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Resumen

Los espermicidas se han usado para el control de la natalidad, sin
embargo sus componentes quimicos son nocivos para el epitelio vaginal,
por lo que se han realizado estudios planteando la posibilidad del uso de
extractos de diferentes plantas como agentes espermicidas que eviten un
dano en el tejido vaginal. El objetivo del presente estudio fue evaluar el
efecto del extracto de la pifia (Ananas comosus) sobre espermatozoides
humanos. Las muestras de semen se incubaron con los extractos de pifia y
se evalud el efecto sobre la movilidad y la viabilidad espermatica. Adicio-
nalmente, la citotoxicidad del extracto fue determinada mediante el ensa-
yo de MTS sobre la linea celular epitelial HeLa. La movilidad (p<0,001) y
la viabilidad (p<0,001) disminuyeron después del contacto con el extracto
en una dilucién del 50%, sin embargo el extracto presenté un efecto ci-
totéxico sobre la linea celular epitelial. En conclusién, a pesar del efecto
citotéxico del extracto observado a las concentraciones con efecto espermi-
cida, més estudios que determinen las fracciones del extracto que tienen
propiedades espermicidas son necesarios.

Palabras clave
Espermatozoide; espermicida; Ananas comosus; anticoncepcion; hi-
peractivacion.

Abstract

Spermicides has been used for birth control, but its chemical
components are harmful for the vaginal epithelium, thus other studies
have been done, given the possibility to use different extracts from plants
as spermicidal agents that avoid vaginal tissue damages. The aim of this
study was to evaluate the Ananas comosus extract as spermicidal. Semen
samples were incubated with pineapple extract, and motility and viability
was evaluated after contact. In addition the cytotoxic effect was evaluated
using MTS assay on HeLa cells. Motility (p<0.001) and viability (p<0.001)
decreased after treatment with 50% dilution. However, extract had a
cytotoxic effect on epithelial cell line. In conclusion, despite the cytotoxic
effect in the same concentrations that spermicidal activity was observed,
further studies determining the fractions of the extract have spermicidal
properties are necessary.

Keywords
Spermatozoa; spermicides; Ananas comosus; contraception;
hyperactivation.
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1. INTRODUCCION

Segun informa la Encuesta Nacional de Demografia y Salud
del afio 2005, ENDS-2005, realizada por Profamilia, Colombia
tendria una tasa global de fecundidad de 1,7 hijos, en lugar de la
observada de 2,4 si todos los nacimientos no deseados se hubieran
evitado (Profamilia, 2005). Esto puede explicarse por los multiples
factores que inducen a no usar algin método anticonceptivo: temor
a subir de peso, vergiienza al comprarlos, el desconocimiento, o la
falta de dinero para adquirirlos (Baeza et al., 2007). La decisién de
seleccionar un anticonceptivo depende de una serie de mitos, del
entorno familiar, econémico y de la informacién que se tenga sobre
cada uno de los métodos disponibles (Zuleta, 2008). Es importante
recalcar que los métodos anticonceptivos reducen la mortalidad
materna y mejoran la salud de las mujeres al prevenir tanto los
embarazos no deseados como los de alto riesgo, reduciendo la
necesidad de abortos practicados sin garantia de inocuidad (OMS,
1995).

Los espermicidas son un método anticonceptivo de barrera
quimica que evitan la entrada de los espermatozoides al cérvix,
evitando la fecundacién mediante su inmovilizacién o muerte
mientras ascienden por el tracto reproductivo femenino en busca
del oocito (Grimes et al., 2005). Los diferentes componentes de los
espermicidas actuales carecen de especificidad celular, lo que
significa que no sélo afecta a las células espermaticas sino también
a las células superficiales del tejido (Aitken et al., 2011). Es por
esto que en diferentes investigaciones se plantea la posibilidad del
uso de extractos de plantas como agentes espermicidas incluyendo
extractos de maracuya (Alvarez-Gémez et al., 2010), jugo de limén
(Clarke et al., 2006), pina (Alvarez-Gomez et al., 2007), extractos
de Sapindus saponaria (Ospina et al., sometido), el colorante ex-
traido de la carcuma (Naz, 2011) y extractos de hojas de neem
(Khillare & Shrivastav, 2003) cuya finalidad seria la misma de los
espermicidas existentes: evitar la concepciéon por medio de la
muerte o inmovilizacién de los espermatozoides, pero evitando el
dafio en el epitelio vaginal.

