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INFLUENCIA DA SUPLEMENTACAO ORAL COM L-CARNITINA NA QUALIDADE
DO SEMEN CRIOPRESERVADO DE GARANHOES

RESUMO - a utilizagdo da L-carnitina - acido ?-trimethilamino- [-hidréxido
butirico - visando melhorar os parametros esperméaticos tem sido intensivamente
utilizado em medicina humana e em menor escala em medicina veterinaria com
resultados satisfatorios. O objetivo deste estudo foi verificar a influéncia da
suplementacao oral de L-carnitina em sémen criopreservado de garanhdes. Utilizou-se
neste experimento quatro garanhdes submetidos a duas colheitas de sémen por
semana por um periodo de quatro semanas durante o més de agosto de 2001,
amostras se sémen desses animais, agora denominado TO, foram criopreservadas. Os
mesmos quatro garanhdes receberam uma suplementacao oral de quinze gramas de L-
carnitina uma vez ao dia nos meses de maio, junho, julho e agosto de 2002 e no més
de agosto de 2002 foram submetidos a duas colheitas de sémen semanais, tendo suas
amostras também criopreservadas, que passaram a ser denominado tratado (T1).
Foram analisados e comparados entre si 0s seguintes parametros espermaticos:- total
de espermatozdides no ejaculado e integridade da membrana espermatica e através de
analise computadorizada as variaveis motilidade total (MT), motilidade progressiva
(MP), linearidade (LIN), velocidade de trajeto (VAP), velocidade progressiva (VSL) e
velocidade curvilinear (VCL) antes e apés da realizacdo de um teste de termo-
resisténcia (TTR). Foi realizado um delineamento casualizado com oito repeti¢cdes (dois
tratamentos e quatro garanhdes); empregou-se analise de variancia — ANOVA — com
posterior desdobramento para estudar o efeito dos tratamentos em cada um dos
garanhdes — Teste de Tukey — o nivel de significancia adotado foi p<0,05. As médias e
erros padréo da média das variaveis motilidade total antes a apds a realizagéo do TTR,
total de espermatozdéides no ejaculado e integridade da membrana espermatica foi
significativamente superior para o grupo tratado (T1) quando comparado com 0 grupo
controle (TO). As médias e erros padrao da média das varidveis motilidade progressiva,
linearidade, velocidade de trajeto, velocidade progressiva e velocidade curvilinear foram
significativamente superiores para o grupo controle (TO) quando comparado com o
grupo tratado (T1) antes da realizacdo do TTR. ApGs a realizagdo do TTR as médias e
erros padrdo da média foram significativamente maiores para o grupo controle (T0) para
as variaveis velocidade de trajeto e velocidade progressiva; ndo houve diferenca
significativa entre os grupos apoés a realizacdo do TTR para as variaveis motilidade
progressiva, linearidade e velocidade curvilinear. Apos a realizacdo do TTR, houve uma
gqueda muito mais acentuada nos valores das variaveis motilidade progressiva,
linearidade, velocidade de trajeto, velocidade progressiva e velocidade curvilinear para
0 grupo controle (TO) quando comparado com o grupo tratado (T1). Estes resultados
nos permitem concluir que a L-carnitina pode, em algumas situagcfes, ser uma
importante ferramenta terapéutica para a melhoria das qualidades espermaticas de
garanhdes.

Palavras-Chave: L-carnitina, sémen, garanhdes, criopreservagao.
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THE INFLUENCE OF ORAL SUPPLEMENTATION WITH L- CARNITINE AND ITS
INFLUENCE ON CRYOPRESERVED STALLION SEMEN

ABSTRACT- owing its positive effect on the improvement of spermatic parameters, L-
carnitine - ?-trimethilamino- 3-hidroxid butiric acid - has been intensively utilized in
human medicine and in a lower scale in veterinary medicine with satisfactory results.
The objective of this study was to verify the influence of oral supplementation with L-
carnitine on cryopreserved stallion semen. Four stallions were submitted to semen
collection twice a week during a four week period in August of 2001. The collected
samples from those horses were then cryopreserved and they were assigned as a
control group (TO). The same horses received fifteen grams of L- carnitine by oral
supplementation, once a day, during May, June, July and August of 2002, and then they
were submitted to semen collection twice a week in August of 2002. Those collected
samples were also equally cryopreserved, and assigned as treatment group (T1). The
following spermatic parameters were analyzed and submitted to a pair wise comparison:
total sperm number in the ejaculate and sperm membrane integrity and by computer
analyze, variables as: total motility (TM), progressive motility (PM), linearity (LIN), path
velocity (VAP), progressive velocity (VSL), and track speed (VCL). Those variables
were then determined before and after a term resistance test (TRT). A casual design
was established using eight repetitions (two treatments and four stallions). To
investigate the treatment effect, analysis of variance (ANOVA) was performed and to
investigate de effect within stallion, the Tukey’s test - significance level was established
as p£ 0.05. The means and standard errors of means for the variable total motility,
determined before and after the term resistance test, total sperm number in the ejaculate
and sperm membrane integrity was significantly higher in the treatment group (T1)
when compared to the control group (TO). The means and standard errors of means for
the variables progressive maotility, linearity, path velocity, progressive velocity and track
speed were significantly higher for the control group (TO) when compared to the
treatment group (T1) before the term resistance test. After the term resistance test, the
means and standard errors of means were significantly higher in the control group (TO)
for path velocity and progressive velocity variables, with no significant difference
between the groups (control and treatment) for the following variables: progressive
motility, linearity and track speed. After the term resistance test being performed, there
was a higher decrease in the control group (T0) when compared to the treatment group
(T1) for the following variables: progressive motility, linearity, path velocity, progressive
velocity and track speed. In conclusion, the results of this study allow us to affirm that in
determined circumstances the L- carnitine can be an important therapeutic toll for the
stallion sperm quality improvement.

Keywords: L- carnitine, sperm, stallion, cryopreservation.
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1. INTRODUCAO

Uma das maneiras mais rapidas para o desenvolvimento de plantéis com
finalidade comercial € o uso de inseminacéo artificial, disponibilizando-se desta maneira
de animais de alto valor zootécnico para um numero maior de consumidores finais e a
um preco mais acessivel.

Esta técnica, ja bastante difundida em varias espécies, enfrenta certa
dificuldade no meio equino devido a varios fatores, principalmente aos discriminados
abaixo:-

Resisténcia por parte das Associacdes de Criadores em liberar o uso de
Inseminacao Artificial.
Baixa resisténcia do sémen equino a congelacéo e, como consequéncia, baixos
indices de fertilidade.

Tendo em vista que o primeiro fator ja esta sendo superado, pois algumas
Associacdes de Criadores ja permitem o uso da Inseminacao Artificial em seus
plantéis, o segundo fator torna-se o principal entrave para uma ampla difusdo no uso da
mesma como meio de melhoramento genético.

Um enorme progresso tem sido observado quanto a técnica de inseminacgao
bem como quanto a qualidade dos meios utilizados na congelacdo de sémen equino,
mas estes ainda estdo abaixo do desejado. A qualidade espermatica € altamente
relevante nos parametros de fertilidade. O efeito da L-carnitina — substancia envolvida
no metabolismo de acidos graxos e na protecdo e modulacdo de membranas — na
fertiidade do macho tem sido repetidamente estudado na medicina humana. O
resultado positivo possibilitou investigacfes similares em medicina veterinaria (HERFEN
et al., 1997).

Os espermatozoides séo produzidos nos testiculos e apds modificacbes pos-
gonadais sofridas no epididimo adquirem capacidade de fertilizacdo. No plasma
epididimal, proteinas de alto peso molecular e algumas pequenas moléculas, como a L-
carnitina livre, convertem os gametas em células “competentes” e funcionais (JEULIN &
LEWIN, 1996).
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KOHENGKUL (1977) relatou que a concentracdo de L-carnitina no plasma
seminal é 10 (dez) vezes maior que no plasma sangiineo e que aproximadamente 50%
da carnitina encontrada no plasma seminal se apresenta sob a forma de Acetyl-L-
Carnitina e que esta forma apresenta um importante papel na motilidade espermatica.

A existéncia de um estreito relacionamento entre o nivel de Acetyl-L-
Carnitina, a ativacdo da motilidade espermética e o metabolismo do espermatozéide foi
observado por JOHANSEN & BOHMER (1979). Segundo estes pesquisadores foi
verificada uma alta concentracéo de L-carnitina no espermatozéide quando comparado
com os niveis no plasma seminal.

A acdo da L-carnitina disponibilizando acidos graxos de cadeia longa como
fonte energética em quase todos os tipos celulares, permitiu estudos que indicaram
uma maior viabilidade espermatica bem como uma maior produ¢do no numero de
espermatozoides pela sua agdo, também disponibilizando maior fonte energética no
processo de divisdo celular por que passam as espermatides durante a
espermatogénese (BAUMGARTNER & BLUM, 1997).

Ainda segundo BAUMGARTNER & BLUM (1997), outro importante papel
desempenhado pela L-carnitina, seria sua capacidade de protecdo e modulagcédo da
membrana espermatica através da provisdo de acidos graxos para sua sintese,
protecdo da membrana lipidica contra a peroxidacdo, modulagédo das propriedades da
membrana (ex.: elasticidade) entre outros.

