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RESUMEN

Introduccion: La nanotecnologia se proyecta como un pilar fundamental en las ciencias
de la salud debido a sus importantes aplicaciones. Seguramente no sera extrafio hablar en
el futuro cercano de nanosensores 0 nanorobots que desempefien labores diagndsticas y
terapéuticas. El uso de materiales a escala nanométrica se ha incrementado en los Gltimos
afios, en especial los materiales con estructuras a base de carbono como son los
nanotubos de carbono, grafeno, grafito y fulerenos.

Objetivo: Determinar el efecto de los nanotubos de pared maultiple sobre los
espermatozoides humanos.

Metodos: Para el estudio se incluyeron doce muestras de semen de voluntarios sanos y se
siguieron los lineamientos establecidos en el Manual de procesamiento de semen humano
de la Organizacion Mundial de la Salud. Las muestras fueron incubadas con la solucién
de los nanotubos de carbono dispersados a una concentracion final de 1 % e durante 120
min. y la movilidad espermatica fue cuantificada al tiempo cero, a los 30, 60 y 120

minutos.
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Resultados: Se encontro que la movilidad progresiva espermatica no se afectd en funcion
del tiempo (p> 0,05), sin embargo, desde el tiempo cero de incubacion se observa que
algunos espermatozoides quedan atrapados al interactuar con los nanotubos de carbono al
inhibirse su desplazamiento.

Conclusiones: Los nanotubos de multiples paredes de carbono no tienen efectos adversos
sobre la calidad seminal en humanos, por lo tanto, los dispositivos construidos y los
procedimientos que emplean estas moléculas serian seguros para la salud sexual y
reproductiva masculina.

Palabras clave: nanotubos de carbono; espermatozoides; salud humana; fertilidad; salud

sexual y reproductiva.

ABSTRACT

Introduction: Nanotechnology is projected as a fundamental pillar in the health sciences
due to its important applications. Surely it will not be strange to speak in the near future
of nanosensors or nanorobots to perform diagnostic and therapeutic tasks. The use of
nano-scale materials has increased in recent years, especially with carbon-based
structures such as carbon nanotubes, graphene, graphite and fullerenes.

Objective: To determine the effect of multi-walled nanotubes on human sperm.
Methods: Twelve semen samples from healthy volunteers were included for the study
and the guidelines established in the World Health Organization Human Semen
Processing Manual were followed. The samples were incubated with the solution of the
dispersed carbon nanotubes at a final concentration of 1% for 120 min. and sperm
motility was quantified at time zero, at 30, 60 and 120 minutes.

Results: It was found that progressive sperm motility was not affected as a function of
time (p> 0.05), however, from time zero of incubation, it is observed that some sperm are
trapped by interacting with carbon nanotubes by inhibiting their displacement.
Conclusions: Multi-walled carbon nanotubes do not have adverse effects on seminal
quality in humans, therefore, the devices constructed and the procedures that employ
these molecules would be safe for the male sexual and reproductive health.

Keywords: carbon nanotubes; sperm; human health; fertility; sexual and reproductive
health.
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Introduccion

Debido a los avances en nanotecnologia, han surgido grandes desarrollos en la
medicina.®>% Una de las aplicaciones mas importantes es el uso de nanoparticulas como
vehiculos transportadores para la liberacion controlada de farmacos que mejorara la
estabilidad, la solubilidad y la biodistribucion.®? La nanotecnologia trata de desarrollar
nuevos sistemas de analisis y de imagen para la deteccion de enfermedades en los estados
mas tempranos posibles. Las propiedades fisicas que tienen nanoestructuras como el
polietilenglicol, grafenos o nanotubos de carbono (CNT)®*5 los convierten en excelentes
candidatos para el desarrollo de sistemas que permitan una deteccién especifica y
discriminada de sustancias quimicas y/o bioldgicas, con alta sensibilidad y en tiempos
mas cortos que los métodos convencionales.?*%) Sin embargo, alin existen pocos
conocimientos sobre la capacidad de escalar la produccion de estos nanomateriales a los
niveles necesarios para su aplicacion, reproducibilidad, aspectos regulatorios, y posibles
efectos adversos.

