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RESUMEN

Introduccidn: las pruebas de capacitacion espermatica y la actividad espermicida
o0 inmovilizante usando extractos de plantas permiten incrementar los
conocimientos actuales en el area reproductiva.

Objetivos: evaluar el efecto de 5 extractos de las plantas colombianas Bocconia
frutescens, Bomarea setaceas, Muehlenbeckia platyclada, Zanthoxylum lenticulare
y Piper subpedale sobre los espermatozoides humanos.

Métodos: los espermatozoides humanos se incubaron con los extractos de las
plantas, se valor6 su movilidad y viabilidad. Adicionalmente la capacitacién
espermatica se evalu6 utilizando albimina sérica bovina.

Resultados: después de una evaluacion inicial del efecto de los extractos de las
plantas sobre la movilidad o viabilidad de los espermatozoides, se seleccionaron los
extractos de B. frutescens y B. setaceas para realizar los ensayos de capacitacion
espermatica, porque no alteraron ni la movilidad ni la viabilidad espermatica, y se
seleccionaron los extractos de M. platyclada, Z. lenticulare y P. subpedale para los
ensayos de actividad espermicida debido a que afectaron la movilidad progresiva
espermatica.

Conclusiones: este trabajo permitié proponer 3 plantas con promisoria actividad
espermicida, y se logré estandarizar un sistema biolégico en el cual se pudo evaluar
el efecto capacitante de algunos extractos sobre los espermatozoides humanos.
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ABSTRACT

Introduction: the sperm capacitation test and the spermicidal activity or
immobilization using plant extracts, allows for an increase in the current knowledge
on the reproductive area.

Objectives: to evaluate the effect of five extracts from Colombian plants Bocconia
frutescens, Bomarea setaceas, Muehlenbeckia platyclada, Zanthoxylum lenticulare
and Piper subpedale on human spermatozoa.

Methods: human spermatozoa were incubated with each extract and their motility
and viability were evaluated. Additionally, sperm capacitation was evaluated using
bovine serum albumin.

Results: after an initial assessment of the effect of plant extracts on human
spermatozoa, the extracts from B. frutescens and B. setaceas were selected for
capacitating tests since they did not change the sperm motility and viability.
Additionally, M. platyclada, Z. lenticulare and P. subpedale extracts were selected
for immobilization or spermicidal activities tests because they had had an effect on
sperm progressive motility.

Conclusions: this study suggested three plants with promising spermicidal effect;
in addition to the standardization of a biological system, allowing the assessment of
the capacitation effect of some extracts over human spermatozoa.

Key words: spermatozoa, sperm capacitation, spermicidal activity.

INTRODUCCION

En el proceso reproductivo, los espermatozoides desempefian un papel
indispensable en la fecundacién y deben viajar por el tracto reproductivo femenino
en busca del oocito; durante este viaje sufren una serie de cambios fisioldgicos y
bioguimicos conocidos como capacitaciéon espermatica que les permite adquirir la
habilidad para interactuar con el oocito.* De otro lado, existe un creciente interés
por determinar algunas caracteristicas bioldgicas de los productos vegetales, con el
fin de obtener de ellos un beneficio para la poblacién humana;? la reproducciéon no
es la excepcién y para ello se han evaluado distintos productos naturales en varios
procesos reproductivos como la gametogénesis, el desplazamiento del
espermatozoide por el tracto reproductivo femenino, la ovulaciéon y la interaccion
espermatozoide-oocito, entre otras.®> Varios estudios han reportado que los
extractos de diferentes plantas como Citrus lemon (limén),* Passiflora edulis
(maracuyd)® y Ananas comosus (pifia)® presentan actividad espermicida en
humanos.

Los espermicidas son sustancias disefiadas para prevenir el embarazo mediante la
muerte o inmovilizacién de los espermatozoides para que estos no puedan avanzar
hacia el oocito y fecundarlo.® Entre la amplia posibilidad de anticonceptivos, los
espermicidas son un método de facil acceso, de bajo costo, controlado por la
mujer’ y son elaborados en diferentes presentaciones como cremas, jaleas,
espumas, 6vulos o tabletas;® sin embargo, a pesar de sus ventajas los espermicidas
son elaborados en su mayoria sobre la base de Nonoxynol-9, compuesto que ha
sido altamente asociado con el incremento de irritaciones cervicales y vaginales, lo
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gue puede favorecer la afeccién por los microorganismos infecciosos® y la alteracion
del crecimiento de los lactobacilos.*®**

