CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE ZOOTECNIA
GRADUACAO EM ZOOTECNIA

ICARO OLIVEIRA SOUSA

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DO DILUIDOR SEMINAL COM D-RIBOSE
SOBRE OS PARAMETROS CINETICOS DE ESPERMATOZOIDES OVINOS POS-
DESCONGELAMENTO

FORTALEZA
2026



ICARO OLIVEIRA SOUSA

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DO DILUIDOR SEMINAL COM D-RIBOSE SOBRE
OS PARAMETROS CINETICOS DE ESPERMATOZOIDES OVINOS POS-
DESCONGELAMENTO

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao
Curso de Graduagdo em Zootecnia do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Ceara, como requisito parcial para a obtengdo do
grau de Bacharelado em Zootecnia.

Orientador: Prof. Dr. Arlindo de Alencar Araripe
Noronha Moura

FORTALEZA
2026



ICARO OLIVEIRA SOUSA

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DO DILUIDOR SEMINAL COM D-RIBOSE SOBRE
OS PARAMETROS CINETICOS DE ESPERMATOZOIDES OVINOS POS-
DESCONGELAMENTO

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao
Curso de Graduacdo em Zootecnia do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Ceara, como requisito parcial para a obtengdo do
grau de Bacharelado em Zootecnia.

Aprovado em: 08/07/2026

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Arlindo de Alencar Araripe Noronha Moura (Orientador)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dra. Carla Renata Figueiredo Gadelha
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Msc. Bruno Ramires Macedo Costa
Universidade Federal do Ceara (UFC)



“Corra até nao conseguir mais correr €
depois volte a correr. O esforco constante &
0 maior atalho da vida.”
(Genji Kamogawa - Hajime No Ippo)



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal do Ceara, por ter me permitido seguir na area que eu gosto e
por todas as oportunidades e experiéncias.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPQ), pelo
apoio financeiro.

Aos meus familiares, que sempre me deram apoio € me mostraram que os estudos sio
importantes.

Ao meu pai, que nunca deixou faltar nada pra mim e para os meus irmaos, € por ser um
exemplo de alegria e superacao. O senhor me inspira a me tornar uma pessoa melhor, e obrigado
por assistir comigo Animal Planet, quando eu era crianga, iSso me inspirou a seguir e escolher
minha graduagao.

A minha mae, por sempre ser o meu exemplo de resiliéncia e dedicagdo. Vocé me
inspirou a ser uma pessoa mais forte, e eu te entrego e dedico esses anos de trabalho duro a
senhora.

A minha irm3, por ter me mostrado que eu tenho aptiddo de cuidar e me dedicar aos
animais.

A minhas queridas Lolita, Laura e Clara, por serem minhas pequenas velas que ajudaram
a iluminar meu caminho durante toda essa vivéncia.

Ao professor Arlindo Moura, por me orientar no desenvolvimento do TCC e por
permitir entrar em seu laboratorio.

A professora Carla Renata, pelos ensinamentos durante a graduagdo, como aluno e
monitor.

Ao Laboratorio de Fisiologia Animal, que me permitiu seguir na area de reproducio e
fisiologia animal, além de ter me permitido conhecer pessoas incriveis, como: Bruno, Eduardo,
Flavia Teodoésio, Ricarte, Samuel, Flavia Alessandra, Valdir, Iran e Natan.

Aos meus amigos de graduagdo, por me apoiarem em momentos dificeis e por me
mostrarem que tudo ia ter um final feliz.

Ao meu grande amigo Gerald Patricio, pelos momentos de descontragdo e por mostrar
que a vida pode ser leve e engracada. Eu sempre serei grato por sua amizade.

A minha amada Ana Janete, por todos os momentos de suporte e de afeto que passamos
juntos, além de me mostrar como ser uma pessoa melhor em todos os aspectos. Eu sempre vou

te amar.