Observando-se os resultados obtidos, principalmente em medicina humana, e
gue estes resultados poderiam auxiliar de maneira positiva na melhoria da qualidade
espermatica de sémen criopreservado de garanhdes, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a influéncia da ingestédo oral de L-carnitina e sua possivel agdo sobre o nimero
total de espermatozéides por ejaculado, motilidade total e progressiva, velocidade
espermatica, integridade de membrana e Teste de Termo Resisténcia, parametros
estes aceitos como bons indicadores a respeito da viabilidade espermatica.
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2- REVISAO DA LITERATURA:-

2.1- Criopreservacgdo do Sémen Equino:-

O aprimoramento das técnicas de criopreservacdo do sémen equino tem apresentado
grande evolucdo nos ultimos anos com grande interesse por esta biotecnologia (BALL, 1998).
Segundo ARRUDA et al. (1989a) e TRIMECHE et al. (1999) somente um terco dos garanhdes
apresentam sémen satisfatorio para a congelagdo. Ja PAPA (1987) revela que sd0 muitas as
variaveis no processo de congelacdo que podem influenciar na qualidade espermética.

A grande maioria dos estudos de criopreservacao equina tem utilizado como
diluidor um meio a base de EDTA-LACTOSE-GEMA desenvolvido por MARTIN et al.
(1979) com resultados de fertilidade bastante variaveis entre os estudos realizados.
Outros diluidores como o proposto por PALMER (1984) tém sido utilizados em menor
escala.

ARRUDA (2000) sugere que a sobrevivéncia dos espermatozdides apds o
processo de criopreservacao depende da utilizagdo de um meio que possua adequadas
propriedades fisico-quimicas e de uma curva de congelacdo que permita a suspensao
do metabolismo espermatico. Segundo HOLT (2000), alguns grupos de pesquisa
direcionaram seus trabalhos na caracterizacdo dos fluxos hidraulicos a que os
espermatozoéides sdo submetidos durante o processo de congelagéo e descongelagéo e
na permeabilidade da membrana espermatica, sendo que em alguns desses trabalhos,
especialmente naqueles direcionados a remocao e adi¢cao de crioprotetores, foi obtida
uma Otima recuperacao de espermatozoides.

CROCKETT et al. (2001) recomendam que o sémen deva ser centrifugado a
25°C para a remocéo do plasma seminal, ressuspendido a uma concentracdo de 250 x
10° espermatozéides/mL, resfriados a uma temperatura de 5°C por 12 h e entdo serem
submetidos ao processo de congelacéo. Entretanto HEITLAND et al. (1996) sugerem
centrifugacdo a uma temperatura de 23°C para remocdo do plasma seminal,
concentracdo de 400 x 10° espermatozéides/mL, resfriados a uma temperatura de 5°C

por 2,5 h e entdo submete-los ao processo de congelagéo.
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2.2- Analise Computadorizada dos Parametros Espermaticos:-

A analise computadorizada do sémen vem sendo empregada em diversas
espécies de mamiferos, dentre elas no homem (MARCK et al., 1988), bovinos, equinos
(AMANN, 1987; JASKO et al., 1988; VARNER et al., 1991; FERREIRA et al., 1997), e
ovinos (SOUZA et al.,, 1999). A andlise computadorizada permite avaliar variaveis
detalhadamente, o que ndo ocorre na analise convencional subjetiva (MOSES et al.,
1995).

KOLIBIANAKIS et al. (1992) concluem que ha uma alta correlagcéo (r=0,89;
p<0,001) entre a motilidade espermatica analisada pelo método computadorizado e o
convencional.

Em ARRUDA (2000), podemos encontrar as seguintes definicdes para
algumas das variaveis fornecidas durante a anélise computadorizada:-

Velocidade Progressiva (VSL):- é a velocidade média percorrida em
linha reta entre o inicio e o final do percurso, definida em pm/s.
Velocidade Curvilinear (VCL):- é a velocidade média, em um/s, de
cada ponto atual do trajeto seguido por cada célula. E definida pela
distancia total entre cada posi¢cdo do CB (centro de brilho) para uma
dada célula durante a aquisicdo da imagem, dividida pelo tempo gasto.
VCL > VSL.

Velocidade de Trajeto (VAP):- € a velocidade média ininterrupta do
caminho da célula, em pm/s. E definida como a posicdo média
aproximada do CB e fornece uma velocidade média do trajeto da
célula. Representa a distancia total ao longo do trajeto médio para
cada célula dividido pelo tempo gasto. VSL < VAP < VCL.
Linearidade (LIN):- é o valor médio da propor¢do entre VSL/VCL.

Determina a partida do percurso da célula em linha reta.
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Em FERREIRA (1999), podemos encontrar a seguinte representacado
esquematica para as variaveis acima relacionadas:-

Figura 1A - Defini¢cdo gréfica das varidveis: velocidade espermética ao longo da trajetoria real
(VCL); velocidade espermatica ao longo da trajetéria média (VAP); velocidade
espermatica considerando-se uma trajetoria retilinea com origem e término,
respectivamente, no primeiro e ultimo pontos analisados (VSL); linearidade (LIN);
indice retilineo (IR) e deslocamento lateral da cabega (DLC) espermaéticos.
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ARRUDA (2000) sugere os seguintes padrbes para 0s parametros de
motilidade do sémen eqlino criopreservado e avaliado por um sistema
computadorizado:- motilidade progressiva = 30%; VAP = 65 pm/s; VSL = 57um/s; VCL =
110um/s; LIN = 47%.

O aumento da utilizagdo de equipamentos computadorizados em laboratorios
permitira no futuro maior interagdo entre os pesquisadores jaA que com a internet a
facilidade de difusdo de dados se torna um procedimento rapido e eficiente (MAHONY
et al., 1998).

2.3- Integridade da Membrana Plasmatica:-

Para que possamos nos certificar da validez do processo de criopreservagéao,
0 espermatozéide deve estar com sua funcdo e morfologia intactos de forma que possa
ser considerado viavel ao processo de fertilizacdo (DELL’AQUA JUNIOR, 2000). A
integridade da membrana plasmatica é importante para o metabolismo espermatico,
como também alteragbes na membrana sdo importantes para processos cComo
capacitacdo espermatica, reacdo acrossomal e a ligacdo do espermatozdide a
superficie do 6évulo (HARRISON & VICKERS, 1990).

Atualmente, o teste com sondas fluorescentes tem demonstrado resultados
satisfatorios seguindo a técnica descrita por HARRISON e VICKERS (1990) e
modificada por ZUCCARI (1998) por ser de facil preparo e interpretacdo. Segundo
ZUCCARI (1998), a utilizac&o de fluorocromos esta se tornando cada vez mais rotineira,
por serem corantes capazes de se difundir em células integras ou lesadas, mesma na
presenca de um crioprotetor.

Os corantes fluorescentes dividem-se em dois grupos, 0s que nado sao
capazes de penetrar através da membrana integra (brometo de etideo, iodeto de
propidio, etc), portanto s6 ingressando e corando células com a membrana lesada,
ligando-se ao DNA celular e produzindo uma coloracdo vermelha. O segundo grupo,

onde se encontra 0s compostos nao polares, entre eles os ésteres de fluoresceina, que
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possuem a caracteristica de se difundirem através de uma membrana intacta e ao
ingressar na célula espermatica sofrem hidrolise por esterases, resultando na formacéao
de carboxifluoresceina livre, permanecendo nas células intactas, produzindo ao longo
destas uma fluorescéncia verde (HARRISON & VICKERS, 1990; ROTMAN &
PAPERMASTER, 1966).

2.4- Teste de Termo Resisténcia:-

DIMITROPOULUS (1967) prop0s uma prova para a avaliacdo da fertilidade
potencial de partidas de sémen congelado de bovinos, denominando-a Teste de
Termo Resisténcia (TTR). O teste consiste em submeter o sémen descongelado a
condi¢cbes semelhantes aquelas do trato genital feminino com o objetivo de avaliar
sua longevidade.

De acordo com os padrdoes para julgamento de sémen congelado para
equideos, definidos pela Comissdo de Andrologia do Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal (CBRA), o TTR pode ser realizado de duas maneiras:- TTR
rapido sendo o sémen incubado a 37°C por 30 minutos e TTR lento sendo o sémen
incubado a 37°C por 240 minutos (FONSECA et al., 1992).

PAPA (1989) avaliando avancos tecnologicos com relagdo ao sémen equino,
cita 0 TTR a 38°C/240 minutos com avaliacdo a cada 60 minutos. MATTOS et al.
(1993) ao estudarem o efeito de diferentes diluentes na sobrevida do
espermatozdide equino empregaram para o TTR a 37°C avaliagGes aos 15, 30, 60,
120 e 180 minutos. PAPA et al. (1993) ao avaliarem a eficiéncia do meio diluidor
glicina-gema para a congelacdo de sémen equino, adotaram o TTR a 38°C/120
minutos, o0 mesmo sendo usado por ZUCCARI & PAPA (1995) quando da avaliagio
do nimero de espermatozdides com membrana plasmatica integra no decorrer do
TTR.
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2.5- L-CARNITINA E OS PARAMETROS ESPERMATICOS:-

A carnitina — acido ?-trimethilamino- B-hidréxido butirico —, descoberta por
Krimberg em 1905 e tendo suas fungdes bioldgicas reconhecidas por Fraenkel somente
em 1952, possui como uma de suas principais fun¢ées o carreamento, através da acéo
da co-enzima carnitina-acyl-translocase e carnitina-palmitoil-transferase (CPTI e CPTII),
de acidos graxos de cadeia longa para o interior da célula e da matriz mitocondrial,
onde entédo sofrem 3-oxidacdo. A expressao da carnitina-acyl-translocase ocorre muito
mais cedo que outras enzimas que atuam na metabolizacdo dos acidos graxos na
mitocondria (VAAGENES et al., 1998).