Como se mencioné antes, la capacitacién espermatica es un proceso importante en
la reproduccion natural, y esta es inducida en los laboratorios de reproduccién
asistida con el fin de poder mejorar la probabilidad de interaccion in vitro entre los
espermatozoides y el oocito.*® Existe un reporte local sobre el efecto capacitante
del extracto de Carica papaya (papaya),*® lo cual permite proponer que moléculas
de origen vegetal podrian inducir este efecto a un menor costo que las usadas
actualmente, como la albumina sérica bovina que incrementa los costos de algunos
procedimientos de laboratorio.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de 5 extractos de Bomarea
setaceas, Muehlenbeckia platyclada, Piper subpedale, Zanthoxylum lenticulare y
Bocconia frutescens sobre los espermatozoides humanos.

METODOS
Muestras de semen

Las muestras de semen fueron donadas por voluntarios aparentemente sanos (18-
25 afios) mediante masturbacion, después de una abstinencia sexual de 3 a 5 d
como lo establece la Organizaciéon Mundial de la Salud.**

Analisis muestras de semen

Luego de su licuefaccién (30-60 min), a cada muestra seminal se le realiz6 una
primera evaluacién macroscoépica para determinar el volumen, pH y la consistencia.
Posteriormente, se hizo un analisis microscépico en el que se determind el
porcentaje de movilidad espermatica segln los criterios de la OMS 1999,** que
clasifica los espermatozoides segun su desplazamiento asi: a: >25 um/s, b: 5-25
pm/s, c: <5 pym/s y d: inmdviles. En este estudio, los espermatozoides maviles
progresivos a y b se analizaron de forma conjunta. Adicionalmente, se evalud el
porcentaje de viabilidad, usando 10 pL de la muestra seminal con 10 pL de eosina-
Y, contando como espermatozoides vivos aquellos que no tenian su cabeza tefiida
con el colorante. Finalmente, se evaludé el nimero de espermatozoides por mililitro
mediante la camara de Makler.® Todas las muestras utilizadas debian cumplir con
los pardmetros siguientes: movilidad a + b > 50 %, viabilidad > 70 % vy
concentracion > 20 x 10°%/mL.

Extractos vegetales

Se usaron 5 plantas disponibles en el Herbario de la Universidad de Antioquia
(HUA) de Medellin, Colombia, las cuales habian sido colectadas en los
departamentos de Antioquia (tallos y hojas de B. setaceas 130210 HUA, semillas de
B. frutescens 104402 HUA, hojas de M. platicada 2533 HUA, y hojas de Z.
lenticulare 112371 HUA) y Caldas (tallos y hojas de P. subpedale 164512 HUA) por
diferentes bidlogos expertos en el tema.

Los extractos de las 5 plantas se obtuvieron en el Laboratorio de Quimica de
Plantas Colombianas de la Universidad de Antioquia, siguiendo los protocolos
estandarizados. A continuacion, a las partes selecionadas de cada una de las
plantas previamente secas, se le adicion6 solucién salina 0,85 % y se agité durante
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5 min; después los extractos de cada planta se filtraron y se almacenaron
protegidos de la luz a 4 ©C hasta su uso. No se utilizaron solventes organicos para
la extraccidn porque estos pueden alterar la fisiologia espermatica.

Andlisis de las propiedades de los extractos sobre las muestras de semen

Se mezclaron 30 pL de cada extracto de las diferentes plantas y 30 pL de semen
para obtener una concentraciéon de 50 % del extracto (proporcion 1:1 v/v);
después se tomaron 10 L de la mezcla y se determiné la movilidad y la viabilidad
usando un microscopio de luz (40X), en un intervalo entre 0 y 5 min. Todos los
ensayos se hicieron por duplicado usando 3 muestras diferentes de semen. Esta
evaluacion inicial permitié clasificar los extractos segun su capacidad de afectar la
movilidad o viabilidad espermatica o de mantenerla a lo largo del tiempo.

Ensayos de actividad espermicida o inmovilizante

Los extractos que mostraron efecto deletéreo sobre los parametros espermaticos,
se evaluaron nuevamente usando otras 4 muestras de semen y ampliando a 10 min
el intervalo de tiempo para la valoracién.