RESUMO

A criopreservacao do sémen ovino representa uma importante biotécnica para conservagao e
disseminagdo de material genético de elevado valor zootécnico. Entretanto, o processo de
congelamento e descongelamento promove alteragdes estruturais e funcionais nos
espermatozoides, comprometendo principalmente a motilidade e o potencial fertilizante. Nesse
contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da suplementacdo do diluidor
seminal com D-ribose sobre os parametros cinéticos de espermatozoides ovinos apos a
criopreservacao. Foram utilizados ejaculados de 14 carneiros da raga Morada Nova,
distribuidos em quatro tratamentos: controle (sem suplementacdo) e suplementagdo com 150,
300 e 600 pg/mL de D-ribose. Apds o descongelamento, os parametros cinéticos foram
avaliados por andlise computadorizada do sémen (CASA). A suplementagdo com D-ribose
influenciou positivamente a motilidade espermatica, sendo a concentracdo de 150 pg/mL
responsavel pelos maiores valores de motilidade total e progressiva, além da reducao da
porcentagem de espermatozoides iméveis. A concentragdo de 600 pg/mL promoveu aumento
das velocidades retilinea (VSL) e média da trajetoria (VAP), enquanto os demais pardmetros
cinéticos ndo apresentaram diferencgas significativas entre os tratamentos. Conclui-se que a
suplementagdo do diluidor seminal com D-ribose, especialmente na concentragao de 150
pg/mL, melhora a qualidade cinética do sémen ovino pods-descongelamento, demonstrando
potencial como aditivo em protocolos de criopreservagao espermatica.

Palavras-chave: Biotecnologia reprodutiva; crioprotetor; fertilidade animal, ruminante.



ABSTRACT

Cryopreservation of ram semen is an important reproductive biotechnology for preserving and
disseminating valuable genetic material. However, the freezing and thawing process causes
structural and functional damage to sperm cells, compromising motility and fertilizing
potential. Therefore, this study aimed to evaluate the effect of supplementing a semen extender
with D-ribose on the kinetic parameters of cryopreserved ram spermatozoa. Semen samples
from fourteen Morada Nova rams were assigned to four treatments: control (without
supplementation) and supplementation with 150, 300, and 600 pg/mL of D-ribose. After
thawing, sperm kinetic parameters were evaluated using Computer-Assisted Sperm Analysis
(CASA). D-ribose supplementation positively affected sperm motility, with the 150 pg/mL
concentration providing the highest total and progressive motility values and reducing the
percentage of immotile spermatozoa. The 600 pg/mL treatment increased straight-line velocity
(VSL) and average path velocity (VAP), whereas no significant differences were observed for
the remaining kinetic parameters. In conclusion, supplementation of the semen extender with
D-ribose, particularly at a concentration of 150 pg/mL, improves the post-thaw kinetic quality
of ram sperm, demonstrating its potential as an additive for semen cryopreservation protocols.

Keywords: Reproductive biotechnology; cryoprotectants; animal fertility; ruminant.
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1 INTRODUCAO

A criopreservacdo do sémen ¢ uma importante biotécnica reprodutiva para a
conservagdo de material genético, mas sua utilizagdo pode ser limitada em carneiros, visto que
as células espermadticas desta espécie sdo particularmente sensiveis aos danos térmicos e
osmoticos ocasionados pelo processo de congelamento e descongelamento (ALLAI et al,
2018). Durante a criopreservacdo, os espermatozoides sao submetidos a estresse fisico e
quimico, que resulta em alteragdes na estrutura da membrana espermatica, danos ao acrossoma
e ao DNA espermatico (Bustani ef al., 2021). No entanto, esse processo impde desafios a
fisiologia espermatica, resultando em crioinjurias que comprometem a motilidade, a integridade
das membranas e a capacidade fecundante (Saha et al., 2022). Entre os principais desafios,
destaca-se o estresse oxidativo, decorrente do desequilibrio entre a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e a capacidade oxidante do meio, o que leva a peroxidacao lipidica,
visto que membrana espermatica dessas células possui em sua composi¢do uma maior presenca

de acidos graxos poli-insaturados (Banday et al., 2017), e fragmentagdo do DNA (Soria-
Meneses et al., 2025; Jurado Campos et al., 2023).

