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Objetivou-se verificar o efeito da adição de diferentes concentrações de polpa liofilizada do fruto Noni 

(Morinda citrifolia Linn) a diluente de sêmen, sobre a integridade da membrana plasmática dos 

espermatozoides ovinos, avaliada por meio do teste hiposmótico (HOST) em cinco ejaculados de 

carneiros Santa Inês (S.I.). Os tratamentos consistiram de D1 (controle sem adição de polpa liofilizada) 

D2, D3 e D4 com adição de polpa liofilizada (2,35mg/mL; 4,70mg/mL e 7,05mg/mL respectivamente). 

As amostras foram congeladas, descongeladas (37 ° C por 30 segundos), incubadas em solução 

hiposmótica e submetidas a analise da integridade da membrana plasmática por meio do HOST e do TTR 

imediatamente após congelamento/descongelamento do sêmen e durante o teste de termorresistência lento 

(TTR). Após descongelamento e fim do TTR, foram encontrados valores médios de 51%, 58%, 52% e 

46% e, 31%, 47%, 45% e 44% para os tratamentos D1, D2, D3 e D4 respectivamente. A adição do fruto 

do noni liofilizado, nas concentrações utilizadas, não promoveu alterações na membrana dos 

espermatozoides, recomendando estudos com um número maior de repetições para determinar a sua 

viabilidade. 

Palavras-chave: hiposmótico, Morinda citrifolia Linn e  células espermáticas. 

 

Addition of freeze-dried pulp of Noni in diluent for semen freezing on the integrity of the plasma 

membrane of sperm ram 
 

This study aimed to verify the effect of the addition of freeze-dried pulp concentrations of Noni fruit 

(Morinda citrifolia Linn) in semen diluent, on the integrity of the plasma membrane of sperm sheep, 

evaluated by hiposmotic test (HOST) in five ejaculates rams Santa Inês (SI). The treatments consisted of 

D1 (control without addition of freeze-dried pulp) D2, D3 and D4 with the addition of freeze-dried pulp 

(2,35mg / mL; 4,70mg / mL and 7,05mg / mL respectively). The samples were frozen, thawed (37 ° C for 

30 sec), incubated in hyposmotic solution and subjected to analysis in the integrity of the plasma 

membrane by the HOST and TTR immediately after freezing / thawing the semen and heat resistance 

during the slow test (TTR). After thawing and end of TTR were found average values of 51%, 58%, 52% 

and 46% and 31%, 47%, 45% and 44% for treatments D1, D2, D3 and D4 respectively. The addition of 

the polp fruit of the lyophilized noni in concentrations used, didn’t change the membrane of sperm, 

recommending studies with a larger number of repetitions to determine its viability.  

Keywords: hyposmotic, Morinda citrifolia Linn and sperm cells 

1. INTRODUÇÃO 

 

A criopreservação proporciona o armazenamento do sêmen de animais de alto valor 

zootécnico por um longo período de tempo, favorecendo a capacidade reprodutiva do macho, 

mesmo após a morte. Além de permitir a redução de custos com a criação de reprodutores
3
.  

Apesar dos avanços com a inseminação cervical, os resultados inerentes a congelação de 

sêmen são insatisfatórios em ovinos
2
. Cerca de 40 a 50% dos espermatozoides não sobrevivem à 

criopreservação
21

. A congelação consiste em submeter o sêmen a temperaturas reduzidas, 

inibindo de forma reversível o metabolismo celular
13

. Contudo, a criopreservação afeta a 

composição lipídica e organizacional da membrana plasmática de espermatozoides ovinos, 
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resultando em danos estruturais e predispondo os espermatozoides a defeitos morfológicos
11

. A 

manipulação dos espermatozoides com o intuito de preservá-los e utilizá-los por longos 

períodos, ocasiona danos à estrutura espermática, comprometendo suas funções biológicas como 

a diminuição da capacidade respiratória, motilidade e integridade dos componentes estruturais 
17,16

. E os danos à membrana causados pela criopreservação, afetam a capacitação e 

hiperativação espermática, assim como o processo de fertilização, o que pode ser observado que 

quando o mesmo número de espermatozoides é inseminado, a fertilidade do sêmen fresco é 

superior ao criopreservado
20

. 

Estes eventos são provavelmente estimulados pelo acúmulo de produtos do metabolismo, 

que diminuem o transporte e a sobrevivência dos espermatozoides no trato genital feminino
13, 1

, 

como as espécies reativas ao oxigênio (ROS), que levam ao estresse oxidativo, influenciando a 

qualidade espermática.  

