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RESUMEN

Introduccioén: aunque existe una amplia disponibilidad de métodos
anticonceptivos, la tasa de embarazos no deseados parece no disminuir. Uno de los
métodos contraconceptivos empleados son los espermicidas.

Objetivo: evaluar el efecto del extracto de tres plantas: Anethum graveolens L.
(Apiaceae), Calendula officinalis L. (Asteraceae) y Melissa officinalis L. (Lamiaceae)
sobre la movilidad y la viabilidad de los espermatozoides humanos.

Métodos: las muestras de semen de voluntarios sanos se incubaron con el extracto
de cada planta a diferentes concentraciones, posteriormente se evalu6 su efecto
sobre la movilidad y la viabilidad espermatica.

Resultados: el extracto de Anethum graveolens redujo la movilidad y la viabilidad
en 65,3 % y 16 % (p< 0,05, 5 min vs. control), respectivamente; el extracto de
Melissa officinalis generd un descenso en la movilidad de 78,2 % y 22,3 % en la
viabilidad (p< 0,05, 5 min vs. control). Por dltimo, el extracto de Calendula
officinalis redujo la movilidad y la viabilidad en 55,3 y 48,4 % (p< 0,05, 5 min vs.
control), respectivamente.

Conclusidén: ninguno de los extractos de las plantas a las concentraciones
empleadas en este ensayo tiene efecto espermicida sobre los espermatozoides
humanos.

Palabras clave: Anethum graveolens, Melissa officinalis, Calendula officinalis,
espermicida, saponinas, espermatozoide, anticoncepcion.
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ABSTRACT

Introduction: there is wide availability of contraceptives; however unwanted
pregnancy rate is not decreasing. One of the contraceptive methods employed are
spermicides.

Objective: the objective of this study was to evaluate the effect of extracts from
three plants extract: Anethum graveolens L. (Apiaceae), Calendula officinalis L.
(Asteraceae), and Melissa officinalis L. (Lamiaceae) on the motility and viability of
the human spermatozoon.

Methods: semen samples from healthy volunteers were incubated with each plant
extract at different concentrations, and the effects on spermatozoon motility and
viability were evaluated.

Results: Anethum graveolens extract reduced motility and viability by 65.3 and
16 % (p< 0.05, 5 min vs. control), respectively; Melissa officinalis extract
decreased motility by 78.2 % and viability by 22.3 % (p< 0.05, 5 min vs. control).
Finally, Calendula officinalis extract reduced motility and viability by 55.3 and
48.4 %, respectively (p< 0.05, 5 min vs. control).

Conclusions: none of the plant extracts at concentrations used in this assay has
spermicidal effect on human sperm.

Key words: Anethum graveolens, Melissa officinalis, Calendula officinalis,
spermicide, saponins, spermatozoa, contraception.

INTRODUCCION

La planificacion familiar, entendida como el conjunto de actividades, procedimientos
e intervenciones dirigidas a hombres y mujeres en edad fértil, dentro de las cuales
se encuentra la informacion, educacion, consejeria y anticoncepcién, incluida la
entrega de suministros para que las personas o parejas ejerzan el derecho a decidir
libre y responsablemente si quieren o no tener hijos, asi como su namero y el
espaciamiento entre ellos,* es considerada de gran importancia para cumplir con el
quinto de los Objetivos de Desarrollo del Milenio.?

En la actualidad existe una gran variedad de métodos anticonceptivos destinados a
regular la fertilidad; estos suelen clasificarse en hormonales y de barrera, pero
existen varias opciones tanto en su presentacién como en su forma de uso. Sin
embargo, cada afo, alrededor de 87 millones de mujeres en el mundo quedan
embarazadas de manera involuntaria y 46 millones de estos embarazos acaban en
abortos inducidos, segln la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).® Esta situacion
es claramente observada en los adolescentes, entre quienes se reporta poco uso de
métodos anticonceptivos por varias razones; entre las que se encuentran falta de
acceso, poca percepcion del riesgo de embarazo, miedo a efectos secundarios y el
costo. Lo anterior genera la necesidad de fomentar el uso de métodos
anticonceptivos y mejorar sus propiedades.