Como estratégia de mitigar os danos ocasionados pelo congelamento e
descongelamento, a escolha do diluidor seminal e da sua composi¢ao sdo determinantes para o
éxito da criopreservagdo. Tradicionalmente, aclicares como a glicose ou a frutose sao
adicionados aos diluidores por atuarem como substratos energéticos e auxiliarem na
manutenc¢do do equilibrio osmoético durante o processamento seminal (Lapwood et al., 1966).
No entanto, além dos aglicares convencionalmente utilizados, compostos alternativos vém
sendo investigados como suplementos capazes de contribuir ndo apenas para o metabolismo
energético, mas também para a protegdo celular durante a criopreservacao (Panyaboriban ef al.,
2015). Nesse contexto, a D-Ribose surge como uma molécula de interesse, uma vez que
participa da estrutura dos nucleotideos e pode contribuir para a sintese de ATP e NADPH por
meio da via das pentoses-fosfato, processo relacionado tanto ao metabolismo energético quanto
ao suporte antioxidante celular (Mahoney et al., 2018; Chigrinskiy et al., 2011). Visto isso, a
esse monossacarideo atua sustentando vias metabolicas para a manutengdo da homeostase
redox da célula (TeSlaa ef al., 2023).

Em touros Guzera, Pessoa et al. (2023) observaram maior abundancia de D-Ribose no
plasma seminal de animais classificados com boa congelabilidade espermaética, os quais
apresentaram melhores parametros seminais pds-descongelamento em comparacdo aos touros

de baixa congelabilidade. Esses achados sugerem uma possivel associa¢ao entre a D-ribose e a
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maior criotolerancia espermatica, refor¢ando a hipdtese de que esse monossacarideo possa ser
explorado como adjuvante em diluidores seminais. Outros estudos metabolomicos indicam que
a abundancia de D-ribose no plasma seminal estd positivamente correlacionada com a
motilidade e a manutencao na estabilidade da membrana (Pang et al., 2025). Ademais, a
combinacdo de D-Ribose com outros agentes protetores, como a L-Cisteina, tem demonstrado
um potente efeito mitigador contra danos testiculares e redu¢ao da motilidade induzida por
agentes toxicos (Adelakun, et al., 2021; Falana et al., 2017), reforcando a acdo antioxidante
dessa molécula.

Apesar do potencial da D-Ribose em fornecer energia e suporte no sistema antioxidante,
seu uso especifico para mitigar os efeitos do congelamento de sémen ainda é pouco explorado.
A literatura indica que a otimizacdo dos protocolos de criopreservacdo deve focar na
estabilizacdo das propriedades biologicas da célula, incluindo a motilidade e a integridade
acrossomal (Bustani et al., 2021a; Shehab-El-Deen ef al., 2023). Logo, o uso de compostos que
possam simultaneamente servir como substrato energético e protetor celular, como a D-Ribose,
representa um avango para a protecao celular e seu potencial fertilizante (Addis et al., 2012;
Mega Obukohwo et al., 2024). Levando em consideracdo a necessidade de melhorar os
parametros do sémen ovino apos o descongelamento e as vantagens ja mencionadas da D-
Ribose em modelos animais (Ogunlade ef al., 2021; Qiu et al., 2025), este estudo teve como
objetivo avaliar o efeito da suplementacao de D-Ribose ao diluidor seminal sobre a cinética

espermatica apos o processo de criopreservagao.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Comité de ética, local e animais experimentais

O experimento foi avaliado e aprovado de acordo com os principios éticos para
experimenta¢do animal pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual
do Ceara (CEUA-UECE), sob o nimero de protocolo 08148149/2023. O experimento foi
conduzido no Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Ceara (3,7427°S;
38,5785°W). Foram utilizados 14 carneiros deslanados da raga Morada Nova, vermifugados e
mantidos em baias coletivas de 13 m?, sendo arragoados com feno de Tifton (Cynodon dactylon)
e concentrado formulado para atender 12% de proteina bruta, de acordo com as recomendagdes
do BR-Caprinos e Ovinos (2024) para machos inteiros em mantenga, com acesso a agua ad

libitum.

2.2 Diluidor e tratamentos

Para suplementacdo foi utilizada a D-(—)-ribose (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA;
produto R7500), apresentando grau de pureza > 99%. Para a suplementac¢do experimental, a D-
Ribose foi previamente dissolvida em agua Mili-Q, homogeneizada até completa dissolucao, e
em seguida, foram preparadas aliquotas, que foram armazenadas a -20 °C até o momento de
sua utilizacao.

