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	 RESUMEN 

	 El objetivo de este estudio fue determinar el efecto in vitro del ex-
tracto etanólico de Caulerpa filiformis en parámetros seminales 
humanos. Se realizaron las siguientes pruebas: vitalidad, motilidad 
y dispersión de cromatina espermática; tomándose en cuenta las 
variables tiempo (5’, 15’, 35’ y 60’) y concentración (0.04mg/ml, 
0.4mg/ml y 4 mg/ml) para cada prueba. La muestra fue diluida has-
ta una concentración de 10 x 106 de espermatozoides/ml con suero 
fisiológico al 0.9%, luego incubada 1:1 (v/v) con el extracto. Con 
respecto a la vitalidad, a partir de los 15 minutos el extracto produjo 
mortalidad espermática. La DL50 fue de 17.35 mg/ml (11.08-57.17 
mg/ml), 8.75 mg/ml (7.15-12.00 mg/ml) y 6.43 mg/ml (5.53-8.02 
mg/ml) para los 15’, 35’ y 60’, respectivamente. En cuanto a la mo-
tilidad espermática se observó una disminución significativa con 
respecto al control en la concentración de 4mg/ml en los 15’ y 35’. 
A los 60’ en dicha concentración, todas las repeticiones alcanzaron 
una inmovilización espermática total. La CE50 a los 60’ fue de 0.49 
mg/ml (-1.25-1.16 mg/ml). La prueba de ANOVA de 2 vías mostró 
que tanto el porcentaje de mortalidad como de espermatozoides in-
movilizados se vio afectado por las variables tiempo y concentra-
ción, mientras que la interacción de éstas solo afectó la motilidad. 
El  parámetro motilidad solo muestra un efecto dosis dependiente en 
la concentración de 4 mg/ml. La fragmentación de ADN no se vio 
afectada por ninguna de las variables ya mencionadas ni por la inte-
racción de estas. Los resultados obtenidos con el extracto etanólico 
de Caulerpa filiformis podrían tener una naturaleza contraceptiva 
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promisoria, y tal vez ser tomada en cuenta como una alternativa a 
los espermicidas comerciales, para ello se necesitará futuros estu-
dios que develen la composición química de esta especie.  

	 Palabras claves: Caulerpa filiformis, Dispersión de Cromatina 
Espermática (DCE) parámetros seminales. 

	 SUMMARY 
	 The goal of this study was to define in vitro effect of ethanol extract of 

Caulerpa filiformis in human semen parameters. The following tests 
were performed: vitality, motility and sperm chromatin dispersion; tak-
ing into account the time variable (5’, 15’, 35’and 60’) and concentra-
tion (0.04mg / ml, 0.4mg / ml and 4 mg / ml) for each test. The trial 
was diluted to a concentration of 10 x 106 sperm / ml with 0.9% saline, 
then incubated 1: 1 (v / v) with the extract. Concerning vitality, from 15 
minutes to extract sperm mortality occurred. LD50 was 1735 mg / ml 
(11.08-57.17 mg / ml), 8.75 mg / ml (7.15-12.00 mg / ml) and 6.43 mg 
/ ml (5.53-8.02 mg / ml) for 15’, 35’ and 60’, respectively. As for sperm 
motility, it was observed a significant decrease relative to the control in 
the concentration of 4 mg / ml in 15 ‘and 35’.  LD50 was 1735 mg / ml 
(11.08-57.17 mg / ml), 8.75 mg / ml (7.15-12.00 mg / ml) and 6.43 mg 
/ ml (5.53-8.02 mg / ml) for 15’, 35’ and 60’, respectively. As for sperm 
motility significant decrease relative to the control it was observed in 
the concentration of 4 mg / ml in 15’and 35’. At 60’in such concentra-
tion, all occurrences attain complete sperm immobilization. The EC50 
at 60 minutes was 0.49 mg / ml (-1.25-1.16 mg / ml). 

	 As for sperm motility significant decrease relative to the control it was 
detected in the concentration of 4 mg / ml in 15’and 35’. At 60’in such 
concentration, all occurrences attain complete sperm immobiliza-
tion. The EC50 at 60 minutes was 0.49 mg / ml (-1.25-1.16 mg / ml). 
Test 2-way ANOVA showed that both the percentage of mortality 
and frozen sperm was affected by the variables of time and concen-
tration, while their interaction affected only motility. The motility 
parameter shows only a dose dependent effect on the concentration 
of 4 mg / ml. DNA fragmentation was not affected by any of the 
variables mentioned above or by the interaction of these. The results 
obtained with the ethanol extract of Caulerpa filiformis could have 
a promising contraceptive nature, and perhaps be taken into account 
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as an alternative to commercial spermicides, for that future studies 
that reveal the chemical composition of this species need. 