La pifia o Ananas comosus es un fruto perteneciente a la fami-
lia Bromeliaceae; esta familia est4 constituida por aproximada-
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mente 2794 especies y 56 géneros que se han adaptado a un am-
plio rango de habitats: desde la sombra al sol, desde trépicos
humedos y calientes hasta los frios y secos subtrépicos (Australian
Government, 2008). Todas las bromelias son originarias de Sur
América, méas especificamente de Brasil, Paraguay, Argentina,
Colombia y Guyanas (Ledén, 1968). El objetivo de este estudio fue
evaluar la capacidad del extracto de Ananas comosus para inmovi-
lizar o matar los espermatozoides humanos.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Muestras de Semen

Las muestras de semen de 15 voluntarios aparentemente sa-
nos, fueron colectadas mediante masturbacién después de 3-5 dias
de abstinencia sexual. Las muestras se evaluaron entre 30 y 60
minutos después de colectadas, luego de la licuefaccién, para de-
terminar la viabilidad, la movilidad, el pH y la concentracién
espermatica de acuerdo a lo establecido en el manual para el ana-
lisis seminal de la Organizacién Mundial de la Salud (WHO,
2010). Este estudio fue aprobado por el comité de ética de la Sede
de Investigaciéon Universitaria de la Universidad de Antioquia.

Inicialmente, 10 ul. de la muestra de semen fueron usados pa-
ra evaluar la movilidad utilizando un objetivo de 40X en un mi-
croscopio Eclipse Nikon® E200MV. Los espermatozoides fueron
clasificados segin su movilidad en movilidad tipo I: movimiento
progresivo; movilidad tipo II: movimiento no progresivo y movili-
dad tipo III: inméviles. Para evaluar la viabilidad, otros 10 uL de
semen se mezclaron con 10 ulL de eosina-Y al 0,5% (IHR Dia-
gnéstica®, Colombia) y se analizaron 100 espermatozoides, los
espermatozoides vivos quedaron incoloros y los muertos se tifieron
de rojo. Adicionalmente se determiné la concentracién espermatica
por conteo en la camara de Makler (Cardona-Maya et al., 2008).

Para el estudio, se seleccionaron muestras de semen con una
movilidad Tipo I mayor al 50% y una viabilidad mayor del 70%.
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2.2 Extracto de Ananas Comosus

A la fruta de Ananas comosus (pifia) obtenida en un mercado
local de la ciudad de Medellin (Fig. 1), se le removié la cascara, el
tallo y el corazén para ser procesada posteriormente en una licua-
dora. El extracto obtenido fue filtrado seis veces en gasa y algodén
estériles. Una parte del extracto total se guard6 en viales de 1,5
mL y la otra mitad del extracto se centrifugé a 2800rpm/15min; el
sobrenadante se filtr6 nuevamente con un filtro de poros de 2,2pm
de didmetro (Advantec®, Japdn) y se guardé también en viales de
1,5 mL. Todos los viales obtenidos se almacenaron a -20°C, prote-
gidos de la luz hasta su uso.

Fig. 1. Ananas comosus. Fuente: Autores
2.3 Efecto del Extracto Total y del Sobrenadante de A.comosus

Las muestras de semen de los individuos fueron mezcladas con
el extracto total, previa medicién del pH, iniciando con una con-
centracion del 50% v/v (35 uLL semen + 35 uL extracto total). El
efecto del extracto o del sobrenandate fue medido en funcién del
tiempo (20 segundos, 3 y 5 minutos) cuantificando la movilidad y
la viabilidad en cada tiempo de exposicién. Después de cada eva-
luacién se realizé un control de la movilidad y la viabilidad inicial
de espermatozoides sin extracto.
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2.4 Concentracion Minima Efectiva (CME)

Se realizaron diluciones con el sobrenadante en solucién salina
de manera que las concentraciones fueran del 50%, 25% y 12,5%
para incubarlas con las muestras de semen. Posteriormente, se
determiné el efecto de cada dilucién sobre la movilidad y la viabi-
lidad de espermatozoides humanos en cada tiempo de exposicién
(20 segundos, 3 y 5 minutos). El efecto final se determiné en una
proporcién 1:1 con cada dilucién y la muestra de semen, quedando
asi a una concentracion final real del 25%, 12,5% y 6,25% en cada
mezcla, respectivamente.