Entre las opciones anticonceptivas de bajo costo se encuentra el condén y los
espermicidas, los cuales tienen efecto protector contra algunas infecciones de
transmision sexual (ITS) y a diferencia de los métodos hormonales no requieren de
un uso continuo para ejercer su efecto de inhibicién del embarazo. Los
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espermicidas, que incluso favorecen la lubricacion durante el acto sexual, estan
elaborados en su gran mayoria sobre la base de nonoxinol 9 (N-9), compuesto que
actla en la reduccién de la tension superficial de la membrana del espermatozoide,
que causa la pérdida de la movilidad, disminuye el poder fructolitico, altera la
permeabilidad y disuelve el contenido lipidico;* sin embargo, su efecto téxico no es
selectivo contra la membrana de las células y por lo tanto es irritante para el
epitelio vaginal.®Tradicionalmente, las plantas han sido usadas desde periodos
prehistéricos para la cura de varias enfermedades, por lo que el conocimiento de
los valores medicinales de estas es reconocido por casi todas las sociedades de la
tierra.® Ademas, la OMS reporta que entre 70 y 80 % de la poblacién mundial
confia en la medicina tradicional para el cuidado primario de la salud, sobre todo en
paises en via de desarrollo y debido a que quienes la practican se sienten mas
seguros y familiarizados con las plantas.’ De los numerosos compuestos
identificados en diversas plantas, se encuentran las saponinas, moléculas que se
comportan como detergentes,® las cuales pueden generar dafios en la membrana
de los espermatozoides y alterar su composicion lipidica.

El objetivo de esta investigacion es evaluar el efecto de tres plantas: Anethum
graveolens, Melissa officinalis y Calendula officinalis conocidas popularmente como
eneldo, toronjil y caléndula, respectivamente, sobre los espermatozoides humanos.

METODOS

Las flores de Calendula officinalis L. (Asteraceae) y las hojas, flores y tallos de
Anethum graveolens L. (Apiaceae) y Melissa officinalis L. (Lamiaceae) se obtuvieron
en un mercado de la ciudad de Medellin, se clasificaron por un bidlogo experto y se
identificaron con los vouchers: Alzate-4217 (Anethum graveolens), Alzate-4218
(Melissa officinalis) y Alzate-4219 (Calendula officinalis), cuyas colecciones testigo
estan disponibles en el herbario de la Universidad de Antioquia (HUA, Medellin,
Colombia).

Las partes de las plantas se secaron en un horno, y se mezclaron con 200 mL de
solucién salina (Novalab, Medellin, Colombia). Se utilizaron 20,2 g de Melissa
officinalis, 29 g de Anethum graveolens y 8,65 g de flores de Calendula officinalis.
El producto obtenido de cada planta se filtré varias veces con gasa estéril, algodén
y con papel filtro (Munktell #3, Estocolmo, Suecia). Adicionalmente, el extracto de
Calendula officinalis se concentr6 empleando un rotoevaporador durante 30 min.
Los extractos obtenidos se centrifugaron a 460 g por 5 min, se filtré de nuevo el
sobrenadante y se almacené a - 20 ©C hasta su uso.

Recoleccién de las muestras

Se usaron 9 muestras de semen de voluntarios aparentemente sanos de edades
entre 20 y 27 afos, cada muestra fue obtenida por masturbaciéon después de 2 a 5
d de abstinencia sexual. Posterior al proceso de licuefaccion se les determiné el pH,
la movilidad y la viabilidad, siguiendo los lineamientos establecidos por la OMS en
su manual de procesamiento de semen de 2010;° la concentracién espermatica se
determiné mediante la camara de Makler.'® Cada individuo entendi6 el objetivo del
proyecto y acept6 la participacion en el estudio.

Ensayo sobre la movilidad y viabilidad esperméatica

El efecto del extracto de las plantas sobre la movilidad fue evaluado a diferentes
concentraciones para los tres extractos. Para el caso de Anethum graveolens y
Melissa officinalis se realizaron ensayos con concentraciones del extracto al 50 y
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75 %, y concentraciones de 50, 66,7 y 75 % para los ensayos con Calendula
officinalis. Se tomaron 10 pL de semen en un portaobjetos y se evalué la movilidad
de los espermatozoides, clasificandolos asi: tipo | (movimiento progresivo), tipo 11
(movimiento no progresivo) y tipo Il (inmdviles), a 40x en un microscopio 6ptico
(Nikon eclipse E200) a los 20 s, 3 min y 5 min. La viabilidad se evalu6 a las mismas
concentraciones empleadas para evaluar la movilidad; se tomaron 10 pL de cada
mezcla extracto-semen y se les agreg6 10 pL de eosina-Y a 0,5 % (IHR
Diagndstica, Cali, Colombia) sobre un portaobjetos; se clasificaron como
espermatozoides muertos aquellos que tomaron un color rojo. Tanto las
evaluaciones de la movilidad como las de viabilidad se realizaron por duplicado
teniendo en cuenta los valores de diferencia aceptables entre las repeticiones segun
el manual de la OMS de 2010.

Andlisis estadistico

Para evaluar el efecto de los extractos sobre los espermatozoides humanos, se
realizé un analisis estadistico mediante una prueba ANOVA no paramétrica
(Friedman) y el postest de Dunns empleando el software Prism 5.0.