A fim de determinar possiveis concentragdes de D-Ribose para a criopreservagao, foi
utilizado o diluidor (Optidux®, Reprodux Inc., Sdo Paulo, Brazil) suplementado com diferentes
niveis de inclusdo de D-Ribose. Realizou-se um experimento-teste anterior ao experimento
principal, no qual foram realizadas duas coletas de sémen de sete carneiros escolhidos
aleatoriamente, e as amostras foram processadas individualmente e congeladas com as
seguintes concentragdes: 150, 300, 450, 600 e 1200 pug/mL. A motilidade total pos-
descongelamento foi avaliada por analise computadorizada de s€émen (AndroScope, Minitube,
Alemanha). As concentragdes na faixa de 150, 300 e 600 pg/mL para D-Ribose mantiveram a
motilidade total melhor do que outras concentracdes e foram escolhidas para o experimento

principal, realizado usando 14 carneiros.

2.3 Coleta e processamento do sémen

Foram coletados ejaculados de 14 animais duas vezes por semana, com intervalo de trés
dias entre as coletas, durante um periodo de duas semanas, utilizando vagina artificial especifica
para pequenos ruminantes (IMV Technologies, Franga), aquecida entre 39 a 42 °C, e uma fémea

previamente condicionada como manequim. O sémen fresco foi mantido em banho-maria a 37



14

°C e, a partir de cada ejaculado, foram retiradas aliquotas de 40 pL, sendo imediatamente
diluidas em 2 mL das seguintes solu¢des, previamente equilibradas a 37 °C: (C) diluidor sem
suplementacdo (controle); (R1) diluidor suplementado com 150 pg/mL de ribose; (R2) diluidor
suplementado com 300 pg/mL de ribose; e (R3) diluidor suplementado com 600 pg/mL de
ribose.

Além disso, o sémen fresco foi diluido em Optidux e utilizado para analisar os parametros
cinéticos por meio do sistema CASA, com o objetivo de identificar se os animais estariam aptos

ao congelamento.

2.4 Criopreservaciao seminal

Ap6s as diluicdes, as amostras foram envasadas em palhetas francesas de 0,25 mL (IMV
Technologies, Franca), devidamente identificadas e seladas com dalcool polivinilico. Em
seguida, as palhetas foram alocadas em um congelador automatizado portatil de s€émen e/ou
embrides, modelo CRYOGEN HSE 750, versao 4.0 (NeoVet, Minas Gerais, Brasil), conforme
protocolo previamente estabelecido pelo grupo de pesquisa (Almeida er al, 2026). A
criopreservacao iniciou com uma rampa positiva a 37 °C, ajustada para resfriar a uma taxa de
0,3 °C/min até atingir 4 °C, permanecendo em estabiliza¢ao por 240 min. Em seguida, iniciou-
se a rampa negativa, com decréscimo de 10 °C/min até alcangar -20 °C, seguida de um
decréscimo com taxa de -20 °C/min até atingir -110 °C. Ao final desse processo, as palhetas
foram submersas em nitrogénio liquido a -196 °C e armazenadas em botijao criogénico até o

momento do descongelamento.

2.5 Cinética espermatica

Para a avaliacdo do sémen descongelado, as palhetas foram imersas em banho-maria a 37
°C por 30 s uma por vez (Almeida et al., 2026). Em seguida, os parametros cinéticos (Figura
1) foram avaliados utilizando o mesmo sistema CASA. Foram descongeladas trés palhetas para
cada animal submetido aos diferentes tratamentos em quatro coletas distintas, totalizando 672
palhetas descongeladas. As andlises foram realizadas considerando as configura¢des do
software, no qual a calibragdo limiar de deteccdo de 17, calibragdo espacial de 0,55 pm/pixel e
altura de camara de 20 um. Durante a avaliacdo, foram considerados validos apenas
espermatozoides com area celular entre 10 e 80 pm? Foram analisados trés campos por
ejaculado, com a espécie ajustada para pequenos ruminantes e taxa de dilui¢ao de 1:100.

Foram avaliados os seguintes parametros cinéticos (Quadro 1) no sémen descongelado

seguindo metodologia ja estabelecida: motilidade total, motilidade progressiva, motilidade
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local, motilidade lenta, motilidade rdpida, motilidade circular, motilidade local,
espermatozoides imoveis, velocidade curvilinea (VCL), velocidade em linha reta (VSL),
velocidade média do trajeto (VAP), distancia curvilinea (DCL), distancia em linha reta (DSL),
distancia média do trajeto (DAP), amplitude do deslocamento lateral da cabegca (ALH),
frequéncia de batimento cruzado (BCF), angulo médio do eixo da cabega (HAC), linearidade

(LIN) e retilinearidade (STR) (Régo et al., 2014; Neto et al., 2024).

straight line path VSL

@ e tracked head
centroids
curvilinear \\

path

—

______ angular
displacement

Figura 1.Ilustracio dos detalhes cinematicos avaliados pelo AndroScope ®, retirado do
Technical Report da Minitube.