Devido à presença de determinados compostos com função antioxidante em várias partes da 

planta, o Noni (Morinda citrifolia Linn) tem sido estudado como um provável ingrediente capaz 

de equilibrar ou reduzir a produção de ROS intensificados durante o processo de 

congelação/descongelação. Com destaque para o fruto que contém os componentes proxeronina, 

precursora do alcalóide xeronina que ativa as enzimas catalisadoras do metabolismo celular
18

, 

altos teores de vitamina C e carotenóides
7
. 

O teste hiposmótico (HOST) avalia a integridade funcional da membrana plasmática através 

da observação de um espermatozoide, com uma membrana íntegra, se colocado em solução 

hiposmótica permite a passagem da água pela membrana celular até ocorrer o restabelecimento 

do equilíbrio entre os fluidos extra e intracelulares
14

. 

Em virtude da necessidade da diminuição de danos causados as células espermáticas durante 

os processos de congelação/descongelação, objetivou-se avaliar a adição da polpa liofilizada do 

fruto do Noni, em diferentes concentrações a diluente para congelação de sêmen ovino sobre a 

integridade de membrana plasmática, a partir do teste hiposmótico. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Foram realizadas cinco coletas de sêmen com dois reprodutores da raça Santa Inês (S.I.) com 

idade entre um e dois anos, usando como manequim para coleta, uma fêmea (S.I.) em estro pela 

técnica da vagina artificial, com água aquecida entre 47 e 50ºC. 

 Imediatamente após a coleta, o sêmen foi encaminhado ao laboratório, avaliado quanto ao 

volume no próprio tubo de coleta e mantido em Banho-Maria a 30-32°C até o momento da 

diluição. Retirou-se uma gota de sêmen para avaliação do turbilhonamento (0 a 5), motilidade 

subjetiva (0 a 100%) e vigor (0 a 5), sobre lâmina e lamínula aquecidas a 37°C, por microscopia 

óptica sob magnitude de 100x. Como critério para congelação, foram utilizados apenas 

ejaculados com motilidade progressiva  ≥ 70%, vigor ≥ 3, conforme recomendações do Colégio 

Brasileiro de Reprodução Animal
6
. 

Após determinação da concentração em câmara de Neubauer por microscopia ótica com 

magnitude de 400x, o sêmen foi diluído nos meios a base Tris-Gema-Glicerol a partir solução 

padrão do fabricante Multiplique® adicionando a polpa liofilizada em diferentes concentrações, 

sendo o tratamento D1 o grupo controle, sem adição da polpa e D2, D3 e D4 contendo 

2,35mg/mL, 4,70mg/mL e 7,05mg/mL de polpa liofilizada do Noni respectivamente. 

Armazenou-se em palhetas de 0,25mL, refrigerado e congelado em máquina TK-4000 

(resfriamento de 0,25°C/min até 5°C com uma hora de estabilização e 20°C/min até atingir -

140°C). Em seguida as palhetas foram armazenadas em raques, em botijão criogênico, com 

nitrogênio líquido a -196°C. 

Para as análises de integridade da membrana plasmática das células espermáticas, realizou-se 

o HOST do sêmen diluído
8
, antes da congelação, imediatamente após descongelação e durante o 

TTR, seguindo a técnica recomendada pelo Colégio Brasileiro de Reprodução animal
6
. Para 

tanto, cinco palhetas de cada tratamento foram descongeladas (37°C por 30 segundos), mantidas 

em microtubos em Banho-Maria a 37°C, durante um período de quatro horas. Imediatamente 

após descongelação, uma alíquota de 20µL de sêmen foi disposta em um microtubo contendo 

1mL de solução hiposmótica frutose citrato a 125mOsm/L, onde permaneceu incubada em 



V. S. Santos et al., Scientia Plena 11, 046125 (2015)                                           3 

 

Banho-Maria a 37°C por uma hora. O mesmo foi realizado para os momentos 1, 2, 3 e 4 horas 

após descongelação. Decorrido o tempo de incubação, prosseguiu-se a análise da integridade da 

membrana plasmática, depositou-se 10 µL da solução contendo o sêmen entre lâmina e lamínula 

e foram contadas 200 células espermáticas em microscopia de contraste de fases no aumento de 

1000X e obtido o valor expresso em porcentagem de espermatozoides com cauda dobrada, 

subtraindo-se os defeitos morfológicos de cauda dobrada relacionada à patologia, analisados 

pré-congelamento. Adotou-se o padrão de dobradura de cauda (Figura 1). 

 

 

 
Figura 1: Diferentes graus de enrolamento de cauda de espermatozoides submetidos ao teste 

hiposmótico. A espermatozoide com membrana lesada e B-Z espermatozoides com membrana íntegra
8
. 