	 Keywords: Caulerpa filiformis, Sperm Chromatin Dispersion 
(SCD) seminal parameters. 

 
INTRODUCCIÓN 	  	  
Los organismos marinos son una fuente incalculable de metabolitos con 
amplia acción farmacológica, dentro de ellas las algas son uno de los gru-
pos más importantes que habita en este ecosistema y a su vez son fuentes 
de compuestos químicos de diversas  actividades biológicas que merecen 
ser investigadas (Mayer & Hamann, 2002).   

Las especies que han cobrado importancia en estos últimos años son las 
del género Caulerpa (Chlorophyta), ya que ha presentado una inusual 
característica invasiva en otras latitudes como Australia y el mar Medite-
rráneo debido a los cambios de temperatura de las masas de agua (Cum-
mings & Williamson, 2008) (Israel, Einav, & Seckbach, 2010) (Lemée et 
al., 1993). En el Perú poseemos una especie de este género, la Caulerpa 
filiformis, la cual está presentando un comportamientos invasivo como 
las demás especies de su género. Los planes de control  están basados 
en una agresiva erradicación del alga y no han tenido mayor éxito. Ante 
esta situación de gran aumento de biomasa se propone el uso de esta alga  
por sus metabolitos presentes (Israel et al., 2010), en estudios asociados 
a actividades anticancerígenas, anti inflamatorias, anti proliferativa, an-
timicrobiana, anti herpética y antivirales (Richter et al., 2014)(Cengiz et 
al., 2012)(Da Matta et al., 2011) (Nicoletti et al., 1999).  

Entre los compuestos que destacan en esta alga está el sesquiterpenoi-
de caulerpinina presente en todas las especies del género. Esta molécula 
apolar predomina frente a los demás metabolitos, alcanzado un 1.3% del 
peso seco del alga (Smyrniotopoulos et al., 2003). No obstante, se ha 
tomado poca atención a las actividades biológicas que presentan extrac-
tos polares, los cuales también poseen metabolitos de interés como los 
polifenoles (flavonoides) (Glombitza and Keusgen, 1995). Asimismo, 
los extractos polares de Caulerpa filiformis han demostrado repeler a los 
herbívoros Aplysia sydneyensis y Turbo torquatus, lo que sugiere la pre-
sencia de moléculas polares, aún no identificadas, como responsables de 
dicha actividad (Davis et al., 2005).   
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Se ha comprobado en muchas investigaciones el efecto espermicida de 
extractos vegetales en animales vertebrados e invertebrados  de estructura 
similar a los sesquiterpernos como los aislado de la esponja marina Geo-
desia que inhibe la motilidad espermática del Tetrapygus niger mediante 
la supresión de  la lanzadera de la fosfoqueratinasa que afecta directa-
mente a la dineína ATPasa (Ohta et al., 2008); el sesquiterpeno aislado 
del alga Laurencia claviformis presenta una inhibición en la citokinesis 
de los espermatozoides de Tetrapygus niger hacia los ovocitos (Rovirosa 
et al., 1999); en Mus musculus se reportó inmovilización espermática en 
un 100% así como una considerable disminución de viabilidad con el ex-
tracto de Heliopis longipes y Risinus communis (Martinez-Loredo et al., 
2015) (Nithya et al., 2012); así como el extracto de Polygala tenuifolia 
y Stephania hernandifolia-Achyranthes aspera reportaron una inmovili-
zación espermática total y reducción de viabilidad en espermatozoides 
humanos (Qiu et al., 2011) (Paul et al., 2006).  

Sin embargo fueron Prakash et al., 2013 los primeros en reportar sobre 
la actividad espermicida de algas sobre espermatozoides humanos, gene-
rando una inquietud acerca del uso de estos metabolitos en el ámbito de 
la contraceptividad.  

Existe muy poca literatura sobre el impacto de los metabolitos secunda-
rios de las algas sobre la capacidad reproductiva en otros organismos, y 
discreta información acerca de estos compuestos en las células gonadales 
humanas como los espermatozoides, por lo tanto investigaciones en ésta 
área son requeridas. 