Los CNT son de gran importancia en la nanotecnologia, constituyen en gran medida uno
de los nanomateriales mas estudiados en la actualidad debido a sus extraordinarias
propiedades eléctricas, mecénicas y térmicas que los han llevado a encontrar diversas
aplicaciones en electrénica, ciencia de materiales, sensores, biotecnologia, quimica,
energia, mecanica, instrumentacion cientifica y fotonica.(” En medicina, los CNT han
sido estudiados como biosensores,® sistemas de liberacion controlada de farmacos,®
agentes con propiedades antibacterianos,® en el mejoramiento de las protesis y los
implantes“®!Y e incluso en Urologia.®:121314

Aunque los nanotubos de carbono presentan generalmente baja toxicidad, existe
evidencia en modelos murinos en los cuales la exposicion a nanotubos indujo alteraciones
en los pulmones e incluso en la formacion de un ateroma,*®!® lo cual podria estar
regulado por un aumento en el estrés oxidativo que regule negativamente la funcionalidad

espermatica.

(ec) ENRTE Esta obra estéd bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES



https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES

Revista Cubana de Obstetricia y Ginecologia. 2020;46(2):e506

Los nanotubos de carbono se pueden dividir en dos grupos: los nanotubos de carbono de
pared simple (SWCNT - Single Wall Carbon Nanotubes), que estan constituidos por
atomos de carbono dispuestos en una red hexagonal cilindrica; y los nanotubos de
carbono de pared multiple (MWCNT — Multiwall Carbon Nanotubes) los cuales presentan
una estructura similar a varios SWCNT concéntricos con diferentes didmetros. En ambos
casos, la caracteristica principal es su relacién longitud/didmetro muy elevada, su
didametro es del orden de los nandémetros y su longitud puede variar desde unas micras
hasta milimetros, e incluso algunos centimetros.*” Es importante destacar, que los
nanotubos de carbono poseen una composicién quimica y configuracién atdmica sencilla,
sin embargo, dentro los nanomateriales conocidos se exhibe, posiblemente, la méas vasta
diversidad y riqueza en relacion con sus estructuras y propiedades intrinsecas.*”

En un estudio previo de Waseem Asghar y otros,*® publicado en 2016, se demostré que
los nanotubos de pared simple no tienen efecto negativo sobre los espermatozoides
humanos. Sin embargo, no se conoce el efecto de los nanotubos de pared multiple sobre
los gametos masculinos, por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto

de los nanotubos de pared multiple sobre los espermatozoides humanos.

Métodos

Dispersion de los nanotubos

Debido a la capacidad para formar aglomerados de los nanotubos y la dificultad de
realizar y mantener la dispersion, los estudios de exposicién y toxicidad pueden llegar a
ser muy poco acertados debido a que la exposicion no se realiza de manera efectiva
porque el area expuesta es mucho menor cuando los nanotubos estan aglomerados. Por
este motivo, lograr una buena dispersion es fundamental antes de realizar la exposicion
de los nanotubos a los espermatozoides.

El procedimiento de dispersion se basd en el protocolo descrito previamente.®)
Brevemente, a una solucion de alcohol polivinilico (PVA) al 2 %, a una temperatura de
40 a 50 °C en constante agitacion, se le agregaron los CNT (2 %) durante 5 minutos
aproximadamente (Fig. 1A). Posteriormente la solucién de PVA + CNT se somete a
agitacion ultrasénica (VCX 750 Sonicator) por un periodo de 1 a 2 horas de exposicién
con frecuencias de 25 kHz hasta 35 kHz, y con potencias de 100W con el proposito de no
generar dafios del CNT (FFig. 1B).(9
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Ensayo in vitro

Se incluyeron doce muestras de semen de voluntarios aparentemente sanos, obtenidas
mediante masturbacion en un recipiente estéril, después de dos a cinco dias de
abstinencia sexual y analizadas maximo una hora después de su recoleccién. Se siguieron
los lineamientos establecidos en el Manual de procesamiento de semen humano de la
Organizacion Mundial de la Salud en 2010.29 Los voluntarios tenian un promedio de
edad de 24,6 £ 5,7 afios.

Las muestras de semen fueron incubadas con la solucion de los nanotubos a una
concentracion final de 1 % durante 120 minutos (Fig. 1C). Se cuantific6 la movilidad

espermatica al tiempo cero, a los 30, 60 y 120 minutos (FFig. 1D).