Disponivel na natureza principalmente através de proteinas de origem animal
e de lacteos ou produzida pelos hepatécitos (a biosintese da carnitina requer dois
aminoacidos essenciais — lisina e metionina) é entdo secretada no sangue (BIEBER,
1988).

Entre os parametros que podem afetar a qualidade espermatica, 0s
constituintes do plasma seminal devem ser considerados por refletirem mudancgas nas
secrecdes do epididimo e das glandulas acessérias (SETCHELL et al., 1994). No
epididimo, a carnitina é parcialmente esterificada como acetylcarnitina e o restante
absorvido pelos espermatozéide e entdo esterificada no interior dos mesmos. A
acetylcarnitina extracelular e intracelular possui um importante papel no metabolismo
energético do espermatozéide, disponibilizando energia para sua motilidade (COSTA et
al., 1994). Nas deficiéncias de L-carnitina, a producédo de energia a partir da oxidagéo
de acidos graxos parece ser seriamente comprometida (ZEYNER & HARMEYER,
1999).

L-carnitina € um componente essencial na R3-oxida¢do de acidos graxos na
mitocdndria e possui um papel essencial na maturacdo do espermatozéide dentro do
trato reprodutivo masculino. O plasma epididimal contém os mais altos niveis de L-
carnitina encontrado no corpo humano e o inicio da motilidade espermatica ocorre em

paralelo ao aumento da L-carnitina no lamem epididimal, sendo a secrecao ai realizada
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por um mecanismo de transporte ativo e o0 aumento no interior do espermatozoéide por
um transporte passivo (ATSUSHI et al., 2002). A L-carnitna representa um co-fator no
transporte de &cidos graxos de cadeia longa para o interior das mitocondrias e sua
subsequente oxidacdo, sendo que seu transporte para o interior do epididimo é, em
parte, andrégeno-dependente (LENZI et al., 1992). DI LISA et al. (1995) observaram a
acdo da L-carnitina na sintese e no transporte de ATP para fora da mitocondria,
ajudando no suprimento energético em processos de grande consumo de energia como
a divisdo celular, em especial a espermatogénese.

Segundo NEUMAN et al. (2002), a carnitina possui propriedades anti-
oxidantes que protegem as membranas espermaticas contra espécies reativas de
oxigénio (ROS). Em condi¢des normais ha um equilibrio entre antioxidantes (vitaminas
E, C, carotendides e enzimas) e pré-oxidantes, tais como perdoxido de hidrogénio,
superoxido, peroxil e hidroxil, sendo que em algumas situa¢cdes ha um desequilibrio
entre estes elementos; dentre estas situagcdes podemos destacar o processo de
criopreservacdo, 0s quais provocam aumento na producdo de pro-oxidantes. Este
desequilibrio desencadeia a cascata de peroxidacdo, causando lesdes na membrana
plasméatica e por consequéncia perda da funcdo espermatica (MARQUES, 2002). Por
outro lado, a carnitina atua de forma a estabilizar as membranas plasmaticas de células
submetidas a condi¢bes fisicas adversas (SNYDER et al., 1990), particularmente, a
acetyl-carnitina interage entre a espectrina e actina, as mais importantes proteinas do
citoesqueleto (BUTTERFIELD et al., 1992). A carnitina também reduz a disponibilidade
de lipidios para a peroxidacdo pelo transporte de acidos graxos para o interior das
mitocondrias, disponibilizando-os para a [3-oxidagdo e gerando energia na forma de
adenosina-trifosfato (ATP) (NEUMAN et al., 2002). ARDUINI et al. (1997),
demonstraram que ha um efeito benéfico com a adi¢cdo de L-carnitina em amostras de
sangue armazenadas a 4°C, reduzindo “in vitro” a hemolise e melhorando a viabilidade
destas amostras “in vivo” e que este efeito deve estar relacionado com a acao da L-
carnitina nos processos biofisicos e metabdlicos da membrana celular.

GOLAN et al., (1982), mensuraram a quantidade de L-carnitina e seu

derivado de cadeia curta acetylcarnitina no suino, homem, touro, carneiro, galo e
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esquilo, sugerindo que a origem da mesma encontra-se no epididimo e quanto maior a
sua concentracdo maior o numero de espermatozoides por ejaculado. JOUANNET et al.
(1981), examinando as caracteristicas seminais de 215 homens férteis e de 409
inférteis, observaram uma alta correlag@o entre concentracdo espermética e niveis de
L-carnitina. ZOPFGEN et al. (2000) encontraram niveis significativamente menores de
L-carnitina no plasma seminal de homens inférteis quando comparado com homens de
fertilidade comprovada. MICIC et al. (1994) encontraram teores seminais de carnitina na
ordem de 199,3, 243 e 495,5 nmol/mL, respectivamente, para homens azoospermicos,
oligospermicos e normospermicos. Ao comparar a motilidade desses trés grupos
encontraram maior motilidade para os normospermicos e quando subdividiu-se este
grupo em alta e baixa concentracdo de carnitina seminal, encontrou-se motilidade maior
no que possuia maior concetracdo de L-carnitina.

Espermatozéides foram coletados da cabeca do epididimo de rato por
micropuncdo e sua motilidade foi entdo avaliada apos diluicdo em solugdo salina
fisiolégica contendo L-carnitina. Apos 02 (dois) minutos observou-se uma estimulagéo
da motilidade em espermatozoides com baixa motilidade inicial; ndo se observou
alteracdo em espermatozdéides com alta motilidade inicial (HINTON et al., 1981).

GRIZARD et al., (1992), determinaram a concentracao de L-carnitina e
acetylcarnitina no espermatozoide e no plasma seminal de 15 (quinze) homens, tanto
no sémen a fresco quanto em amostras submetidas a congelacdo com meio
crioprotetor. A motilidade espermatica também foi avaliada. Nas amostras a fresco, os
niveis de L-carnitina e acetylcarnitina no plasma seminal eram similares enquanto no
espermatozoide, acetylcarnitina predominava. A criopreservacédo ndo alterou os niveis
de carnitina e acetylcarnitina no plasma seminal, em contraste, 0s niveis de
acetylcarnitina no espermatozoéide decresceu. A motilidade espermética decresceu em
todos os casos ap0s a congelacéo.

Experimento realizado por RUIZ-PESINI et al., (2001) determinaram o0s
pardmetros celulares de amostras de sémen para correlaciona-los com a concentracao
de L-carnitina no plasma seminal. Carnitina € envolvida em varios processos

metabolicos tendo um importante papel na manutencdo em atividade da fosforilagdo
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oxidativa (OXPHOS) e sua presenca no epididimo, e ndo nas secre¢des prostaticas,
relaciona-se positivo e significativamente com as atividades respiratérias da
mitocdndria. Como a carnitina no plasma seminal é secretada no epididimo, os autores
sugerem fortemente que a relagdo entre secre¢ao de carnitina, qualidade seminal e
atividades OXPHOS relacionam-se entre si e ocorrem de forma paralela. A agéo da L-
carnitina na motilidade espermatica de aves foi investigada por ASHIZAWA et al. (1994)
e estes autores sugeriram que concentracdes elevadas de L-carnitina podem reduzir a
movimentagdo espermatica, mas assim que esta concentracdo € reduzida a motilidade
é restaurada. MANGANO et al. (2000) concluiram que a ac¢ao inibitéria na motilidade
espermatica produzida por Anti-inflamatérios N&o Esteroides (Cinnoxican, Acido Acetil
Salicilico) pode ser, “in vitro”, bloqueada pela a¢do da L-carnitina.

Estudando os efeitos antioxidantes da carnitina oral nas caracteristicas
seminais, histologia testicular e peroxidacdo lipidica do espermatozoide de aves
Leghorn, NEUMAN et al. (2002), concluiram que houveram melhorias quanto a
concentracao espermética e reducao da peroxidacgdo lipidica. Estes resultados sugerem
gue a administracdo oral de carnitina possui propriedades antioxidantes que podem
preservar a membrana espermatica e, por consequéncia, aumentar a expectativa de
vida do espermatozéide. Em experimento realizado por BACH et al. (1983) administrou-
se 2 g de L-carnitina oral em cem (100) estudantes e observou-se que a concentragao
soroldgica da mesma aumentou significativamente até um maximo apés 3,5 h de sua
ingestdo, comecgando entdo a declinar e ap0s 24 hretornava a seus niveis séricos
normais e que sua principal via de excrecéo era a urindria. Neste mesmo experimento
constatou a importancia da L-carnitina na regulacdo da oxidacdo de &cidos graxos,
sugerindo que sua suplementacdo de forma continua por varias semanas influencia
nos niveis de lipidios circulante, causando um decréscimo nos niveis de triglicérides,
colesterol e um aumento no nivel de colesterol HDL.