Quadro 1. Parimetros de movimento espermatico determinados pelo AndroScope ®, retirado
do Technical Report da Minitube.

Parametro Abreviacao Unidade Definicao

Velocidade da cabega de um espermatozoide ao longo de uma linha reta tracada entre sua

Velocly stzeight ine L i posicao inicial e a sua posicao final.

Velbxiyouvedtio Vel o Velocidade da c?bega de um .esperr_natozmd'e ao ,Io'ngo de sua 'tra;etor.w curwll,nea real,
conforme percebido em duas dimenses no microscépio. Uma medida de vigor da célula.

Velocity average path VAP umysec Velocidade da cabec.;a d? um esp.em’\a‘tozmd.e’ao longo de sua trajetoria llnedla. Essa trajetoria &
calculada pela suavizagao da trajetoria curvilinea de acordo com os algoritmos do CASA.

Beat cross frequency BCF Hz A taxa média na qual a trajetoria curvilinea cruza a trajetdria média.

Amplitude of lateral head ALH " Magnitude do deslocamento lateral da cabeca de um espermatozoide em relagdo  sua trajetéria

displacement g média.

Wobble WOB VAP/VCL; Medida de oscilagao da trajetéria real em relagdo a trajetoria média.

Linearity LIN VSL/VCL; Linearidade da trajetoria curvilinea.

Straightness STR VSL/VAP; Linearidade da trajetéria média.

Head Activity HAC rad Para cada posicao por quadro no video de analise, o angulo médio do eixo (como um radiano)

é armazenado (= linha pontilhada). O desvio desse angulo de dois quadros consecutivos é
calculado e a média é calculada sobre todos os quadros. O HAC é a média de todas as diferencas
calculadas do angulo médio do eixo de dois quadros consecutivos. Simplificando: quanto mais a
cabega se move, maior a probabilidade de o espermatozoide ser movel.
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2.6 Analise estatistica

Os dados foram inicialmente submetidos a analise descritiva e avaliagao da normalidade
pelo teste de Shapiro—Wilk. As variaveis foram analisadas utilizando modelos lineares mistos,
considerando os tratamentos como efeito fixo e os animais como efeito aleatorio. Quando
necessario, os dados foram transformados em ranks para atender aos pressupostos de
normalidade e homogeneidade de varidncias. As médias ajustadas foram obtidas pelo
procedimento de médias marginais estimadas (EMMEANS), e as comparagdes multiplas entre
os tratamentos foram realizadas pelo teste de Tukey. Os resultados foram expressos como média

+ erro padrao da média, sendo consideradas diferencgas significativas quando p < 0,05.
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3 RESULTADOS

A suplementacao do diluidor com D-ribose influenciou na motilidade total, motilidade
progressiva, motilidade rapida e motilidade lenta pés-descongelamento (p < 0,05; Figura 2). A
motilidade total e progressiva apresentaram comportamento semelhante entre os tratamentos,
com os maiores valores observados no grupo R1 (41,89 + 1,11% e 38,04 £ 1,09%,
respectivamente), diferindo do grupo controle (34,05 = 0,93% e 30,69 = 0,89%,
respectivamente). Os tratamentos do grupo R2 também promoveram aumento da motilidade
total (37,94 + 1,10%) e progressiva (34,43 + 1,08%) em relacdo ao controle, enquanto o grupo
R3apresentou valores intermediarios (36,06 + 1,09% e 32,72 + 1,04%), ndo diferindo do grupo
R2 nem do grupo controle.

A porcentagem de espermatozoides imdveis apresentou comportamento inverso ao
observado para as variaveis de motilidade, sendo reduzida no grupo R1(58,39 + 1,13%) em
comparagdo aos demais grupos (p < 0,05; Figura 2C). Os grupo R2 e R3ndo diferiram do

controle para essa variavel.
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Figura 2. Parametros cinéticos de motilidade de espermatozoides ovinos descongelados
criopreservados em diluidor controle ou suplementado com D-ribose (150, 300 e 600 pg/mL).
(A) Motilidade total; (B) Motilidade progressiva; (C) Espermatozoides iméveis. Letras dif
diferentes indicam diferencas entre os tratamentos de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).
Para cada tratamento, os valores representam a média (= EPM) obtida a partir dos ejaculados

coletados durante o periodo experimental.