RESULTADOS

El pH, el volumen, la concentracion, la movilidad y la viabilidad de las muestras de
semen fueron evaluadas de manera previa a los tratamientos con los extractos y
todas presentaron valores superiores a los reportados como limite de referencia en
el manual de 2010 de la OMS (las muestras presentaron parametros seminales de
movilidad tipo | y Il mayor que 40 % y viabilidad mayor que 58 %).

Al incubar el extracto de Anethum graveolens con los espermatozoides humanos a
una concentracion de 50 %, se observé una reduccion de 34,1 % de la movilidad
respecto al control a los 3 min (p< 0,05) y de 34,8 a los 5 min con p< 0,01

(Fig. 1A); ademas de una reduccién de la viabilidad de 16 % a los 5 min con

p< 0,001 (Fig. 1B); a una concentracion del 75 % se redujo la movilidad en 65,3 %
(p< 0,05) y la viabilidad en 15,7 % (p< 0,05) a los 5 min (Figs. 1C y 1D).

En la figura 2 se muestra el efecto del extracto de Melissa officinalis sobre los
espermatozoides humanos, se observé una reduccién de 27,6 % en la movilidad
con el extracto a una concentracion de 50 % a los 5 min con p< 0,05 (Fig. 2A) y
una reduccion de 18,8 y de 22,2 % de la viabilidad a los 3 min (p< 0,05) y a los 5
min (p< 0,001), respectivamente, frente al control (Fig. 2B). Al incubar este
extracto a una concentracion de 75 % se reduce la movilidad en 78,2 % con

p< 0,05 (Fig. 2C) vy la viabilidad en 22,3 % (p< 0,05), ambas a los 5 min (Fig. 2D).

Al incubar los espermatozoides con el extracto de Calendula officinalis a una
concentracion de 50 % se observé una disminucién de 32,4 % de la movilidad
respecto al control a los 3 min (p< 0,01) (Fig. 3A). En cuanto a la viabilidad, el
extracto disminuy6 esta en 32,2 % a los 3 min (p< 0,05) y en 37,9 % a los 5 min
(p< 0,001) respecto al control (Fig. 3B). Usando la concentracion 66,7 % se
observé una reducciéon de 38,8 % de la movilidad a los 3 min y a los 5 min

(p< 0,05) (Fig. 3C); adicionalmente a esta concentracién se observa una reducciéon
de la viabilidad de 35,6 % (p< 0,05) con respecto al control (Fig. 3D). Por dltimo,
se evaluo la acciéon de este extracto a una concentracion de 75 % sobre los
espermatozoides y se evidenci6é que este reduce la movilidad en 43 % a los 3 min
(p< 0,05) y en 55,3 % (p< 0,01) a los 5 min (Fig. 3E); los valores de viabilidad
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disminuyeron en 37,7 % a los 3 min (p< 0,05) y en 48,4 % a los 5 min con

p< 0,01 (Fig. 3F).
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Fig. 1. Efecto del extracto de Anethum graveolens sobre la movilidad y la viabilidad de

espermatozoides humanos.
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Fig. 3. Efecto del extracto de Calendula officinalis sobre la movilidad v la viabilidad de los
espermatozoides humanos.

DISCUSION

De forma reiterada se ha afirmado que el uso continuo de espermicidas genera
efectos secundarios inherentes al mecanismo de acciéon de su principal componente
(N-9), como son la alteracion de la flora bacteriana, efectos irritantes en el epitelio
vaginal™ y susceptibilidad a infecciones urogenitales.***?

Con la finalidad de disminuir estos efectos adversos y haciendo uso del
conocimiento popular acerca de la utilidad de las plantas con fines terapéuticos,
varias investigaciones han surgido en busqueda de generar nuevos espermicidas,
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asi como los estudios que han evaluado la accién de extractos de plantas sobre la
fertilidad,***’ sus acciones sobre el control de ITS*® y los cambios en la flora normal
de la vagina.*® Por ejemplo, se han realizado estudios con extractos de plantas
como Passiflora edulis,® la cual tuvo un efecto inmediato en la movilidad de los
espermatozoides, y el aceite esencial de Trachyspermum ammi®® que afectaba la
integridad de la membrana y causaba una réapida pérdida de su movilidad y
viabilidad.

Otros articulos reportan reduccion total de la movilidad de los espermatozoides al
incubarlos con extractos de Achyrantes aspera y Stephania hernandifolia, en una
proporcion 1:3 a los 2 min.?* Empleando un extracto crudo de Polygala tenuifolia se
demostré que este caus6 inmovilizacion de 100 % de los espermatozoides a los