2.5 Marcha Fitoquimica

Esta prueba permitié determinar cualitativamente la presen-
cia de diferentes compuestos en el extracto del fruto de pifia: fla-
vonoides, aminodacidos, compuestos fendlicos, taninos, compuestos
cardiotdnicos, saponinas y alcaloides mediante protocolos estable-
cidos previamente en el Laboratorio de Productos Marinos de la
Universidad de Antioquia. Brevemente, para la realizaciéon de las
pruebas, 50 mL del extracto se llevaron a un rotaevaporador con el
fin de evaporar el agua contenida y obtener el extracto concentra-
do. Para la deteccion de: I) flavonoides, se redisolvié una porcién
del concentrado en etanol puro mas magnesio y acido clorhidrico;
2) aminoacidos, se impregné papel filtro con el concentrado del
extracto, se le adicioné ninhidrina y se llevé a una plancha de
calentamiento; 3) compuestos fendlicos, se utilizé6 FeCls; 4) car-
diotdénicos, se evaluaron mediante el ensayo de Kedde; 5) saponi-
nas, se realizé mediante agitacién del tubo; 6) alcaloides, se redi-
solvi6 en HCL y se adicioné una gota de los reactivos de Dragen-
dorff, Mayer, Valser y Reineckato (1 reactivo por tubo). Para la
realizacién de las identificaciones, cada ensayo tuvo sus respecti-
vos controles positivos y negativos.
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2.6 Evaluacion de la Citotoxicidad Celular del Extracto de
A.comosus

El efecto citotoxico del sobrenadante del extracto del fruto se
determiné mediante el ensayo colorimétrico MTS para determinar
la viabilidad celular. Este est4 basado en la biorreduccién de te-
trazolio a formazan (Promega Cell Titer 96® AQueous Non- Ra-
dioactive Cell Proliferation Assay) y la cantidad de compuesto
biorreducido se mide en un lector universal de microplatos (EIx800
NB, Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) a 490nm.
Brevemente, se sembraron 3 x 103 células/por pozo de la linea
celular epitelial HeLa en un plato de 96 pozos de fondo plano, en
medio RPMI-1640 (Invitrogen Gibco, USA) con L-glutamina, su-
plementado con Suero Bovino Fetal (SBF, Invitrogen Gibco, USA)
al 10%, penicilina-estreptomicina al 1% y gentamicina al 1% (Invi-
trogen Gibco, USA). Después de una incubacién a 37°C/5% COz de
12h, se retiré el medio de cultivo y se agregaron 100uL. de cada
estimulo por triplicado utilizando PBS como control positivo, me-
dio enriquecido con SBF 10% como control negativo, RPMI sin
SBF como blanco y el sobrenadante del extracto de A. Comosus a
una concentracién del 50% diluido con RPMI sin SBF. Los platos
se incubaron durante 6, 12 y 24 horas a 37°C/CO2 al 5%, poste-
riormente se agregaron 20ul de MTS, se incubd por tres horas y
fue leido.