El presente estudio tuvo como objetivo determinar los efectos del extrac-
to etanólico de Caulerpa filiformis en parámetros seminales en individuos 
normospérmicos. 	  
 
METODOLOGÍA 

Colección de algas y obtención de extractos crudos 
Se colectó las algas del sector submareal de la playa Pucusana, Lima, 
Perú. Las algas colectadas fueron lavadas con agua de mar, posterior-
mente con agua potable y secada en la estufa a 37ºC por 12 horas. Poste-
riormente fueron pesadas, cortadas y trituradas. Para obtener el extracto 
etanòlico, se desengraso 2.5 gramos de la muestra en 25 ml de cloroformo 
por 72 horas en oscuridad y agitación constante. Se filtró el macerado en 
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papel Whatman Nº1 y el residuo del extracto fue macerado nuevamente 
en un volumen igual de cloroformo por 48 horas para asegurar un com-
pleto desengrase. El residuo se colocó en 25 ml de etanol absoluto en 
oscuridad por 72 horas. La muestra se filtró y el extracto etanólico fue 
llevado a concentración a 40 grados centígrados toda la noche y se res-
uspendió en suero hasta llegar a una concentración final de 8mg/ml. El 
extracto clorofórmico se obtuvo del primer desengrase por 72 horas y el 
solvente se evaporo a 37 grados durante toda la noche, posteriormente se 
resuspendió en DMSO y se diluyo con suero hasta obtener una concen-
tración del solvente al 1% y de extracto, una concentración 0.082 mg/ml.  
Finalmente los extractos se almacenaron 4ºC para su posterior uso. 

Selección de individuos normospérmicos  
Todos los voluntarios que participaron en esta investigación tuvieron que 
firmar un consentimiento informado sobre el uso de su eyaculado. Las 
muestras de semen fueron recolectadas en frascos estériles y obtenidas 
por masturbación con 3 días de abstinencia sexual y estar en una edad re-
productiva entre 20 a 25 años. Se mantuvo en la estufa a 37ºC por 45 mi-
nutos para facilitar su licuefacción. Para determinar la calidad espermá-
tica de los individuos sólo se aceptaron muestras con una concentración 
mayor o igual a 15 millones de espermatozoides/ml; mayores o iguales a 
40% de espermatozoides progresivos para motilidad; mayores e iguales a 
58% para vitalidad.  

Determinación del efecto in vitro de los extractos crudos de Cauler-
pa filiformis  Para la determinación del efecto in vitro de los extractos 
crudos en parámetros seminales humanos, se tomaron  los valores de la 
motilidad, fragmentación de ADN y vitalidad en tiempos de incubación 
de 5, 15, 35 y 60 minutos. Cada muestra fue diluida hasta una concen-
tración de 10 millones de espermatozoides por mililitro con suero, luego 
fue incubada 1:1 (v/v) con el extracto etanólico formando las siguientes 
concentraciones: 4mg/ml, 0.4mg/ml, 0.04mg/ml  y un control(suero fisio-
lógico). En caso del extracto clorofórmico las concentraciones fueron las 
siguientes 41ug/ml, 4.1 ug/ml, 0.41 ug/ml y un control de DMSO 0.5%.  

Prueba de motilidad  

Se usó 10 µl de la muestra incubada y se cargó en la cámara de Neubauer 
grabándose 3 campos por un lapso 2 segundos por cada uno. Se conside-
ró inmótiles a los espermatozoides que presentaba una motilidad nula y 
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además a los que tenían una motilidad in situ de bajo movimiento flagelar.
Prueba de Dispersión de Cromatina Espermática (DCE) 
Se utilizó 30 µl de dilución, y se mezcló con 70 µl de agarosa semisólida 
de bajo punto de fusión al 1%. Esta suspensión se colocó en portaobje-
tos pre tratados con agarosa solidificada al 0.65% y se cubrió cuidadosa-
mente con el cubreobjetos hasta la solidificación de la mezcla a 4ºC para 
luego retirar el cubreobjeto. La lámina se incubara por 7 minutos en una 
solución ácida de denaturación a oscuridad provista por el fabricante para 
luego incubarla en la solución de neutralización por 10 minutos a tempe-
ratura ambiente. Las muestras serán lavadas en Buffer de lavado por 25 
minutos que luego fueron deshidratadas en baños secuenciales de 70%, 
90% y 96% de Etanol de dos minutos respectivamente. Las láminas fue-
ron teñidas con tinción DiffQuik según las instrucciones del fabricante. 
Los espermatozoides de halos pequeños y los que no presentaron halos 
fueron considerados espermatozoides fragmentados y los de halos gran-
des, espermatozoides no fragmentados. 