COSTA et al. (1994) estudaram o possivel efeito da administracédo oral de L-
carnitina na motilidade espermatica em pacientes humanos com asthenozoospermia
idiopatica. Cem (100) pacientes receberam 3 g por dia de L-carnitina oral por quatro
(04) meses e seus parametros espermaticos estudados antes, durante e depois do
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tratamento. Estes parametros foram analisados de forma computadorizada. Os
resultados demonstraram que a L-carnitina € capaz de aumentar a motilidade
espermatica de maneira quantitativa e qualitativa. Um aumento na quantidade de
espermatozéides produzida também foi observado (de 142,4 +/- 10,3 x 10° para 163,3
+/- 11,0 x 10° [p < 0,001]). Os autores concluem que a administracéo oral de L-carnitina
podem melhorar a qualidade espermatica pelo menos em pacientes com
asthenozoospermia idiopatica.

Experimento realizado por GANDINI et al. (2002) com 100 pacientes em que
foram distribuidos ao acaso dois grupos de 50 individuos. O primeiro grupo recebeu 2
g de L-carnitina oral por 04 meses e o segundo grupo um placebo. As analises
espermaticas foram realizadas nos dois ultimos meses deste periodo. ApGs isso, 0s
dois grupos passaram por dois meses sem receber qualquer tratamento e entéo
inverteu-se o protocolo de uso da droga, sendo que o grupo que recebeu carnitina
passou a receber placebo e o grupo que recebeu placebo passou a receber carnitina.
Houve uma melhoria significativa na concentracdo espermatica (P=0,01), motilidade
total (P=0,04) e motilidade progressiva (P=0,05). O aumento na porcentagem de
espermatozoides com motilidade progressiva foi mais significante em pacientes com
baixo nlimero de espermatozdides por ejaculado (< 5 x 10° sptz/ejaculado, P=0,03 e <
2 x 10° sptz/ejaculado, P=0,02).

MAZZILLI et al. (1999) estudaram a influéncia da L-carnitina do interior do
espermatozdide na motilidade espermatica no muco cervical de bovino e encontrou
uma estreita correlacdo  entre a L-carnitina intra-espermatica e a sobrevida do
espermatozoéide. Segundo os autores, isto ocorre provavelmente devido ao fato de que
no muco cervical os lipidios sdo uma importante fonte de energia para o
espermatozdide e para metabolizar estes lipidios a L-carnitina intra-espermatica é
essencial. O déficit de L-carnitina intra-espermatica pode ser devido a alteragbes no
mecanismo de liberacdo da mesma no epididimo em funcdo de algum processo
inflamatério ou a baixos niveis de testosterona (0 mecanismo de transporte da L-
carnitina para o interior do epididimo parece ser andrégeno-dependente). Ainda
segundo MAZZILLI et al. (1999), a implicacdo terapéutica destes resultados é que
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qgquando a hipomotilidade é devido a baixos niveis de L-carnitina, a administracao
exdgena desta substancia ou de testosterona pode promover a normalizagdo da
motilidade espermaética.

SOUFIR et al. (1981), sugeriram que a determinagdo de L-carnitina no
plasma seminal pode indicar se ha normalidade quanto a funcdo epididimal. J&
MENCHINI-FABRIS et al. (1984) mensuraram a quantidade de L-carnitina no sémen de
pacientes com varias patologias andrologicas e encontrou concentracdes extremamente
baixas em individuos com agenesia do “vasus deferentis” e azoospermia causada por
faléncia testicular. Este estudo encontrou uma correlagéo positiva entre a L-carnitina
livre no plasma seminal e a contagem espermatica, motilidade espermatica e o nimero
de espermatozéides moveis por mililitro de sémen. Yi et al. (1995), demonstrou que em
casos de obstrucao cirdrgica reversivel do “vasus deferentis”, os niveis de carnitina no
plasma seminal decrescem significativamente. A aplasia do “vasus deferentis” é
regularmente acompanhada de aplasia epididimal e vérias outras anormalidades
anatémicas e funcionais das vesiculas seminais (MESCHEDE et al., 1998).

MATALLIOTAKIS et al. (2000) demonstraram que a concentracao de L-
carnitina difere significativamente entre pacientes com espermograma normal (478,4
nm/ml) para aqueles com espermograma anormal (100,58 nm/ml) e que também é
estatisticamente significativa a melhoria na contagem espermatica, porcentagem de
espermatozoides méveis e porcentagem de formas normais dos espermatozoides em
pacientes com concentragdao normal de L-carnitina.

Segundo JEULIN & LEWIN (1996), apdés a producdo nos testiculos, os
espermatozoides passam por modificacbes no epididimo adquirindo a capacidade de
fertilizacdo, sendo que moléculas de alto peso molecular e algumas pequenas
moléculas como a L-carnitina convertem os gametas em “competentes” e funcionais. A
L-carnitina livre é acetilada somente em espermatozoides maduros e 0s excessos de
acetil-CoA da mitocondria sao provavelmente armazenadas como acetil-L-carnitina e
modula as reservas de CoA livre, essencial para o ciclo do acido tricarboxilico. A
relacdo entre a L-carnitina livre e acetilada e a porcentagem de motilidade esperméatica

progressiva indica uma importante fungcdo metabdlica ligada ao movimento flagelar do
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espermatozéide. JEULIN et al. (1994), sugerem que o metabolismo oxidativo
(produzindo acetyl-CoA) deve ser mais ativo em espermatozoéides maduros.

ROSAS FILHO et al. (2001), estudando os efeitos da suplementacgéo oral de
L-carnitina nos parametros reprodutivos de 12 garanhdes Puro Sangue Arabe nio
observaram diferenga estatisticamente significativa no volume livre de gel, motilidade
progressiva, concentracdo espermatica, concentracdo do ejaculado, morfologia
espermatica (defeitos maiores e menores) e biometria testicular, excetuando-se 0s
defeitos menores. Baseando-se nesses resultados, os autores concluiram que a
suplementagdo oral de L-carnitina ndo apresentou efeitos sobre as caracteristicas
reprodutivas de garanhdes. DURU et al. (2000) estudaram os efeitos da adi¢do de
progesterona e acetyl-L-carnitina antes da congelacdo do sémen e nao observou
diferencas significativas nas taxas de sobrevivéncia a criopreservagao, parametros de
motilidade ou integridade de membrana.

STRADAIOLI et al. (2000) estudando caracteristicas seminais de garanhdes
da raca Maremmano, observaram uma correlacdo positiva entre os niveis de L-
carnitina, acetyl-L-carnitina e concentracdo espermatica e também uma correlacao
positiva entre os niveis de acetyl-L-carnitina e o total de espermatozéides mdveis
morfologicamente normais. Ademais, uma correlagédo positiva entre acetyl-L-carnitina,
L-carnitina e motilidade progressiva apoés refrigeracdo das amostras, sugere que a
carnitina pode contribuir para a manutencdo espermatica durante os processo de
armazenagem “in vitro”. HERFEN et al. (1997), suplementaram via oral com L-carnitina
(15 g/dia) garanhdes em atividade sexual por um periodo de seis meses e observaram
um aumento significativo tanto na concentragdo espermatica quanto no volume do
plasma seminal. BROOKS (1979) afirma que o nivel total de L-carnitina no plasma

seminal € altamente correlacionado com a concentracdo espermatica.
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3. MATERIAL E METODO:-

3.1- LOCAL E PERIODO DO EXPERIMENTO:-

O presente experimento foi realizado no Centro Hipico Agromen na cidade de
Orlandia, Estado de S&o Paulo, de julho a agosto de 2.000 e de maio a agosto de
2.001. O referido municipio apresenta os seguintes dados geograficos:-
Latitude:- 20°44’ 50” S
Longitude:- 47°53' 23" W
Altitude:- 660 metros.
Temperatura Média Anual:- Média Maxima 27°C
Média Minima 16°C

Pluviometria:- 1.500 mm/ano

3.2-  ANIMAIS UTILIZADOS:-

Foram utilizados 04 garanhdes, sendo 03 (trés) deles da raca Westfalen e 01

(um) da raca Holsteiner com idades variando de 06 a 10 anos.
Os animais utilizados neste experimento foram submetidos a manejo
conveniente e idéntico, constituido de exercicios diarios, alojados em baias individuais,

alimentacao equilibrada e com os aspectos clinico-sanitarios devidamente cuidados.

3.3- GRUPOS CONSTITUIDOS:-

Grupo A - formado pelos quatro garanhdes citados anteriormente,
denominados agora “grupo controle” (T0O). Foram realizadas duas colheitas de sémen
semanais no més de agosto de 2.000. As amostras colhidas destes garanhdes foram
processadas seguindo o protocolo estabelecido no sub-titulo “Colheita, Congelacéo e
Descongelagdo do Sémen”.
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Grupo B — denominado “grupo tratamento” (T1). Refere-se aos mesmos 04
garanhdes do grupo A. Estes animais receberam durante os meses de maio, junho,
julho e agosto de 2.001, por via oral, 15 gramas de L-carnitina * por dia, dose adotada
em fungdo de experimentos com resultados positivos citados em literatura. No més de
agosto de 2.001 o sémen destes reprodutores foram submetidos a duas colheitas
semanais e processados seguindo-se 0 mesmo protocolo estabelecido no grupo
controle.

Os animais do grupo A e do grupo B passaram por um processo de
nivelamento bioldgico que consistiu em duas colheitas semanais de sémen no més

anterior ao do processo de congelacdo do sémen.