El porcentaje de la viabilidad celular se calcul6 usando (1) pre-
viamente reportada por Shadeghi et al. (2008):

Media de las absorbancias de las

Viabilidad células expuestas al sobrenadante

celular = Media de las absorbancias de las
células no expuestas

x 100 (1)

2.7 Analisis Estadistico

Para evaluar el efecto del extracto de Ananas comosus sobre
los espermatozoides humanos, se realiz6 una comparacién entre
grupos, utilizando una ANOVA no paramétrica (Kruskal-Wallis) y
el post-test de Dunn mediante el software Prism 5,0.

b



Uribe M., ef al. / Efecto In Vitro del Extracto Vegetal de Ananas Comosus sobre
Espermatozoides Humanos

3. RESULTADOS

Previo al analisis del efecto del extracto de pifia sobre los es-
permatozoides humanos de cada muestra, se determiné el pH, el
volumen, la concentracién espermatica, la viabilidad, la movilidad
para establecer los valores iniciales de cada muestra y ser conside-
rados como los controles. Paralelamente, la edad en afios y los dias
de abstinencia de cada individuo fueron incluidos. La Tabla 1
muestra los valores iniciales para cada uno de estos parametros.

Tabla 1. Promedio, rango, desviacién estdndar y valores de referencia segtin el
manual para el andlisis seminal de la OMS 2010 para las caracteristicas de los
individuos y sus pardmetros seminales. Fuente: Autores

. Desviacién Valor de
Promedio J Rango .
estandar referencia

Edad 31 10,4 21-55
Dias de abstinencia 4 0.6 3.5 9.7
sexual
pH 8 0 7,56-8,5 >17,2
Volumen mL 2,7 0,5 2-4,7 >1,5
Millones esp/mL 88 55 11-181 > 15
Movilidad tipo I % 65 8,5 53 - 77 > 32
Movilidad tipo II % 7 2,2 2-10 > 40
Movilidad tipo III % 28 9,9 7-42
Viabilidad % 79 7,4 71 -92 > 58

Al incubar los espermatozoides humanos con el extracto total y
el sobrenadante de Ananas comosus a una concentracién del 50%
v/v (proporciéon 1:1), se detecté una marcada disminucién en la
movilidad desde la primera observacién a los 20 segundos que
continué hasta los 5 minutos, lo que se ve reflejado en un aumento
de los espermatozoides con movilidad tipo III (p< 0.001), (Fig. 2 y
3).
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Fig. 2. Efecto del sobrenadante sobre la movilidad tipo I, II y IIT de espermatozoi-
des humanos en funcién del tiempo a los 20 segundos (20”), 3 minutos (3") y 5
minutos (5°). Prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y post-test de Dunn.
Fuente: Autores

La viabilidad disminuyé notablemente al incubar los esperma-
tozoides con el sobrenadante (p< 0,001, Fig. 4). La viabilidad no se
evalué con el extracto total debido a la presencia de grumos al
agregar la eosina-Y lo que imposibilité la visualizacién adecuada
del colorante en los espermatozoides.

Las diluciones al 50% y al 25% del extracto no alteraron los pa-
trones de movilidad ni viabilidad. La dilucién al 12,5% mostré una
tendencia a la hiperactivacion espermatica 20 minutos después de
contacto con el extracto.
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Fig. 3. Efecto del extracto total sobre la movilidad (I, IT y IIT) de espermatozoides
humanos en funcién del tiempo a los 20 segundos (20”), 3 minutos (3’) y 5 minutos
(5’). Prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y post-test de Dunn.
Fuente: Autores

La marcha fitoquimica utilizada para la detecciéon de los meta-
bolitos presentes, s6lo identificé la presencia de aminoacidos. Las
pruebas para flavonoides, compuestos fendlicos, taninos, compues-
tos cardiotdénicos, saponinas y alcaloides fueron negativas.

Respecto a la prueba de citotoxicidad celular, el extracto dis-
minuy6 el namero de células viables a menos del 50% después de 6
horas de incubacién, y continué disminuyendo hasta aproximada-
mente el 25% a las 24 horas (Fig. 5a). En contraste, la concentra-
cién al 12,5% disminuy6 la viabilidad al 50% al cabo de 24 horas.
(Fig. 5b).
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4. DISCUSION