Prueba de vitalidad  

Para determinar la vitalidad se usó una alícuota de 10 µl de muestra y se 
mezcló con 10 µl de Eosina-nigrosina, luego se colocó 10 µl  de dicha 
mezcla en un portaobjeto y se procedió a hacer el frotis. Los esperma-
tozoides no coloreados y ligeramente rosas se consideraron vivos y los 
coloreados rojos intensamente muertos. 

Figura 1.
Valores porcentuales del parámetro vitalidad y motilidad con respecto al 
tiempo de exposición al extracto etanólico de Caulerpa filiformis. (a) % de 
espermatozoides muertos en las diferentes concentraciones del extracto a 
cuatro tiempos diferentes. (b) % de espermatozoides inmóviles en las dife-
rentes concentraciones del extracto a cuatro tiempos diferentes.
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Análisis estadístico 

La normalidad y homocedasticidad de los datos se evaluaron con las 
pruebas de Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. Para determinar la 
concentración máxima a la cual no se observa efecto (NOEC) y la mínima 
a la cual se observa efecto (LOEC) para cada tiempo, en relación al por-
centaje de espermatozoides no fragmentados, de mortalidad y porcentaje 
de inmovilidad espermática, se aplicó la prueba de ANOVA de 1 vía con 
el post-hoc de Dunnet. En caso no se cumplieran los supuestos, la prueba 
no paramétrica de Kruskal-Wallis fue llevada a cabo utilizando la prueba 
de U de Mann-Whitney como prueba post-hoc. Para evaluar el porcentaje 
de mortalidad e inmovilización de espermatozoides, se calculó la DL50 y 
CE50, respectivamente, para cada tiempo mediante el método de regresión 
Probit. Con el fin de evaluar el efecto de la variable tiempo y concentra-
ción, así como su interacción, en los parámetros seminales previamente 
mencionados se utilizó la prueba de ANOVA de 2 vías. Todos los análisis 
se realizaron con un 95% de confiabilidad en el paquete estadístico SPSS 
v.21. 

 
RESULTADOS 

La prueba de DCE no presentó diferencia significativa entre los trata-
mientos en relación al porcentaje de espermatozoides no fragmentados en 
todos los tiempos (p>0.05) (Tabla 1), lo cual sugiere la ausencia de una 
actividad genotóxica. Con respecto al porcentaje de mortalidad espermá-
tica, se produjo un efecto a partir de los 15 minutos. El NOEC y LOEC 
para dicho parámetro a los 15’ y 35’ fue de 0.4mg/ml y 4 mg/ml, respec-
tivamente. A los 60’ la NOEC fue de 0.04 mg/ml y la LOEC 0.4 mg/ml.  
La DL50 fue de 17.35 mg/ml (11.08-57.17 mg/ml), 8.75 mg/ml (7.15-
12.00 mg/ml), 6.43 mg/ml (5.53-8.02 mg/ml) para los 15’, 35’ y 60’, 
respectivamente. demostrando así que no existe una actividad citotóxica. 
Con respecto al porcentaje de espermatozoides inmovilizados, tan solo se 
observó un aumento significativo con respecto al control en la concentra-
ción de 4mg/ml en los 15’ y 35’. A los 60’ en dicha concentración, todas 
las repeticiones alcanzaron 100% de espermatozoides inmovilizados 
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Tabla 1. Porcentaje (%) de espermatozoides no fragmentados, % de mortali-
dad y % de espermatozoides inmovilizados en extracto etanólico de Caulerpa 
filiformis de 4mg/ml, 0.4mg/ml y 0.04mg/ml 

La CE50 a los 60’ fue de 0.49 mg/ml (-1.25-1.16 mg/ml). La prueba de 
ANOVA de 2 vías mostró que el porcentaje de mortalidad e inmotilidad 
espermática se vio afectado por los factores “Tiempo” y “Concentración”. 
Solo existió diferencia significativa en la interacción entre estos factores

Tabla 2.
Prueba de ANOVA de 2 vías para las variables “Tiempo” y “Concentración” 
en los parámetros % mortalidad y % de espermatozoides inmovilizados.

 para el primer parámetro seminal. El segundo parámetro seminal solo 
muestra un efecto dosis dependiente con la concentración de 4 mg/ml 