3.4- COLHEITA, CONGELACAO E DESCONGELACAO DO SEMEN:-

3.4.1- COLHEITA DO SEMEN:-

Foram realizadas duas colheitas semanais de cada garanhao, utilizando-se
vagina artificial modelo Hannover. O sémen foi filtrado para a remocéo da fracao gel e
imediatamente submetido, em microscépio éptico comum (Carl Zeiss®, Germany) no
aumento de 100 vezes, as seguintes analises:-
Motilidade espermatica total:- para isso, utilizou-se de um volume de
08 pl do ejaculado depositado entre lamina e laminula verificando-se o
namero de espermatozéides méveis em relagdo ao total do campo
observado.
Vigor espermatico:- avaliacdo realizada de forma subjetiva que visou
guantificar em uma tabela de 1 a 5 a velocidade com que os

espermatozoides se locomoviam.

L carniking® - LONZA Inc., Fair Lawn, N.J., U.SA.
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Total de espermatozoides no ejaculado:- este valor foi obtido,
através do uso de uma camera de Neubauer, multiplicando-se a
concentracdo de espermatozoéides por mililitro pelo volume total do

ejaculado.

Estas avaliagbes determinavam a habilidade da amostra em continuar ou n&o

nas demais etapas do processo de congelacao.

3.4.2- CONGELACAO DO SEMEN:-

Apb6s a avaliacao imediata das caracteristicas de motilidade, vigor e total de
espermatozoides do ejaculado, o mesmo foi diluido na proporcao 1:1 em diluidor a base
de leite desnatado (KENNEY et al., 1975) (Apéndice) — e centrifugado a 600g
(centrifuga Fanem®, Modelo Baby, Brasil) por 10 (dez) minutos. Ap6s o término do
tempo estabelecido, separou-se o0 sobrenadante do precipitado (pelete) e este
sobrenadante foi submetido a nova centrifugagcéo com forca de rotagédo de 800g por 5
(cinco) minutos.

Os peletes resultantes das duas etapas de centrifugacdo foram dissolvidos
em meio de congelacdo — EDTA, gema de ovo, lactose e 5% de glicerol (MARTIN et al.,
1979) (Apéndice) — sendo que o volume a ser utilizado deste meio foi em quantidade a
permitir uma concentracdo de 100 milhdes de espermatozdides por palhetas de 0,52ml.
Apos envasado, a amostra foi levada, sobre uma grade de inox, a uma geladeira com
temperatura de 5°C por um periodo de 60 minutos, sendo entdo submetido a uma
primeira curva de resfriamento.

Terminada esta primeira etapa, a amostra foi entdo levada a uma caixa de
isopor e permaneceu por um periodo de 20 minutos em suporte que a mantinha 06
(seis) centimetros acima do nivel de nitrogénio (N2) liquido. Ao fim deste tempo, era
entdo mergulhadas em N2 a uma temperatura de — 196°C.
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3.4.3- DESCONGELACAO DO SEMEN:-

O processo de descongelacdo do sémen foi realizado submergindo-se as
palhetas em agua a 46°C por 20 segundos e, em seguida, transferidas para agua a uma
temperatura de 37°C por 30 segundos.

3.5- ANALISES REALIZADAS:-

3.5.1- APOS A COLHEITA DO SEMEN:-

Foram comparadas as médias obtidas do total de espermatozéides no
ejaculado no grupo controle (TO) e tratado (T1).

3.5.2- APOS A DESCONGELACAO DO SEMEN:-

3.5.2.1- ANALISE COMPUTADORIZADA:-

Imediatamente ap0s a etapa de descongelacdo, foram analisados e
comparados entre si, as meédias obtidas das amostras de um mesmo garanhdao,
também com e sem o tratamento, através de uma avaliagdo computadorizada
realizada com o auxilio do equipamento Hamilton Thorne Motility Analyzer (HTMA)?
pertencente ao Departamento de Radiologia e Reprodugcdo Animal da Universidade
“Julio de Mesquita Filho” — UNESP em Botucatu S.P. (Brasil), para as seguintes

variaveis:-

2 Hamilton Thorne Research, Danvers, MA, USA
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Motilidade Total:- total de espermatozéides maoveis.

Motilidade Progressiva:- total de espermatozoides com movimento

progressivo.
VAP:- velocidade espermatica ao longo da trajetéria média.

VSL:- velocidade espermatica considerando-se uma trajetoria retilinea
com origem e término, respectivamente, no primeiro e ultimo ponto

analisado.

VCL:- velocidade espermatica ao longo da trajetdria real.

LIN:- linearidade.

3.5.2.2- TESTE DE TERMO-RESISTENCIA:-

Apos esta primeira avaliacdo computadorizada, todas as amostras passaram por
um Teste de Termo Resisténcia (TTR) que consistiu ha incubagcéo de uma amostra de
sémen em temperatura de 37°.C por 60 minutos com seu contelido passando pela
mesma analise do HTMA, sendo as variaveis Motilidade Total, Motilidade Progressiva,

VAP, VSL, VCL e LIN comparadas com os resultados anteriores ao TTR.

3.5.2.3- AVALIACAO DA INTEGRIDADE DA MEMBRANA ESPERMATICA:-

Para a realizacdo da avaliacdo da integridade da membrana espermatica,
adotou-se o protocolo descrito por HARRISON & VICKERS (1990) e modificado por
ZUCCARI (1998), utilizando a seguinte solucao:-
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01 mL de citrato de sédio.

10 pL de solugao formol-salina.

20 pL de carboxifluoresceina (C.F.)
10 pL de iodeto de propidio (1.D.)

Adicionou-se 10 pL de sémen a 40 pL da solugao acima e entdo examinou-se
em microscopia de epifluorescéncia. A interpretacéo da leitura obedeceu o seguinte
critério:-

integros:- espermatozéide com a membrana plasmatica integra,
células coradas pela carboxifluoresceina (CF), apresentando-se verde
em toda a sua extenséao.

Lesado:- espermatozoide com membrana plasmética e acrossomal
lesada, células coradas pelo iodeto de propidio (ID), apresentando-se
vermelha.

Semi-lesado:- espermatozéide com membrana acrossomal lesada e

plasmética integra apresentando alternancia entre as cores verde e

vermelha.

Figura 2A — Fotomicrografia de células espermaticas apds preparo para exame de fluorescéncia.
Espermatozoides integros verdes em toda a sua extensao, lesados corados de
vermelho, semilesados corados de verde e vermelho.
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3.6- ANALISE ESTATISTICA:-

Delineamento inteiramente casualizado com 08 (oito) repeticdes. Esquema
fatorial 2 x 4 (dois tratamentos e quatro garanhdes). Andlise de variancia usando o
PROC GLM do SAS®? com posterior desdobramento da interacdo para estudar o
efeito dos tratamentos em cada um dos garanhdes. Utilizou-se o Teste de Tukey (a =
5%) para comparar as medias dos garanhdes.

Antes de usar a ANOVA, utlizou-se o SAS/LAB para verificar as
pressuposi¢cdes do modelo. As sugestdes de transformacdo de variaveis e eliminagéo
de observacdes influentes foram sempre acatadas.

As variaveis estudadas foram:- Motilidade Total, Motilidade Total TTR,
Motilidade Progressiva, Motilidade Progressiva TTR, Linearidade, Linearidade TTR,
Velocidade Progressiva (VSL), Velocidade Progressiva TTR (VSL TTR), Velocidade
Curvilinear (VCL), Velocidade Curvilinear TTR (VCL TTR), Velocidade de Trajeto (VAP),
Velocidade de Trajeto TTR (VAP TTR), Total de Espermatozéides no Ejaculado e
Integridade da Membrana Plasmética.

O nivel de significancia adotado foi de p<0,05 (STEEL e TORRIE, 1980;
SAS/STAT User’s Guide, 1990).

3 SAS|Ingtitue Inc., North Carolina, USA, 1990.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAOQO:-

A média e erro padrdo da média (EPM) para a variavel Motilidade Total foi
significativamente maior (p<0,05) no grupo tratado (T1) quando comparado com o
grupo controle (TO) e esta diferenca significativa se manteve quando os dois grupos
foram submetidos ao Teste de Termo Resisténcia (TTR) (T1 w >TO ) — Tabela 1 e
Figura 1. Quando comparamos os resultados da média e EPM da variavel Motilidade
Total entre os garanhdes, podemos observar que para o garanhdo A (GA) e para o
garanhao B (GB) n&o houve diferenca significativa (p>0,05) entre o grupo controle (TO)
e tratado (T1), porém quando submetemos as amostras ao TTR, podemos observar
que no grupo tratado (T1y) houve um aumento significativo (p<0,05) na média e EPM
em relacdo ao grupo controle (TOy) — Tabela 2 e Figura 2. Para o garanhdo C (GC) e
para o garanhdo D (GD) a média e erro padrdo da média da variavel Motilidade Total foi
significativamente maior (p<0,05) no grupo tratado (T1) que no grupo controle (TO) e
gue este aumento continuou a ser significativamente maior (p<0,05) apés a realizagcédo
do TTR para o grupo tratado (Tly) quando comparado com o grupo controle (TOy) —
Tabela 2 e Figura 2.