La pifia es una fuente de manganeso y calcio, contiene canti-
dades significativas de vitaminas (Australian Government, 2008) y
tiene como componente caracteristico, la bromelina, una enzima
proteolitica utilizada en la industria alimenticia (Garcia &
Serrano, 2005). Adem4s se le han atribuido otras propiedades
como inmunomodulacién (Hale & Haynes, 1992); inhibicién de la
agregaciéon plaquetaria, actividad antitrombdética y fibrinolitica;
uso medicinal en bronquitis, sinusitis, traumas quirurgicos, trom-
boflebitis y pielonefritis (Maurer, 2001). Los hallazgos del presente
estudio indican que la viabilidad espermatica a pesar de verse
afectada no disminuye totalmente en funcién del tiempo y podria
ser debido a que el pH del extracto no es lo suficientemente bajo
para destruir la membrana de los espermatozoides ya que éstos
son células con una membrana especial que deben estar prepara-
dos para enfrentar condiciones adversas como el pH acido de la
vagina. Los demas componentes del extracto son similares a los
iones a los que el espermatozoide esta expuesto durante su viaje
por el tracto reproductivo femenino (Aranha et al., 2008) y al pare-
cer este medio acido y rico en moléculas no es nocivo para la célula
espermatica. En contraste, esta ligera disminuciéon del pH parece
ser suficiente para inhibir la actividad de la dineina ATPasa,
enzima que se define como el motor intracelular de la movilidad
espermatica (Vivenes et al., 2009), permitiendo asi observar una
disminucién de la movilidad en los espermatozoides humanos
tratados con el extracto total de pifia y el sobrenadante.

De otro lado, la evaluacién de la actividad citotéxica en la linea
celular HeLa evidencié que el extracto al 50% disminuye su viabi-
lidad a menos de la mitad en las primeras 6 horas de contacto con
el extracto y que en contraste, a la concentracién de 12,5% el efec-
to deletéreo no se presentd. Este resultado reafirma la importancia
que tiene evaluar el posible efecto citotdxico que tengan los com-
puestos candidatos a ser productos espermicidas, pues en este
caso, aunque el extracto de A. comosus tiene actividad espermicida
por reducir la movilidad espermatica, su efecto debe ser selectivo
para que pueda considerarse como una propuesta para un esper-
micida de origen vegetal. En contraste, este efecto no se observé
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con el extracto al 12,5%, ademas el uso de esta concentracién del
extracto permiti6 observar un efecto muy interesante de activacién
en los espermatozoides, que si bien no hacia parte del objetivo
inicial del estudio es un valioso hallazgo.

La hiperactivacién espermadtica hace parte del proceso de capa-
citacién y esta caracterizada por un aumento en el bateo de la cola
que le permite abrirse paso més facilmente para poder penetrar la
zona pelicida (Suarez, 2008); este fendmeno es necesario para la
fertilizacién exitosa e involucra algunos iones entre los que se
encuentra el calcio como uno de los méas importantes (Darszon,
2008). En un estudio se reportd hiperactivacion en los espermato-
zoides del lagarto Mabuya carinata al ponerlos en contacto con
bajas concentraciones de calcio, sodio y potasio indicando que estos
iones a concentraciones éptimas tienen un efecto estimulatorio en
la movilidad espermatica (Aranha et al., 2008). En nuestro estu-
dio, con la dilucién del extracto al 12,5% se observéd una tendencia
a la hiperactivacién de los espermatozoides después de una incu-
bacion de 20 minutos; es probable que algunos iones que se hallan
diluidos en la pifia puedan estar implicados en este evento celular
y sus propiedades puedan ser exploradas en otro contexto repro-
ductivo.

5. CONCLUSIONES

En conclusién, el extracto del fruto total y del sobrenadante
presentaron un efecto espermicida, aunque el extracto de
A.comosus inmoviliza los espermatozoides, mostré un efecto ci-
totéxico en las células de la linea celular epitelial HelLa disminu-
yendo su viabilidad a menos del 50% en las primeras 6 horas de
contacto con el extracto. En contraste, a la concentraciéon de 12,5%
el efecto deletéreo no se presenté lo cual permite plantear la posi-
bilidad que, a diferencia de nuestra hipdtesis, la pifia no pueda ser
vista como un agente espermicida pero si como un activador es-
permatico, aunque nuevas aproximaciones metodolégicas son
necesarias para corroborar este proceso, con el fin de poder activar
los espermatozoides durante los procesos de reproduccién asistida
y aumentar la probabilidad de obtener embarazos.
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