Em relacdo as subpopulagdes espermadticas, a motilidade rapida foi superior nos grupos
R1(8,50 = 0,43%) e R3(7,83 £ 0,45%) em comparacao ao controle (6,02 = 0,31%), enquanto o
grupo R2apresentou valores intermediarios (p < 0,05; Figura 3A). Por outro lado, a motilidade

lenta foi maior no grupo R1(9,64 + 0,49%) em relagdo ao controle e ao grupo R3, enquanto o



grupo Rlapresentou valores intermediarios (p < 0,05; Figura 3B). A motilidade circular
também aumentou no tratamento R1(19,36 + 0,83%) em comparacdo ao controle e ao grupo
R2(p <0,05; Figura 3C). Entretanto, a motilidade local nao foi influenciada pela suplementacao

com D-ribose (p > 0,05; Figura 3D).

10— 15=-
A B
ke
S =
3 = 10-
g ° 5 b
) (]
2 s
§ 47 S
3 g 37
Qo
= P =

0- 0-
0 150 300 600 0 150 300 600
Concentragoes de ribose (pug/mL) Concentragdes de ribose (pug/mL)

25=
C D 67
g 20 =
5 S .
5} =
(] (]
g 107 z
g =
= 5= >

O_
0 150 300 600 0 150 300 600
Concentragdes de ribose (nug/mL) Concentragdes de ribose (png/mL)

Figura 3. Subpopulacdes de motilidade de espermatozoides ovinos descongelados
criopreservados em diluidor controle ou suplementado com D-ribose (150, 300 e 600 pg/mL).
(A) Motilidade rapida; (B) Motilidade lenta; (C) Motilidade circular; (D) Motilidade local.
Letras diferentes indicam diferencas entre os tratamentos de acordo com o teste de Tukey (p <
0,05). Para cada tratamento, os valores representam a média (= EPM) obtida a partir dos

ejaculados coletados durante o periodo experimental.
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Entre os parametros cinéticos avaliados, foram observadas diferengas apenas para VSL
e VAP (Figura 4). Os maiores valores de VSL e VAP foram observados no tratamento do grupo
R3(55,11 + 1,33 um/s e 64,31 £ 1,42 pm/s, respectivamente), diferindo do grupo controle
(49,76 = 1,19 um/s e 58,79 £+ 1,33 um/s; p < 0,05), enquanto os grupos R1 e R3 apresentaram
valores intermediarios (Figuras 4A e 4B). Por outro lado, a suplementagdo com D-ribose nao

influenciou os demais parametros cinéticos avaliados, incluindo VCL, DCL, DSL, DAP, ALH,

BCF, HAC, LIN e STR (p > 0,05; Tabela 2).
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Figura 4. Parametros cinéticos de espermatozoides ovinos descongelados criopreservados em
diluidor controle ou suplementado com D-ribose (150, 300 e 600 pg/mL). (A) Velocidade
retilinea (VSL); (B) Velocidade média da trajetoria (VAP). Letras diferentes indicam diferengas
entre os tratamentos de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). Para cada tratamento, os valores

representam a média (£ EPM) obtida a partir dos ejaculados coletados durante o periodo

experimental.

Tabela 1. Parametros cinéticos de espermatozoides ovinos descongelados criopreservados em
diluidor controle ou suplementado com D-ribose (150, 300 e 600 pg/mL). Os valores sdo