PVA 2 % + CNT 2 %
~40 oC

Sonicador
~ 2 Horas

lnw_;! 120 minutos
%;w de incubacidn
‘:'l f

o

~ 0, 30,60 vy 120 minutos
C D

Fig. 1. Esquema del procedimiento. A) agitacion magnética; B) ultrasonido; C) incubacion;
D) observacion y cuantificacion de k efecto del nanotubo sobre la movilidad espermatica.
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Resultados

Durante los ensayos in vitro se evidencio que la movilidad progresiva espermatica no se
afecta en funcion del tiempo p> 0,05, cuando se incuban con los nanotubos de carbono a

una concentracion final de 1 % (Fig. 2).
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Fig. 2 - Cuantificacion de la movilidad en funcion del tiempo, espermatozoides incubados en
ausencia (cuadros blancos) o presencia de nanotubos de carbono (circulos negros).

Sin embargo, desde el tiempo cero se observa que algunos espermatozoides quedan
atrapados al interactuar con los nanotubos de carbono, lo cual inhibe su desplazamiento, e

incluso comienzan a formar agregados (Fig. 3).
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Fig. 3 - Interaccion entre nanotubos y espermatozoides (flechas).

Es importante anotar que al seguir el protocolo previamente descrito se garantiza que los
nanotubos de carbono estan bien dispersos y se encuentran en toda la solucién en la que
se encuentran los espermatozoides.®® Sin embargo, la resolucion del microscopio no
alcanza el tamafio de los nanotubos individuales, que son considerablemente mas

pequefios que los espermatozoides.

Discusion

Basados en los resultados y en la literatura, esta es la primera aproximacion que
demuestra in vitro, que los nanotubos de carbono de pared multiple no tienen efecto sobre
la calidad seminal, aunque algunos espermatozoides interactian con los nanotubos de
forma directa e independiente del tiempo de incubacion.

La correcta dispersion de los nanotubos de carbono fue cuidadosamente realizada, se
logra asi la mayor exposicion posible a los espermatozoides para la obtencion confiable
de los resultados. Los nanotubos se aglomeran facilmente, y tener una buena dispersion
es clave durante su uso en los ensayos bioldgicos que pretendan determinar el efecto de

los nanotubos, moléculas en creciente desarrollo y uso en la salud humana.
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Resultados contradictorios respecto al efecto de los nanotubos se han observado en
diferentes modelos celulares, mientras en macrofagos peritoneales de raton® y en las
lineas celulares Hela y Jurkat®’no se observan efectos negativos en neumocitos
humanos,® ni células epiteliales de pulmon.??

Tanto Bai y otros,®)in vivo, en un modelo de ratones, como Asghar y otros,*® in vitro,
en humanos, demostraron que los nanotubos no afectan ni la viabilidad ni la movilidad
espermatica. La movilidad espermatica es uno de los parametros reproductivos mas
importantes durante la evaluacion de la calidad seminal, cualquier molécula o estimulo
que afecte negativamente la movilidad podria repercutir negativamente sobre el potencial
fértil masculino y finalmente repercutird negativamente sobre la conservacion de la
especie debido a que se afecta la posibilidad de esos espermatozoides de interactuar con
el oocito. Sin embargo, como se observo en el estudio de Asghar y otros,*® con el uso de
nanotubos de pared simple en el presente estudio, tampoco se afectdé la movilidad
progresiva de los espermatozoides, incluso después de dos horas de incubacion.

En conclusion, en el presente estudio no se observaron afectaciones en la movilidad
espermatica in vitro durante la exposicion de los espermatozoides a los nanotubos de
carbono de pared mdltiple. Esto indica que los posibles dispositivos construidos, asi
como los procedimientos con estas moléculas serian seguros para la salud sexual y
reproductiva masculina. Mas estudios son necesarios para determinar el efecto de los
nanotubos sobre la capacidad fecundante de los espermatozoides y el efecto sobre el

desarrollo embrionario.

Material suplementario, enlace al video
https://drive.google.com/file/d/1rYwRzEOEZLIMISSVmPuVTY IwuxpUag3G/view?usp=sharing
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