Ensayos de capacitacion

Los extractos que no mostraron efecto deletéreo sobre la viabilidad y la movilidad
espermatica se usaron para realizar los ensayos de capacitacion, siguiendo los
protocolos previamente descritos por nuestro grupo.’® A continuacién, se realizé
una seleccion de los espermatozoides moéviles usando el método de gradiente
(Silselect®) mediante centrifugacion de la muestra de semen a 1 600 rpm/20 min,
los espermatozoides maoviles recuperados se incubaron a 37 ©C/5 % CO, durante
toda la noche en un angulo de 45° de inclinacion. Para cada tratamiento se hicieron
2 diluciones de los extractos (12 y 25 %) en un volumen final de 1 mL de medio
HAM F-10 con 1 % de antibidtico. Como controles positivo y negativo los
espermatozoides se incubaron en medio con 35 mg/mL de albumina sérica bovina y
medio solo, respectivamente. Por ultimo, se hizo la valoracién de la movilidad
después de 12 h de incubacién y se reportd el porcentaje de espermatozoides
moviles. La capacitacion espermatica es evidenciada por cambios fisiologicos y
bioguimicos, que desencadenan un cambio caracteristico en el desplazamiento del
espermatozoide y un aumento en el bateo de la cola.*

Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis descriptivo determinando los valores de la media y la
desviacion estandar de la movilidad y la viabilidad esperméatica antes y durante la
incubacién con cada extracto. Se compararon los valores en cada grupo usando la
prueba de ANOVA no paramétrica Kruskal-Wallis y el posprueba de Dunn's
mediante el programa estadistico prisma 5.0%.

RESULTADOS

El promedio de volumen eyaculado de las muestras de semen de los 7 individuos
fue de 4,83 = 1,26mL; el pH de 8,27 *+ 0,40; la concentraciéon de 71 * 42,8 x
10°/mL, la movilidad a + b inicial fue de 70,4 + 11,8 y la viabilidad obtenida de
76,5 + 4,6 %. Todas las muestras fueron normozoospérmicas.
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Se determind que los extractos de M. platyclada, Z. lenticulare y P. subpedale
disminuyen la movilidad espermatica progresiva de manera significativa a los 10
min de contacto con cada extracto, como lo evidencié el aumento de la movilidad
tipo d (espermatozoides inmoviles) respecto a los controles, los cuales se
incrementaron desde 18,2 % en el control, hasta 60,3; 42,6 y 46,6 % (p< 0,001;
p< 0,05 y p< 0,05, respectivamente). Sin embargo, con el extracto de M.
platyclada se observdé un aumento significativo de los espermatozoides con
movilidad d (p< 0,05) a partir de los 5 min de contacto con el extracto. En el caso
especifico de Z. lenticulare y P. subpedale, se observé como la movilidad tipo d
aumento6 respecto al control en la observacion inicial (20 s), aunque a los 5 min
disminuyé, indicando que el efecto inmovilizante puede ser reversible a corto plazo;
sin embargo, es claro que a un tiempo de exposicion mayor al extracto (10 min),
los espermatozoides en su mayoria pasan a ser inmoéviles (Fig. 1).

Porcentaje
de movilidad d
100
Muehlenbeckia Pl
801  platyclada Zantoxylum iper
&0 = lenticulare  subp ED'.EIE

Ll nal

[l controles
B:0s

B 5 min
10 min

** (2 0,01)y * (= 0,05) representan diferencia significativa
respecto al control.

Fig. 1. Ensayos de actividad inmovilizante. La movilidad
espermatica se valord después de poner en contacto los
extractos con las muestras de semen durante 20 s,

5y 10 min.

De otro lado, los extractos de las plantas B. frutescens y B. setaceas no alteraron la
viabilidad y la movilidad en los ensayos iniciales. El porcentaje de espermatozoides
de movilidad d solo aumenté de 18,2 % hasta 27,2 y 28,2 % a los 20 s de
exposicion al extracto de B. setaceas y B. frutescens, respectivamente; en este
caso no hubo aumento significativo de los espermatozoides con movilidad tipo d en
ninguno de los tiempos de contacto con el extracto, manteniéndose por debajo de
30 %, lo cual indica el predominio de los espermatozoides con movilidad progresiva
(Fig. 2).
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Fig. 2. Extractos sin efecto deletéreo inicial sobre la
movilidad espermatica. La movilidad espermatica se valord
después de 12 h de incubar los espermatozoides
seleccionados con 2 diluciones (12 v 25 %) de los extractos
de las plantas. No se encontraron diferencias estadisticas
respacto al control.

En el caso de la viabilidad espermatica, no hubo ninguna diferencia significativa (p>
0,05) entre los controles y aquellos correspondientes a los espermatozoides
incubados con los 5 extractos en los distintos lapsos de tiempo (tabla).