apresentados como média + erro padrao da média (EPM).
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Tratamento
Variavel Controle 150 pg/mL 300 pg/mL 600 pg/mL D
VCL (um/s) 124,39 + 3,03 131,33 +£3,28 126,50 + 3,15 131,32+ 3,16 >0,05
DCL (um) 40,22 + 0,94 40,73 £ 1,04 40,18 £ 0,94 40,89 + 0,96 >0,05
DSL (um) 15,72 0,37 16,51 + 0,45 16,20 + 0,44 16,67 £ 0,42 >0,05
DAP (um) 18,80 = 0,41 19,51 £ 0,49 19,40 + 0,44 19,71 £ 0,45 >0,05
ALH (pum) 2,69 + 0,06 2,73 +£0,06 2,66 + 0,06 2,76 + 0,05 >0,05
BCF (Hz) 13,19 +£0,25 13,82 £0,27 13,66 + 0,23 13,97 £ 0,27 >0,05
HAC 0,37 + 0,01 0,38 + 0,01 0,37+ 0,01 0,38 + 0,01 >0,05
LIN 0,44 + 0,01 0,45+ 0,01 0,46 £ 0,01 0,45+ 0,01 >0,05
STR 0,80 + 0,00 0,81 +£0,00 0,81 +£0,00 0,81 +£0,00 >0,05

VCL, velocidade curvilinear; VSL, velocidade retilinea; VAP, velocidade média da trajetéria; DCL, distancia
curvilinear; DSL, distdncia em linha reta; DAP, distdncia média da trajetoria; ALH, amplitude do deslocamento
lateral da cabega; BCF, frequéncia de cruzamento da trajetoria; HAC, coeficiente de hiperativagdo; LIN,
linearidade; STR, retilinearidade.
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4 DISCUSSAO

O presente estudo ¢ pioneiro no uso da D-Ribose associada com pardmetros cinéticos
de espermatozoides ovinos da raca Morada Nova, e os resultados demonstraram que a
suplementagao do diluidor seminal com esse composto, pode ter sido capaz de atenuar parte
dos efeitos deletérios promovidos pela criopreservagdo, nos parametros relacionados a
motilidade espermadtica apos a criopreservacdo. Entre os tratamentos avaliados, o grupo R1
apresentou o melhor desempenho, promovendo aumento significativo da motilidade total e
progressiva, além de reduzir a porcentagem de espermatozoides imoveis. Dessa forma, esses
resultados podem indicar que a D-ribose a 150 pg/mL exerce efeito sobre a funcionalidade dos
espermatozoides descongelados, sendo sugestivo que esse monossacarideo pode atuar como
fonte energética e possivel agente antioxidante (Alomar et al., 2023; El-Shahat., 2020). Visto
isso, a melhoria da motilidade representa um dos principais indicadores da preservagao da
capacidade fecundante ap6s o descongelamento, uma vez que a movimentagdo progressiva
constitui importante fator para que o espermatozoide percorra o trato reprodutivo feminino e

alcance o odcito (Fernandez-Lopez et al., 2022; Gliozzi et al., 2017).

Os resultados positivos observados podem ser explicados pelo metabolismo da D-
ribose, visto que ela participa diretamente da via das pentoses-fosfato, responsavel pela
formacdo de ribose-5-fosfato e do 5-fosforribosil-1-pirofosfato (PRPP), intermediario
associado a sintese de nucleotideos de purinas e pirimidinas (Braga et al., 2025) e, como
consequéncia, ha favorecimento da ressintese de ATP (Mahoney et al., 2018), o que pode ter
permitido uma maior disponibilidade energética para manutengdo da motilidade espermatica
(Pessoa et al., 2023). Além disso, a ativacao da via das pentoses-fosfato aumenta a produgdo
de NADPH, cofator utilizado para regeneragdo da glutationa reduzida, um dos principais
sistemas antioxidantes celulares, a qual preserva a integridade das membranas plasmaticas e
mitocondrial (Xiao et al., 2018). Dessa maneira, a D-ribose pode contribuir simultaneamente
para reducdo do estresse oxidativo induzido pela criopreservagdo e, indiretamente, para o

metabolismo energético.

Por conseguinte, a redugdo da porcentagem de espermatozoides imdveis no grupo
R1ajuda a hipotetizar que a D-ribose contribui para preservar a viabilidade funcional das células
por meio da manutencao da homeostase redox durante o congelamento (TeSlaa et al., 2023),
reduzindo os danos oxidativos. Visto que a manuten¢do da motilidade depende da integridade

das membranas plasmatica e mitocondrial, h4 estudos que demonstram que moléculas capazes
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de preservar o metabolismo energético e reduzir a producido de EROs favorecem a manutengao
da funcionalidade espermatica (Amidi et al., 2016; Pool et al., 2021). Assim, tem-se a hipdtese
de que esses resultados observados decorreram da combinagao entre disponibilidade de ATP e

menor comprometimento das estruturas celulares.