Para a variavel Motilidade Progressiva, a média e erro padrdo da média
(EPM) foi significativamente maior (p<0,05) para o grupo controle (TO) quando
comparado com o grupo tratado (T1) porém néo diferiu significativamente (p>0,05)
entre 0s grupos apés o TTR, embora tenha sido maior no grupo tratado (T1ly) que
controle (TO ) — Tabela 1 e Figura 1. Nao foi observada diferenca estatisticamente
significativa (p>0,05) para a média e erros padrdo da média para a variavel Motilidade
Progressiva entre os garanhdes A (GA), B (GB) e D (GD) no grupo controle (TO) e
tratado (T1), porém a média e o erro padrdo da média do garanhdo C (GC) foi
significativamente menor para a variavel Motilidade Progressiva (p<0,05) para o grupo
tratado (T1) quando comparado com o grupo controle (TO) — Tabela 3 e Figura 3. Ap6s
a realizacdo do TTR, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) para a média e erros
padrdo da média da variavel Motilidade Progressiva entre os garanhdes “A”, “B”, “C" e
“D” no grupo controle (TOy) e no grupo tratado (T1y) — Tabela 3 e Figura 3.
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Quando comparada a média e EPM da variavel Linearidade, observou-se que
a mesma foi significativamente maior (p<0,05) para o grupo controle (TO) quando
comparado com o grupo tratado (T1), porém a média e EPM do grupo controle (TOg)
ndo diferiu significativamente (p>0,05) do tratado (T1 ) apés o TTR — Tabela 1 e Figura
1. A média e erros padrdo da média da variavel Linearidade foi significativamente
menor (p<0,05) para os garanhdes A (GA), B (GB), C (GC) e D (GD) no grupo tratado
(T1) quando comparados com o grupo controle (TO). Apés a realizacdo do TTR, o0s
garanhdes A, B e D nao diferiram significativamente (p>0,05) quanto as suas médias e
erros padrdo da média entre o grupo tratado (T1lg) € 0 grupo controle (TOg). Porém
houve uma diferenca significativamente maior (p<0,05) para o garanhdo C (GC) no
grupo tratado (T1ly) quando comparado com o grupo controle (TOy) — Tabela 4 e Figura
4.,

Os resultados acima descritos corroboram, em parte, com os observados por
COSTA et al. (1994) em que se demonstrou que a administracéo oral de L-carnitina foi
capaz de aumentar a motilidade espermética de maneira qualitativa e quantitativa.
GANDINI et al. (2002) também observaram melhoria significativa na motilidade total e
na motilidade progressiva, sendo que nesta ultima variavel o grau de significancia ndo
foi muito elevado (p=0,05), sendo mais significativo em pacientes com baixo niumero de
espermatozoides por ejaculado. Segundo MAZZILI et al. (1999) a administracao oral de
L-carnitina pode, em casos de hipomotilidade espermatica por deficiéncia da mesma,
promover a normalizacdo da motilidade desde que os niveis de testosterona estejam

dentro dos parametros considerados normais.
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Tabela 1. Médias e erros padrdo da média das variaveis Motilidade Total (MT-%), Motilidade
Progressiva (MP-%) e Linearidade (LIN-%) para os grupos controle (TO) e tratado (T1)
imediatamente apds a descongelacdo e controle (TOy) e tratado (T1y,) apds a realizacao do

Teste de Termo Resisténcia (TTR).

Tratamento MT MP LIN
TO 52,38+2,28 2 29,22+1,49° 54,28+0,582
T1 63,25+1,86°" 25,09+1,52° 49,13+0,61°
TOu 23,02+0,70° 10,34+1.67°¢ 54,22+1,032
Tl 32,58+0,48 ¢ 13,34+2,19° 54,71+0,852

Percentual (%)

Figura 1.

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05)
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Tttr

Representacdo gréfica da média + EPM das varidveis Motilidade Total, Motilidade
Progressiva e Linearidade comparados entre o grupo controle (TO) e tratado (T1) antes e

apos a realizacdo do TTR.
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Tabela 2. Médias e erros padrdo da média da variavel Motilidade Total (MT-%) para os garanhdes “A”
(GA), “B” (GB), “C” (GC) e “D” (GD) no grupo controle (TO) e tratado (T1) imediatamente apds
a descongelacdo e controle (TOy) e tratado (Tly) apos a realizacdo do Teste de Termo

Resisténcia (TTR).

Tratamento GA GB GC GD
T0 44,75+4,73 % 59,71+4,05% 45,75+2,962 60,25+3,53 2
T1 51,12+0,99 2 64,50+3,14 2 61,50+1,64° 75,87+1,76 °
TOyr 11,48+0,62° 39,39+1,10° 10,32+0,63° 39,88+0,20 ¢
Tly 24,92+0,28° 46,16+0,14° 15,55+0,94 ¢ 50,45+0,17 ¢

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05)
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Figura 2. Representacdo grafica da média + EPM da variavel Motilidade Total para os diferentes

TO
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TOttr

Tratamentos

garanhdes nas diferentes etapas do tratamento.
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Tabela 3. Médias e erros padrao da média da variavel Motilidade Progressiva (MP-%) para os garanhdes
“A” (GA), “B” (GB), “C” (GC) e “D” (GD) no grupo controle (TO) e tratado (T1) imediatamente
apos a descongelacéo e controle (TOy) e tratado (T1y,) apos a realizacéo do Teste de Termo
Resisténcia (TTR).

Tratamento GA GB GC GD
TO 22,37+3,17 ° 33,87+3,11° 29,12+1,78°2 31,50+2,41 2
T1 17,000,752 28,75+1,06 2 19,12+2,34° 35,50+1,47 2
TOu 3,00+0,96 " 19,25+3,40° 2,12+1,01°¢ 17,00+0,87 °
Tl 3,63+0,98°" 24,12+4,52° 3,37+1,18° 22,25+2,51°

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05)
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TO T1 TOttr Tittr
Tratamentos

Figura 3. Representagéo gréafica da média + EPM para a variavel Motilidade Progressiva para os

diferentes garanhdes nas diferentes etapas do tratamento.
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Tabela 4. Médias e erros padrdo da variavel Linearidade (LIN-%) para os garanhdes “A” (GA), “B” (GB),
“C" (GC) e “D" (GD) no grupo controle (TO) e tratado (T1) imediatamente apds a
descongelacdo e controle (TOy) e tratado (Tly) apds a realizagdo do Teste de Termo
Resisténcia (TTR).

Tratamento GA GB GC GD
TO 51,50+0,63 2 55,00+1,02% 57,62+0,86 2 53,00+0,91 2
T1 44,87+0,58" 52,00+1,05 ° 50,86+0,70° 49,00+0,53°
TOxs 48,62+1,28°¢ 56,50+0,87 ¢ 55,43+2,86 ¢ 56,50+1,68 ©
Tl 50,50+1,12°¢ 54,50+1,02°¢ 59,87+1,61¢ 53,86+0,96 ©

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05)
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Figura 4. Representagéo gréafica da média + EPM da variavel Linearidade para os diferentes garanhdes
nas diferentes etapas do tratamento.
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Segundo VAAGENES et al. (1998), BIEBER (1988) e COSTA et al. (1994) a
L-carnitina parece possuir um importante papel no metabolismo de &cidos graxos na
célula espermética, disponibilizando-os para o processo de 3-oxidacdo e consequente
producédo de energia. Na figura 5 podemos observar um paralelismo na variagao do
percentual de espermatozéides com Motilidade Total entre o grupo controle (TO) e
tratado (T1) imediatamente apds o processo de descongelamento e a realizagcdo do
teste de termo-resisténcia (TTR), sendo este percentual sempre superior no grupo
tratado.

A queda no percentual de espermatozdides com Motilidade Progressiva foi
muito mais acentuada no grupo controle (TO) quando comparada com 0 grupo tratado
(T1) — Figura 6 — passando a ser superior no grupo tratado (T1) apos a realizacdo do
TTR. Embora tenha havido valores muito semelhante apos a realizacdo do TTR para a
variavel Linearidade entre o grupo tratado (T1) e controle (TO) — figura 7, houve uma
melhoria na qualidade do movimento espermatico para o grupo tratado apés o TTR em
comparacdo aqueles obtidos imediatamente apdés a descongelacdo, confirmado a
observacao de COSTA et al. (1994).

Uma maior disponibilidade energética, bem como uma maior estabilizacdo da
membrana espermatica (SNYDER et al., 1990) e propriedades anti-oxidantes pela acéo
da L-carnitina (NEUMAN et al., 2002) poderiam levar a um processo de selecéo
espermatica que proporcionou as variaveis Motilidade Total, Motilidade Progressiva e
Linearidade resultados superiores para o grupo tratado (Tly) quando comparado ao
grupo controle (TO ) apds a realizacdo do TTR, teste este considerado importante para
avaliar a longevidade do espermatozoide, submetendo-o a condi¢cdes semelhantes ao
trato genital feminino (DIMITROPOULUS, 1967). Destaque importante deve ser dado a
varidvel Motilidade Progressiva, embora a diferenca entre o grupo tratado (T1ly) €
controle (TOy) ndo tenha sido significativa apds o TTR, houve uma inversao dos valores
entre o grupo controle (10,34 + 1,67 %) e tratado (13,34 = 2,19 %), passando este

altimo a ser superior.
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Figura 5. Variacdo dos valores da variavel Motilidade Total (%) para o grupo controle (TO) e tratado
(T1) imediatamente a descongelagédo (MT poOs-descongelacdo) e apés o Teste de Termo-
Resisténcia (MT pos-TTR).
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Figura 6. Variacéo dos valores da varidvel Motilidade Progressiva (%) para o grupo controle (T0) e
tratado (T1) imediatamente a descongelacdo (MP pds-descongelagéo) e apds o Teste de
Termo-Resisténcia (MP p6s-TTR).
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Figura 7. Variacao dos valores da variavel Linearidade (%) para o grupo controle (TO) e tratado
(T1) imediatamente apds a descongelagéo (Linearidade pds-descongelagdo) e apos o
Teste de Termo-Resisténcia (Linearidade pds-TTR).