20 s a una concentracion minima de 10 pug/mL.*°

Similar a lo realizado en este ensayo, otros autores recientemente® han evaluado
la accion de compuestos disulfuros no detergentes y encontraron que
N,N'ditiobisftalimida es un potente inmovilizador de los espermatozoides humanos,
cuyo efecto es irreversible y ademas no es toxico para células epiteliales (probadas
sobre la linea celular HeLa) ni para microorganismos pertenecientes a la flora
normal vaginal como Lactobacillus acidophilus, responsables de mantener un
ambiente estéril en la vagina mediante la produccién de peréxido de hidrégeno. Sin
embargo, no solo se han realizado estudios in vitro sobre el uso de las plantas
como espermicidas; otros estudios in vivo en modelos murinos han encontrado que
la administracion de extractos de Sarcostemma acidum interfiere en la reproduccion
y causa la disminucién del numero de células de Leydig maduras;?® asi mismo
extractos de semillas de Carica papaya causan hipertrofia de las gonadotropinas
pituitarias y degeneracion en las células de Leydig.?*

Adicional a lo ya descrito, en el Grupo Reproduccion se han realizado ensayos in
vitro con extractos de plantas como Pasiflora edulis,*® Sapindus saponaria (Ospina
L, en proceso de publicacion), Ananas comosus (Uribe Clavijo M, en proceso de
publicacién), Bocconia frutescens, Bomarea setaceas, Muehlenbeckia platycada,
Zanthoxylum lenticulare y Piper subpedale.?® En esta ocasion se evalué la accién de
extractos de Anethum graveolens, Melissa officinalis y Calendula officinalis sobre
espermatozoides humanos; la eleccion de estas especies se realizé sobre la base de
las propiedades atribuidas, en especial a las relacionadas con su uso como posibles
espermicidas®® por poseer saponinas, las cuales son glucésidos de esteroides o
triterpenoides, con propiedades similares al jabdn que les permite disolver lipidos
de la membrana del espermatozoide.

En el caso de Calendula officinalis, originaria de Egipto, extendida por todo el
mundo y motivo de investigaciones por su amplia gama de propiedades: sus flores
han sido utilizadas en la industria como colorante,?® se le atribuyen efectos
antivirales como la inhibicién de la replicacion del VIH-1?" y para el cuidado
dermatolégico en personas que padecen cancer de piel;?® contiene sustancias como
flavonoides, carotenoides, saponinas, triterpenos, acidos fendlicos, cumarinas y
taninos.?® En este estudio se realiz6 un extracto de flores de la planta y se mezclé
en distintas proporciones con muestras de semen de voluntarios aparentemente
sanos. Se pudo observar una disminucién estadisticamente significativa de 31 % en
la movilidad y de 33 % en la viabilidad de los espermatozoides humanos.

Por su parte, Anethum graveolens, conocida como eneldo y originaria de Egipto que
crece en Colombia en climas frios, se usa como sedante y calmante digestivo. El
aceite obtenido de las semillas de esta planta posee actividad antifingica in vivo e
in vitro sobre especies del género Candida spp.,?° lo que ayudaria a reducir la
prevalencia de candidiasis vulvovaginal, la cual afecta alrededor de 70 a 75 % de
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las mujeres al menos una vez en su vida.*® Posee alcaloides, flavonoides, taninos y
saponinas;® estas Gltimas de interés en el estudio por estar relacionadas con la
inmovilizacién de los espermatozoides humanos. Con los tallos, las flores y hojas de
esta planta se realiz6 un extracto y se evalu6 su accion sobre los espermatozoides
de muestras de semen, se encontré una reduccion de hasta 48 % en la movilidad,
sin tener gran impacto sobre la viabilidad.

Similar a lo ocurrido con Anethum graveolens, Melissa officinalis redujo en 45 % la
movilidad y en 17 % la viabilidad de los espermatozoides (en muestras de semen)
incubados con el extracto obtenido a partir de hojas y tallos de la planta a
diferentes concentraciones. Esta planta, denominada "cidreira” por su aroma a
limén, es usada como antifdngico, anticonvulsivante y espasmolitico; posee
glucésidos, flavonoides, taninos y saponinas.®

Las plantas evaluadas en este ensayo: Anethum graveolens, Melissa officinalis y
Calendula officinalis, tienen en comudn la presencia de saponinas pero en contraste
con Sapindus saponaria que también las contiene, estas no poseen accién
espermicida; sin embargo, otros estudios son requeridos para evaluar el
mecanismo de accidon de estos extractos, posiblemente mediante el aislamiento de
saponinas y otros compuestos puros. Se puede concluir que, pese a los resultados
de disminucion de la movilidad, ninguna de las tres plantas puede considerarse util
para la elaboracion de métodos anticonceptivos como espermicidas a las
concentraciones empleadas en este articulo. Quizas si se aumentan las
concentraciones de los extractos obtenidos se podria obtener mejores resultados y
evaluar su accioén sobre las células del epitelio vaginal y sobre la flora microbiana;
sin embargo la relevancia de este estudio radica en explorar sustancias naturales
para reducir los efectos adversos hasta ahora reportados para los productos
disponibles como anticonceptivos actualmente.
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