 

 Verificou-se a normalidade dos dados através do teste Shapiro-wilk, utilizando o programa 

estatístico SAS 9.3 (Statistical Analiysis System, 2010)
15

. Após confirmação da normalidade, 

foram submetidas à análise de variância (ANOVA) e as médias avaliadas pelo teste de 

comparação múltipla Student – Newman – Keuls, onde adotou-se diferença significativa entre 

os dados quando p < 0,05, utilizando-se o programa estatístico GraphPadPrism versão 5.0 

(GraphPad Software, San Diego, CA, E.U.A.). 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A adição da polpa liofilizada do fruto do Noni não promoveu alterações (P > 0,05) 

relacionadas à funcionalidade da membrana plasmática, determinada pelo teste hiposmótico do 

sêmen diluído e durante o teste de termorresistência (TTR) (Tabela 1). Porém, quando 

adicionado até 4,70mg/mL (D3) da polpa, observou-se uma resposta positiva do sêmen durante 

o TTR ao teste hiposmótico, com valores superiores a 50%. 

 
Tabela 1: Percentual de espermatozoides reativos ao teste hiposmótico (HOST) em sêmen diluído e 

durante o TTR em meio diluidor contendo polpa do Noni liofilizada. 

Variáveis 
Tratamento  

D1 D2 D3 D4 P 

% HOST diluído 68,3±9,8 77,1±1,5 76,5±3,2 72,1±4,1 0,2839 

% HOST TTR 0 51,9±8,8 58,3±7,8 52,5±12,0 46,3±9,9 0,6398 

% HOST TTR 1h 51,3±7,8 50,7±17,8 45,7±13,0 44,7±9,8 0,8899 

% HOST TTR 2h 49,9±6,7 45,7±16,6 50,4±7,7 49,1±8,9 0,9496 

% HOST TTR 3h 39,5±11,6 48,1±11,4 45,9±14,4 43,4±14,6 0,8806 

% HOST TTR 4h 31,8±9,9 47,8±18,3 45,8±8,3 44,3±17,8 0,7691 

¹  

²  
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TTR – Teste de Termorresistência; D1- grupo controle, sem adição da polpa liofilizada; D2- 

diluidor contendo 2,35mg/mL; D3- 4,70mg/mL e D4 - 7,05mg/mL. 

Imediatamente após o descongelamento encontrou-se os valores médios de 51%, 58%, 52% 

e 46% para os tratamentos D1, D2, D3 e D4 respectivamente. Ao fim do TTR, os valores 

encontrados foram de 31%, 47%, 45% e 44% para os tratamentos D1, D2, D3 e D4 

respectivamente. Podendo-se observar que o D2 apresentou os melhores valores, porém a 

ausência de efeito significativo pode ter sido influenciada pelo reduzido número de repetições 

(n=5). Mostrando que a polpa pode-se apresentar como um protetor de membrana plasmática, 

entretanto, necessitando de um maior número de repetições, para que isso se comprove. 

Os valores de espermatozoides reativos ao teste hiposmótico encontrados no presente 

trabalho, imediatamente após a descongelação apresentaram-se superiores ao encontrado na 

literatura
9
, onde os autores encontraram valores de 41,5% de espermatozoides ovinos reativos 

ao teste hiposmótico, em solução frutose citrato. A solução de frutose citrato é capaz de 

identificar de forma mais homogênea o percentual de espermatozoides reativos
12

. Sendo o teste 

hiposmótico uma ferramenta excelente e confiável na predição da manutenção da viabilidade de 

determinada amostra de sêmen após o teste de termorresistência
4
. 

A manutenção da integridade da membrana pode ter sido influenciada pelos compostos 

fenóicos existentes na polpa liofilizada ou por outros componentes antioxidantes com 

capacidade de reduzir a peroxidação lipídica da membrana plasmática como, por exemplo, a 

vitamina C, antraquinonas
19

, escopoletina, óxido nítrico, e esteróis
5
. A redução do percentual de 

espermatozoides reativos ao teste hiposmótico pode ser justificada devido à alta concentração 

utilizada desses compostos. Pois o fruto do noni constitui uma fonte rica de vitamina C, onde 

apesar da sua eficiência antioxidante, a vitamina também age paradoxalmente como pró-

oxidante
10

, levando ao estresse oxidativo e comprometendo a integridade das membranas pela 

ação de prováveis espécies reativas ao oxigênio. 

 

4. CONCLUSÃO 

 

A adição da polpa liofilizada do fruto do Noni nas concentrações utilizadas, não promovem 

alterações na membrana dos espermatozoides, recomendando-se estudos com um maior número 

de repetições para determinar sua viabilidade. 
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