A Velocidade de Trajeto (VAP) obteve uma média e EPM significativamente
maior (p<0,05) para o grupo controle (TO) quando comparado com o grupo tratado (T1)
e esta diferenca significativa se manteve apds a realizacdo do TTR (TO ¢ >T1 ) —
Tabela 5 e Figura 8. Para esta mesma variavel , as médias e EPM foram
significativamente maiores (p<0,05) para os garanhdes A, B e C no grupo controle (TO)
guando comparado com o grupo tratado (T1), porém néo diferiu significativamente para
o0 garanhdo D no grupo controle (TO) e tratado (T1) — Tabela 6 e Figura 9. Apds a
realizacdo do TTR, as médias e EPM desta variavel ndo diferiram significativamente
(p>0,05) para os garanhdes A e D entre o grupo controle (TOy) e tratado (T1ly), porém
foram significativamente maiores (p<0,05) para os garanhdes B e C do grupo controle
(TOw) em relacdo grupo tratado (T1y) — Tabela 6 e Figura 9.

Quando comparada a média e EPM da variavel Velocidade Progressiva (VSL)
verificou-se que esta foi significativamente maior (p<0,05) para o grupo controle (TO)

em relagdo ao grupo tratado (T1) e que esta diferenca se manteve apoés a realizagcdo do
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TTR (TO « >T1 ) — Tabela 5 e Figura 8. As médias e EPM para a variavel Velocidade
Progressiva (VSL) foram significativamente superiores (p<0,05) para os garanhdes A,
B, C e D no grupo controle (TO) quando comparados com os garanhdes A, B, Ce D no
grupo tratado (T1). Apos a realizacdo do TTR, a média e EPM da variavel VSL foi
significativamente superior (p<0,05) para o garanhdo A no grupo controle (TOy) em
relacdo ao grupo tratado (Tly), porém ndo diferiram significativamente para os
garanhdes B, C e D no grupo controle (TOy) e tratado (T1y) — Tabela 7 e Figura 10.

As média e EPM da variavel Velocidade Curvilinear (VCL) foi
significativamente superior (p<0,05) para o grupo controle (TO) quando comparadas
com o grupo tratado (T1), porém nao diferiu significativamente (p>0,05) entre o grupo
controle (TO ) e tratado (T1 ) ap6s o TTR — Tabela 5 e Figura 8. As médias e EPM
para a variavel Velocidade Curvilinear ndo diferiram significativamente (p>0,05) para os
garanhdes A e D no grupo controle (TO) e tratado (T1), porém foram significativamente
superiores (p<0,05) para os garanhdes B e C no grupo controle (TO) quando comparado
com o grupo tratado (T1). Apés a realizacdo do TTR, as médias e EPM néo diferiram
significativamente (p>0,05) para os garanhdes no grupo controle (TO ) e tratado (T1 )
— Tabela 8 e Figura 11.
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Tabela 5. Médias e erros padrdo da média das variaveis Velocidade de Trajeto (VAP-um/seg),
Velocidade Progressiva (VSL--um/seg) e Velocidade Curvilinear (VCL--um/seg) para o0s
grupos controle (TO) e tratado (T1) imediatamente apds a descongelacao e controle (TOy) €
tratado (T1y) apds a realizacéo do Teste de Termo Resisténcia (TTR).

Tratamento VAP VSL VCL
TO 88,78+1,97 2 75,93+1,67°2 148,01+3,14°
T1 76,03+1,16° 62,17+0,88" 131,88+2,26 °
TOxs 70,76+2,18°¢ 59,83+1,57°¢ 111,96+3,29 ©
Tl 64,74+2,00¢ 56,17+1,68¢ 108,88+3,47°¢

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05)
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Figura 8. Representacdo gréfica das médias + EPM das variaveis Velocidade de Trajeto (VAP),
Velocidade Progressiva (VSL) e Velocidade Curvilinear (VCL) comparados entre o grupo
controle (TO) e tratado (T1) antes e apoés a realizacdo do TTR.
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Tabela 6. Médias e erros padrdao da média da variavel Velocidade de Trajeto (VAP-um/seg) para os
garanhdes “A” (GA), “B” (GB), “C” (GC) e “D” (GD) no grupo controle (TO) e tratado (T1)
imediatamente apés a descongelagéo e controle (TOy) e tratado (T1y,) apds a realizacao do
Teste de Termo Resisténcia (TTR).

Tratamento GA GB GC GD
TO 82,01+4,82 2 95,80+1,80° 92,76+2,37% 85,44+4,06 2
T1 72,80+0,44° 79,14+2,01 ° 72,54+3,52° 79,64+0,80 &P
TOxs 62,25+2,92°¢ 83,29+3,57°¢ 65,82+4,96 ¢ 71,62+1,53°"
Tl 54,66+1,63° 74,83+3,04 ¢ 57,64+3,60¢ 71,81+1,58 °

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05)
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Figura 9. Representagdo da média + EPM da varidvel Velocidade de Trajeto para os diferentes
garanhdes nas diferentes etapas do tratamento.
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Tabela 7. Médias e erros padrao da variavel Velocidade Progressiva (VSL-um/seg) para os garanhdes
“A” (GA), “B” (GB), “C” (GC) e “D” (GD) no grupo controle (TO) e tratado (T1) imediatamente
apos a descongelacéo e controle (TOy) e tratado (T1y,) apos a realizacéo do Teste de Termo
Resisténcia (TTR).

Tratamento GA GB GC GD
TO 66,02+1,78 2 82,61+1,58% 82,50+1,61° 70,26+2,63 2
T1 58,69+0,41° 65,37+1,50 °° 59,50+2,29° 65,14+0,69 °°
TOxs 52,79+2,63° 67,37+2,30° 56,24+3,38° 62,91+1,31 ¢
Tl 46,40+0,87 ¢ 65,12+2,61° 51,17+2,80°¢ 62,00+1,09 ©

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05)
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Figura 10. Representacao grafica da média+ EPM da variavel Velocidade Progressiva para os diferentes
garanhdes nas diferentes etapas do tratamento.
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Tabela 8. Médias e erros padréo da variavel Velocidade Curvilinear (VCL-um/seg) para os garanhdes “A”
(GA), “B” (GB), “C" (GC) e “D” (GD) no grupo controle (TO) e tratado (T1) imediatamente apds
a descongelacao e controle (TOy) e tratado (T1ly) apds a realizagdo do Teste de Termo
Resisténcia (TTR).

Tratamento GA GB GC GD
TO 139,65+5,94 2 166,11+4,642 144,07+3,60° 142,20+6,36 2
T1 135,40+0,94 2 132,47+5,27° 123,07+6,54° 136,59+1,70 2
TOx 112,05+5,14°¢ 118,86+5,12 ¢ 104,86+10,74 ¢ 112,06+3,53°
Tly 101,67+4,19°¢ 125,06+5,73° 90,39+6,84 ¢ 118,41+3,09 °

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05)
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Figura 11. Representagéo gréafica da média £ EPM da variavel Velocidade Curvilinear para os diferentes
garanhdes nas diferentes etapas do tratamento.
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Os valores menores de velocidades espermatica encontrados no grupo
tratado (T1) quando comparados ao grupo controle (TO) podem, em parte, ser
justificado pelo uso de diluidores que utilizam em sua composi¢ao gema de ovo, COmo 0
proposto por MARTIN et al. (1979), uma vez que alguma deficiéncia no processo de
homogeneizagcdo do mesmo poderia ndo ser capaz de romper os glébulos de gorduras
presentes na gema de ovo. A presenca destes glébulos dificulta a locomoc¢ao dos
espermatozéides no meio, fato este bastante evidenciado durante a andlise das
amostras.

Uma vez que a L-carnitina disponibiliza para a célula espermatica uma maior
reserva energética (VAAGENES et al.,, 1998; COSTA et al., 1994; ZEYNER &
HARMEYER, 1999; LENZI et al., 1992) esta poderia ser de extrema importancia para a
longevidade do espermatozéide. Em situacfes onde a ovulagdo ocorre em um tempo
muito distante do processo de inseminacdo ou cobertura, as células com maiores
reservas de acidos graxos passariam a utilizar a 3-oxidacdo dos mesmos como fonte
energética, uma vez que a glicélise (primeira fonte energética a ser utilizada) cessa
rapidamente. Sob estas circunstancias, estes espermatozoéides estariam aptos ao
processo de fertilizacdo por um maior periodo de tempo.

Analisando os resultados obtidos para as variaveis Velocidade de Trajeto
(VAP), Velocidade Progressiva (VSL) e Velocidade Curvilinear (VCL) podemos observar
gue houve uma queda muito mais acentuado na velocidade esperméatica do grupo
controle (TO) quando comparado com o grupo tratado (T1) nas analises realizadas
imediatamente apos a descongelacao e apds a realizacao do teste de termo-resisténcia
(Figuras 12, 13 e 14), andlises estas realizadas sessenta (60) minutos apds 0 processo
de descongelacédo. Observando as figuras acima citadas, podemos supor que caso
estas analises tivessem sido realizadas apds um periodo de tempo maior,
provavelmente as velocidades do grupo tratado (T1) passariam a ser superiores ao

grupo controle (TO).
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Figura 12. Variacdo dos valores da variavel Velocidade de Trajeto (VAP - um/seg) para 0 grupo
tratado (T1l) e controle (TO) imediatamente apdés a descongelacdo (VAP pOs-
descongelagdo) comparado com os valores apds a realizacdo do Teste de Termo-

Resisténcia (VAP po6s-TTR).