DISCUSIÓN 

La vitalidad, motilidad y recientemente la fragmentación de ADN en es-
permatozoides son factores importantes para la correcta función de los 
mismos. La evaluación de la vitalidad es uno de los elementos básicos 
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del análisis seminal, y es especialmente importante en las muestras donde 
muchos espermatozoides son inmóviles, para distinguir entre espermato-
zoides inmóviles muertos y espermatozoides inmóviles vivos. La tinción 
eosina-nigrosina puede proporcionar un análisis complementario a la eva-
luación de la motilidad, ya que el porcentaje de las células muertas no 
debe exceder el porcentaje de espermatozoides inmóviles (WHO 2010). 
La fragmentación del ADN espermático está siendo reconocida cada vez 
más como una prueba indicadora de infertilidad. Gandini et al. (2000) in-
formaron que la presencia de la fragmentación del ADN en espermatozoi-
des eyaculados podría correlacionar con defectos en la espermatogénesis. 
Por esta razón incluimos la prueba de Dispersión de Cromatina Esper-
mática (DCE) como un método de determinación de la fragmentación de 
ADN espermático, basándonos en el principio de que los espermatozoi-
des fragmentados no producen el halo característico por la dispersión de 
los bucles de ADN.  

La prueba DCE realizada en la presente investigación no presentó dife-
rencia significativa entre las concentraciones y el control en ningún rango 
de tiempo (p>0.05), mostrando un índice de fragmentación del 5% en el 
máximo tiempo de exposición a 4mg/ml. lo cual nos indica que la exposi-
ción a la fracción etanólica no produce daño a la cromatina espermática, 
por lo tanto se podría aseverar que no presenta una actividad genotóxica, 
coincidiendo así con los resultados obtenidos por Paul et al. (2006) lo 
cual registró un valor de 12% de fragmentación espermática frente al ex-
tracto crudo de Achyranthes aspera y Stephania hernandifolia, a su vez 
tampoco mostró diferencia significativa con respecto al control (11%). 

Los resultados obtenidos en cuanto a la motilidad mostraron un porcen-
taje de inmovilización del 100% en 4mg/ml a los 60’, la CE50 tan solo 
llego a 0.49 mg/ml a los 60’ y en la mortalidad presentó su mayor efecto 
en 4mg/ml a los 60’ (34.88%), mientras Martínez-Loredo et al. (2015) 
reportaron que los compuestos aislados del extracto etanólico de Heliop-
sis longipes causó una disminución total en la motilidad en 2mg/ml, una 
CE50 de 0.125mg/ml a los 20 segundos y altos porcentajes de mortalidad 
llegando a un 98% en 0.5mg/ml a los 30’. 

Es interesante mencionar que obtuvimos metabolitos secundarios de na-
turaleza polar como los fenoles partir del extracto etanólico, siendo así 
excluidos los compuestos no polares como los terpenos, alcaloides indóli-



Revista de Ciencias, 2015, Volumen XI, 7-19

16

cos, Caulerpina y Caulerpinina. Éstos últimos considerados los principa-
les metabolitos del alga (Lemée et al., 1993), a los cuales se les atribuye 
la gran bioactividad negativa en eventos ligados a la reproducción de sus 
depredadores (Silvestre & Tosti, 2010) (Pedrotti et al, 1996).  

Si bien aún no se ha develado la composición completa de éste extracto, 
la alta cantidad de fenoles podrían ser los compuestos candidatos que 
afecten la motilidad y probablemente sea mediante la vía de depleción 
de ATP en las mitocondrias, ya que se ha visto este fenómeno  en fenoles 
como Bisphenol-A en altas concentraciones, además incrementan la fos-
forilación de residuos en tirosina e inducen la proteína kinasa A responsa-
ble de la reacción acrosómica comprometiendo al espermatozoide a una 
falla en el proceso de fecundación (Rahman et al. 2015). 

Estos resultados muestran una naturaleza contraceptiva promisoria ya que 
al no ser genotóxico ni citotóxico y gracias a sus características antiin-
flamatorias se presenta como una alternativa con ventajas sobre Nono-
xynol-9 principal producto disponible en el mercado de origen sintético.  
 
CONCLUSIÓN 

El extracto etanólico de Caulerpa filiformis  presenta una actividad es-
permostática a la concentración de 4mg/ml a partir de los 15 minutos de 
exposición.  
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