a union
era posible gracias a los grupos carboxilicos de GO que interaccionaban
con grupos —OH. Ante la irradiacion con luz UV el TiO, genera un
electron y el proton que queda en la capa de valencia puede reaccionar
con H,O para formar radicales OH".

El electron (que llega al GO) reacciona con el oxigeno (O;) para formar
O, u O, , los cuales reaccionaran con H+ para formar H,O,.

El H,0O; puede reaccionar con O, y reducirlo a OH .La acumulacion de

ROS aumenta la actividad fotodindmica, la cual causa peroxidacion
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lipidica y despolarizacion de la membrana mitocondrial. También puede
incrementar la actividad de la caspasa-3, induciendo la apoptosis

12
celular.

Caspase activation
Cell S Apoptosis

Fig.9: Formacion de radicales libres tras la irradiar con UV al TiO,
GO y rGO usados como tal

Los atomos de carbono en los lindes de la ldmina poseen una reactividad
quimica especial. Tanto la actividad de la superficie como la de los lindes de la

L. ) . 12
lamina favorecen mecanismos de adherencia a las membranas celulares.

Esta conexion podria suprimir el aporte de nutrientes, inducir estrés y activar

. " . 12
vias apoptoéticas en las células cancerosas.

El objetivo del estudio que se muestra a continuacion era cuantificar la toxicidad
de GO y rGO y sus actividades pro-apoptoticas y necroticas en las lineas

celulares U87 y U118 (glioma). Los resultados determinaron:

o En ambas lineas celulares se observo que tanto GO como rGO
atacaban principalmente al cuerpo celular pero no a las protrusiones.
Las células tratadas con GO eran similares a las del grupo control, sin
embargo habia una clara diferencia respecto a las tratadas con rGO,
las cuales eran mas ovales, densas y sus protrusiones eran mas

13.
cortas

. g o’ ; ey

Fig.10: células de glioma U87: control (A), tratadas con GO (B), tratadas con rGO(C).
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o Aumentando la concentracion de GO y rGO se producia una
disminucion de la viabilidad celular. La mas baja observada con GO
y con rGO fue a 100 pg/ml en ambas lineas celulares. Asimismo se

producia una disminucién de la proliferacién.'?
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Fig.11: Efecto de GO y rGO en la viabilidad (A, B) y proliferacion (C, D) de U87 (A, C) y
U118 (B, D)

o GO inducia la apoptosis aunque en menor grado que rGO. Esto se

. . C g oeqe ., 12
relacionaba con los valores obtenidos de viabilidad y concentracion.

o También se analiz6 el propio tumor, el cual reducia su tamafio y su

. . 13
volumen de manera similar siendo tratado con GO como con rGO.

TS e K e

Fig.12: Glioblastoma. (A, D, G, J) control; (B, E, H, K) tratados con GO; y (C, F, I, L) con rGO.

En otro estudio'*, se 1levo a cabo la reduccion de GO mediante resveratrol para
generar una nueva nanomolécula (RES-rGO) y estudiar su citotoxicidad y
utilidad en el tratamiento del cancer de ovario. Los resultados fueron los
siguientes:
o Tanto GO como RES-rGO reducian la viabilidad celular de manera
dosis-dependiente. Sin embargo, RES-rGO demostrd ser mas

citotoxico, asi como el control empleado H-rGO."

o GO, RES-rGO, y H-rGO inducian cambios morfoldgicos tiempo-
dependientes como pérdida de forma, reduccion de la adhesion

celular...Sin embargo el efecto de RES-rGO y H-rGO era mayor."*
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Fig.13: Morfologia de las células ovdricas cancerosas tratadas con GO, RES-rGO, H-rGO.

o Laintegridad de la membrana se analizé6 mediante la salida de LDH
(lactato deshidrogenasa) intracelular. El tratamiento con RES-rGO y

H-rGO demostré mayor impacto en la integridad de la membrana.'*

350.000]
=GO
300.000 ™ RES-rGO

LDH leakage (% control)

0 20 40 60 80 100
Concentrations (ug/mL)

Fig.14: GO, RES-rGO y H-rGO inducen la salida de LDH al medio extracelular

o GO, RES-rGO y H-rGO inducen la generacion de ROS de manera
concentracion-dependiente. El efecto de RES-rGO y H-rGO era
mayor. Los ROS causan estrés oxidativo, que genera la rotura de la

., - . 1. . 14
membrana lipidica, alteraciones en rutas metabolicas y apoptosis.
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Fig.15: GO, RES-rGO y H-rGO inducen la generacion de ROS en las células cancerosas

o Por ultimo se observo que las formas de grafeno estudiadas, inducian
la apoptosis por aumentar la actividad de la caspasa-3, en mayor

medida lo hacia el RES-rGO."
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6.4 EMPRESAS ESPANOLAS QUE PRODUCEN GRAFENO'* ¢

1. Graphenano: Empresa lider mundial en fabricacion de grafeno con sede en
principal en Alicante. Esta empresa fabrica laminas de grafeno, cable de grafeno,
grafeno en polvo y grafeno en piezas 3D. Su sistema de produccion estd basado
en el CO; y no en el grafito.

2. Graphenea nanomaterials: Empresa con sede en San Sebastian que fabrica
laminas de grafeno, liderando en Europa esta produccioén enfocada
principalmente a [+D, centros de investigacion y a empresas como Nokia o
Philips.

3. Avanzare: Empresa con sede en Logrofio cuya linea de produccion es el grafeno
en polvo para uso industrial.

4. Granph NANOTECH: Empresa con sede en Burgos que fabrica laminas de
grafeno principalmente para la investigacion.

5. Graphendis'®: Empresa con sede en Alicante que se dedica a la investigacion y

distribucion del grafeno a escala mundial.

7. DISCUSION

La literatura actual en el campo del grafeno pese a ser un descubrimiento practicamente
nuevo es abundante, lo que nos lleva a comprobar la gran importancia que ha cobrado
este material desde sus inicios. Algo que no es de extraiiar, puesto que debido a sus
diversas y unicas propiedades puede utilizarse en areas de investigacion tales como
ingenieria, medicina, informatica, construccion...

Sin embargo cabe destacar que los métodos de obtencion a escala industrial a dia de hoy
siguen siendo demasiado costosos, por lo que es dificil extrapolar el grafeno de la
teoria a la practica. Especialmente en el campo de la farmacologia, el proceso puede ser
lento hasta ver al grafeno aplicado, ya que se ha de contar con el tiempo que se precisa
para estudios de biocompatibilidad, toxicidad, ensayos clinicos, estudios post-
comercializacion...ademas de la hasta ahora costosa inversion que supone investigar
con grafeno.

Los resultados obtenidos para el tratamiento del cancer son positivos y prometedores e

invitan a continuar con la investigacion y descubrir todo el potencial de este material.
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8. CONCLUSION

Tras la revision bibliografica se ha podido realizar una evaluacion de las caracteristicas,

métodos de sintesis y aplicaciones del grafeno en el tratamiento del cancer asi como las

empresas que trabajan este material.

En el ambito farmacologico se ha podido comprobar que el uso del grafeno como

“nanocarrier” de fArmacos, en terapias fototérmicas y usado como farmaco en si mismo

es efectivo para el tratamiento de diversos tipos de cancer aunque hasta ahora solo se

disponen de resultados “in vivo” con animales de experimentacion e “in vitro™.
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