VSL poés-descongelacdo VSL p6s-TTR

Figura 13. Variagcdo dos valores da variavel Velocidade Progressiva (VSL - um/seg) para o grupo
tratado (T1l) e controle (TO) imediatamente apds a descongelacdo (VSL pOs-
descongelacdo) comparado com os valores apés a realizacdo do Teste de Termo-

Resisténcia (VSL p6s-TTR).
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Figura 14. Variacdo dos valores da variavel Velocidade Curvilinear (VCL - pum/seg) para 0 grupo
tratado (T1l) e controle (TO) imediatamente apdés a descongelacdo (VCL pos-
descongelacdo) comparado com o0s valores apOs a realizagdo do Teste de Termo-
Resisténcia (VCL p6s-TTR)

A média e EPM da varidvel Integridade da Membrana Espermatica foram
significativamente superiores (p<0,001) para o grupo tratado (T1) quando comparada
com o grupo controle (TO) — Tabela 9 e Figura 15. As médias e EPM desta variavel para
os garanhbes A (GA), B (GB), C (GC) e D (GD) foram significativamente superiores
(p<0,05) para o grupo tratado (T1l) quando comparado com o grupo controle (TO) —
Tabela 10 e Figura 16.
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Tabela 9. Médias e erros padrdo da média da varidvel Integridade da Membrana Espermatica (IM-%)
para os grupos controle (TO) e tratado (T1), imediatamente apds a descongelacgéo.

Tratamento Porcentagem delntegros
T0 38,19+1,36 °
T1 51,97+6,84 "

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,001)
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Figura 15. Representagéo gréafica da média £ EPM da variavel Integridade da Membrana Espermatica
comparados entre o grupo controle (TO) e tratado (T1).



59
Resul t ados e D scussao

Tabela 10. Médias e erros padrdo da variavel Integridade da Membrana Espermética (IME-% de
integros) para os garanhdes “A” (GA), “B” (GB), “C” (GC) e “D” (GD) no grupo controle (TO) e
tratado (T1) imediatamente apds a descongelacgéo.

Tratamento GA GB GC GD
TO 38,37+0,68 2 36,62+1,33% 44,50+3,042 33,25+3,46 2
T1 48,12+1,82° 56,50+1,82° 51,62+2,93° 51,62+2,37 °

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05)
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Figura 16. Representagédo grafica das médias + EPM da variavel Integridade da Membrana Espermética
para os diferentes garanhdes nas diferentes etapas do tratamento.
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Véarios sdo os processos fisico-quimicos que podem afetar a qualidade
estrutural da membrana espermatica, dentre 0s quais podemos destacar a
recristalizacdo da agua no momento da descongelagcéo e os processos oxidativos que
sofrem as células durante a criopreservagdo. Apdés a administracdo oral de L-carnitina
em pacientes humanos por BACH et al. (1983), observou-se um aumento na
concentracdo sorologica da mesma. Aumento semelhante pode ter ocorrido apés a
administracao oral de L-carnitina para os garanhdes utilizados neste experimento e,
através de um de transporte ativo andrégeno-dependente, elevado sua concentragdo no
plasma seminal. Os resultados obtidos neste experimento ddo suporte a esta
suposicao.

A melhoria observada na integridade da membrana espermatica do grupo
tratado em relagdo ao grupo controle corrobora as observacdes feitas por NEUMAN et
al. (2002) e SNYDER et al. (1990) que destacam as propriedades antioxidantes da L-
carnitina, caracterizando protecdo as membranas esperméaticas contra espécies
reativas ao oxigénio (ROS) bem como sua capacidade de estabilizar as membranas
espermaticas submetidas a condic¢des fisicas adversas (criopreservacao). RUIZ-PESINI
et al. (2001) observaram correlagao significativa entre a secrecéo de L-carnitina no
plasma seminal e a qualidade espermatica.

A L-carnitina atua disponibilizando acidos graxos (lipidios) para a matriz
mitocondrial e desta maneira reduz a disponibilidade destes lipidios para os processos
de peroxidagdo (NEUMAN et al., 2002). A conjuncédo destas duas propriedades estaria,
desta maneira, aumentando a disponibilidade energética para a célula espermética e
diminuindo a quantidade de substancias pro-oxidantes, substancias estas que
aumentam de maneira significativa em processos como o de criopreservagao.

Provavelmente os espermatozéides como membranas plasmaticas e
acrossomal lesada ou semilesada n&do apresentam capacidade de fertilizag&o.

Houve também um aumento significativo (p<0,001) na média e EPM da
variavel Total de Espermatozoides no Ejaculado para o grupo tratado (T1) em relagéo
ao grupo controle (TO) — Tabela 11 e Figura 17. A variavel Total de Espermatozoéides
por Ejaculado obteve médias e EPM significativamente superiores (p<0,001) para os
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garanhdes A (GA), B (GB), C (GC) e D (GD) no grupo tratado (T1) quando comparados
com os garanhdes A, B, C e D no grupo controle (TO) — Tabela 12 e Figura 18.
Tabela 11. Médias e erros padrdo da média da variavel Total de Espermatozéides no Ejaculado (TSptz-

xlOg) para os grupos controle (TO) e tratado (T1) apds duas coletas semanais por um
periodo de 04 semanas.

Tratamento Total de Espermatozdéides no Ejaculado
T0 6,84+0,39 ¢
T1 12,130,29 °

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,001)
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Figura 17. Representagéo grafica da média + EPM da variavel Total de Espermatozéides no Ejaculado
comparado entre o grupo controle (TO) e tratado (T1).
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Tabela 12. Médias e erros padréo da variavel Total de Espermatozdides no Ejaculado (TSptz-xlOg) para
os garanhdes “A” (GA), “B” (GB), “C” (GC) e “D” (GD) no grupo controle (TO) e tratado (T1).

Tratamento GA GB GC GD
TO 7,16+0,82 2 5,92+0,70% 7,14+0,51% 7,15+1,08 @
T1 11,89+0,55° 11,69+0,40° 13,13+0,59° 11,79+0,69 °

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,001)
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Figura 18. Representagéo grafica da média + EPM da variavel Total de Espermatozdides no Ejaculado
para os diferentes garanhdes nas diferentes etapas do tratamento.
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O aumento significativo no nimero total de espermatozdides por ejaculado
parece estar também correlacionado a disponibilizagcdo de maior fonte energética para
0S processos celulares, dentre os quais podemos destacar os de divisdo celular.
Conforme observacgao realizada por DI LISA et al. (1995) a agdo da L-carnitina na
sintese e transporte de ATP para fora da mitocdndria ajudaria no suprimento energético
em processos de grande consumo de energia, como a espermatogénese.

ROSAS FILHO et al. (2001) estudaram os efeitos da suplementacédo oral de
L-carnitina em garanhdes Puro Sangue Arabe e ndo observaram diferencas
significativas para os parametros estudados. A metodologia e a dose utilizada de L-
carnitina (10 gramas/dia) pelos autores acima poderia justificar as diferencas
encontradas apos a suplementagdo com 15 gramas de L-carnitina por dia.
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5. CONCLUSAO:-

Os resultados do presente trabalho, sob as condigcbes em que foi realizado,

permitem as seguintes conclusdes:-

O uso da L-carnitina provou ser eficaz principalmente para as variaveis Total
de Espermatozdéides no Ejaculado, Motilidade Total e Integridade da Membrana

Espermatica em sémen criopreservado.

Houve uma queda na qualidade espermatica muito mais acentuada no grupo
controle quando comparado com o grupo tratado apds a realizacdo do Teste de

Termo-Resisténcia.

Houve uma variagdo na resposta individual de cada garanhdo em fungcdo do

tratamento adotado.

Novos estudos deverédo ser realizados utilizando-se diferentes tipos de diluidores

para se avaliar o motivo da queda nas velocidades espermaticas.

A administracdo oral de L-carnitina para garanh0es pode se tornar uma
importante ferramenta terapéutica para a melhoria dos parametros espermaticos

desta espécie.

A acdo da L-carnitina sobre os parametros esperméticos do garanhdo parece
estar intrinsecamente relacionada aos processos metabodlicos envolvidos desde o
processo de espermatogénese até a uma melhoria na qualidade final do
espermatozéide.
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FORMULAS

DILUIDOR DE KENNEY (KENNEY et al., 1975)

Para 100 ml:-

Glicose

Leite Desnatado
Bicarbonato de Sédio
Agua Bidestilada, (q.s.p.)

4,99
2,49
0,159
100 mi

DILUIDOR EDTA-LACTOSE-GEMA DE OVO (MARTIN et al., 1979)

Lactose 11% 50,0 ml
Diluidor EDTA* 24,0 ml
Gema de Ovo 20 ml
Penicilina G 100.000 Ul (0,079)
Orvus est Paste (Equex STM) 0,8 mi
Glicerol 5,0 ml
Agua Bidestilada (q.s.p.) 100 ml

* Diluidor EDTA

Glicose Monohidratada 6,09
Citrato de Sdodio 0,375¢g
EDTA (etileno diamino tetracetato dissédico) 0,370g
Bicarbonato de Sdodio 0,120g
Agua Bidestilada (qg.s.p.) 100,0 ml
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