Tabla. Yiabilidad espermatica despues de |a exposicidn con cada extracto

Porcentaje de viabilidad
20 s 5 min 10 min

Mushlenbeclkiz piatyclads | 70,7 £ 0,82 68,5 £ 3,0 67,7 £ 2,0

Zantoxylum lenticulare 53,5 £ 3,0 63,2 £ 0,8 63,2 £ 1,2
Bipar subpedals 69,2 £ 0,5 67,3 £ 15,8 | 67,0 £ 3,2
EBococonta frutescens 71,3 £ 3,9 70,2 £ 2,4
Bomarea selaceas T2,5 £ 6,0 09,2 £ 2,6

2 los resultados se presentan como la media £ DE del porcentaje de la viahilidad espermatica.

La evaluacion de la capacitacion espermatica, evidenciada por la movilidad 12 h
después de la incubacion, mostré que ni B. setaceas y B. frutescens tienen efecto
capacitante sobre los espermatozoides humanos. Después de 12 horas de
incubacién con ambas concentraciones (12 y 25 %) de los extractos B. setaceas y
B. frutescens no se observé la movilidad (p< 0,05) caracteristica del fenémeno de
capacitacion espermatica encontrada en el control, O y O vs. 81 =+ 3,6,
respectivamente.
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DISCUSION

En este estudio se encontr6 que 3 de las 5 plantas colombianas evaluadas
presentan una promisoria accion espermicida (M. platyclada, Z. lenticulare y P.
subpedale), debido a una disminucibn de la movilidad progresiva de los
espermatozoides humanos. Los 2 extractos restantes, B. frutescens y B. setaceas,
no presentaron el mismo efecto, proponiéndose como compuestos con posible
accion capacitante. Ninguno de los extractos disminuy6 la viabilidad espermaética.

La mayoria de los productos espermicidas disponibles en el mercado son fabricados
sobre la base de Nonoxynol-9, un agente no i6nico ampliamente utilizado en el
mundo y capaz de dafiar la membrana plasmatica de los espermatozoides y
ocasiona su muerte,!’ aunque también se ha probado el efecto espermicida de
productos naturales como el Aloe barbadensis,'® el Citrus lemon,* la Passiflora
edulis y la Ananas comosus,® y el efecto antiespermatogénico de la planta
Momordica charantia.'® En el presente estudio se observé que los extractos de las
plantas M. platyclada, Z. lenticulare y P. subpedale presentan efecto inmovilizante
sobre los espermatozoides humanos, y en el futuro se podrian hacer nuevos
estudios con el fin de evaluar el compuesto especifico que tenga efecto sobre la
movilidad o viabilidad espermatica y que traiga consigo mas beneficios y en lo
posible menos efectos secundarios, como las irritaciones o el dafio celular que
ocurren en el caso de la utilizacion continua de espermicidas sobre la base de
Nonoxynol-9.2° Asi mismo con estos extractos se podria realizar una evaluacién de
actividad antiviral y determinar si estos pueden ejercer un papel en la protecciéon
contra agentes infecciosos como el virus de la inmunodeficiencia humana, la
hepatitis B o el herpes virus; porque con los productos sobre la base de Nonoxynol-
9 este aspecto ha sido evaluado y se ha encontrado que a pesar de su funcién
como microbicida, ocasiona alteraciones epiteliales que hacen que la usuaria del
producto se encuentre mas expuesta a las infecciones de transmision sexual.?*"??
Por estas razones es importante buscar componentes de procedencia natural que
permitan desarrollar nuevos productos cuyas caracteristicas contribuyan al control
de la natalidad sin generar lesiones, y evitar que causen efectos secundarios que
alteren la salud de las personas que pueden utilizarlos, ademas de brindar
proteccién contra las infecciones de transmisién sexual, valores agregados respecto
a las opciones en anticoncepcién que se tienen actualmente.

En conclusién, aunque 2 extractos de las plantas usadas en este estudio no
mostraron efecto inmovilizante a corto plazo, tampoco mostraron un efecto
capacitante de los espermatozoides in vitro. Sin embargo, es importante resaltar
que aungue no se obtuvieron resultados positivos en cuanto a su efecto
capacitante, este trabajo deja planteada una metodologia y un procedimiento para
probar nuevos extractos y seguir avanzando en la budsqueda de alternativas como
herramientas a las técnicas de reproduccion asistida.
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