Outro aspecto importante observado neste estudo foi que a concentracao referente ao
grupo R2 de D-ribose apresentou melhora da motilidade total e progressiva comparado ao
controle, mas nao apresentou resultado superior quando comparado com o grupo R1. Além
disso, a concentracdo referente ao grupo R3 ndo apresentou melhora nos pardmetros quando
comparada ao controle, R1 e R2. Portanto, esse comportamento sugere que existe uma resposta
dose-dependente, semelhante ao observado em trabalhos envolvendo suplementos adicionados
a diluidores seminais (Hameed et al., 2024 ; Chankitisakul et al., 2025). Ademais, concentra¢des
moderadas sdo capazes de exercer agdo protetora e metabdlica, contudo, doses mais elevadas
podem ocasionar alteragdes na osmolaridade do meio (Ak et al., 2010) ou promover saturacao
da via das pentoses-fosfato (Gupta et al., 2021), reduzindo os beneficios observados da D-
Ribose. Dessa forma, esse padrao também foi descrito recentemente em outros aditivos, como
o oxido de grafeno, no qual concentragdes intermedidrias promoveram maior motilidade e
viabilidade, enquanto doses elevadas apresentaram resposta menos eficiente, sugerindo efeito

bioldgico dependente da concentracdo (Almeida et al., 2026; Oztiirk et al., 2026).

Por outro lado, a analise das subpopulagdes espermaticas mostrou aumento da
motilidade rapida nos grupos R1 e R3, sendo indicativo que a D-ribose pode influenciar no
padrdo e na conservagdo do deslocamento celular. Além disso, a concentragdao de 150 e 300
ng/mL promoveram aumento da motilidade lenta, sugerindo que diferentes doses da D-ribose
podem modular distintas subpopulacdes espermaticas. Ademais, ocorreu aumento da
motilidade circular no grupo R1, podendo estar associado ao fato de em um ejaculado existir
diferentes subpopulagdes de espermatozoides (Martinez-Pastor et al., 2022) que podem ter sido
influenciadas pela ribose, assim como ocorreu na motilidade lenta. Dessa forma, nao houveram
diferencas associado a motilidade local nos grupos R1, R2 e R3. Os maiores valores de VSL e
VAP observados no grupo R3 sugerem que os espermatozoides sobreviventes apresentaram
deslocamento eficiente (Garcia-Molina et al., 2023; Azevedo et al., 2024). Entretanto, o grupo
R3 nd3o promoveu aumento na motilidade total ou progressiva, ou seja, os resultados
demonstraram que doses elevadas da D-ribose podem influenciar uma parcela das células

sobreviventes, sem aumentar o niumero total de espermatozoides viaveis (Vera-Munoz et al.,
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2009). Dessa forma, melhores pardmetros de velocidade associado a VSL e VAP, isoladamente,

nao sao representativos de melhor qualidade seminal pds-descongelamento.

Por outro lado, a auséncia de diferengas significativas para parametros como VCL,
LIN, STR, ALH e BCF demonstraram que a D-ribose ndo altera o padrdo biomecéanico do
movimento flagelar, mas atua principalmente preservando a funcionalidade metabdlica
responsavel pela manutencdo da motilidade (Garcia-Molina et al., 2023). Resultados
semelhantes t€ém sido descritos em estudos envolvendo antioxidantes (Riesco ef al., 2021) e
outros suplementos metabolicos adicionados aos diluidores seminais (Abdelnour et al., 2021),
nos quais apenas parte dos pardmetros obtidos pelo sistema CASA apresenta resposta

significativa, refletindo mecanismos especificos de ac¢ao sobre a fisiologia espermatica.
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5 CONCLUSAO

Foi demonstrado que a suplementacao do diluidor seminal com D-ribose constitui uma
forma para reducado dos efeitos deletérios da criopreservagdo do sémen ovino. Além disso, a
concentragao de 150 pg/mL apresentou os melhores parametros pos-descongelamento, além de
reduzir o nimero de espermatozoides imoveis, enquanto concentragdes superiores, como 300 e
600 pg/mL exerceram efeitos especificos sobre alguns parametros cinéticos. Dessa forma,
refor¢ca o potencial da D-ribose como aditivo para diluidores seminais e fornecem uma base
para estudos futuros voltados a avaliagdo de mecanismos moleculares, integridade espermatica

e fertilidade in vivo.
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