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“A persisténcia realiza o impossivel.”

“O sucesso nasce do querer, da determinacao e da persisténcia.”



RESUMO

O desempenho de garanhdes no processamento de sémen fora da estagéo
reprodutiva é essencial para a otimizagado do periodo disponivel dentro da gestédo de
uma central reprodutiva. O estudo descreveu o comportamento de garanhdes durante
a coleta de sémen pré e pos-suplementagdo com compostos naturais e antioxidantes.
Foram utilizados quatro garanhdes adultos da raga Quarto de Milha, com pesos entre
416 a 505 kg com maturidade sexual (6 a 24 anos), durante a rotina de coleta de
sémen em central de reproducgao equina privada, localizada na cidade de Araraquara,
SP. O periodo pré e poés-suplementacao consistiram em oito coletas de sémen
sucessivas, com intervalo de 48 horas. Entre o periodo inicial e final de suplementagao
(75 dias), os animais receberam 6 kg/dia de ragdo comercial peletizada, com
suplementagao (45 g do produto/dia) a base de L-carnitina (334g/kg), beta caroteno
(44,5 g/kg), acido félico (1200 mg/kg), vitamina C (22,3 g/kg) e vitamina E (27800
Ul/kg), agua ad libitum e sal mineral a vontade. O repert6rio comportamental (intervalo
e numero) foi registrado por meio de avaliacao dos videos gravados durante a coleta,
considerando variaveis desde o manejo da higienizagdo, monta, coleta de sémen e
término do procedimento. O modelo “quase experimento” foi utilizado no delineamento
e foram realizadas comparacgdes entre os parametros do repertério comportamental
pré e pos-suplementacdo. Os dados do repertério comportamental foram avaliados
por meio da comparagao entre os tratamentos nos diferentes momentos e as médias
das variaveis foram submetidas ao teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, ao nivel de
5% (P<0,05) de probabilidade. As repostas comportamentais foram individuais para
cada garanh&o e revelaram mudangas no periodo pos-suplementagdo durante o
processo de coleta de sémen, as quais estao diretamente relacionadas a performance
reprodutiva e foram influenciadas pelo condicionamento dos animais conjuntamente a

suplementacao.

Palavras-chave: Equino. Etologia. Nutracéutico. Performance. Reprodugéao



ABSTRACT

The stallion performance and semen processing out of the breeding season period
is essential for optimizing reproductive service and management. The study
described the reproductive behavior of stallions during semen collection pre and
post-supplementation with natural compounds and antioxidants. Four adult Quarter
Horse stallions weighing between 416 and 505 kg and active sexual maturity (6 to
24 years) were used during the routine of semen collection in a breeding center.
The experiment performed in a commercial stud farm, located in the city of
Araraquara, SP. The pre and post-supplementation period consisted of eight
successive semen collections, with an interval of 48 hours. Between the initial and
final period (75 days), the animals received 6 kg/day of commercial pelleted feed,
with supplementation (45 g of the product/day) based on L-carnitine (334g/kg), beta
carotene (44, 5 g/kg), folic acid (1200 mg/kg), vitamin C (22.3 g/kg) and vitamin E
(27800 IU/kg), water and mineral salt ad libitum. The behavioral repertoire (interval
and number) was registered by evaluating the videos recorded during the collection,
considering variables since hygiene management, mounting, semen collection and
completion of the procedure. The study used an “Quasi- Experimental Design” and
stallion behavior pre and post supplementation was compared. The behavior
repertoire data was evaluated by comparing treatment in different moments and the
variable means were submitted to non-parametric Kruskal-Wallis test, at the level of
5% (P<0.05) of probability. The individual responses of each stallion revealed
changes in the post-supplementation period considering the behavior repertory
during semen collection, which are related to reproductive performance and they
could be influenced by conditioning and supplementation.

Keywords: Equine. Ethology. Nutraceutical. Performance. Reproduction.



DIVULGAGAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

Para a realizagdo de biotecnologias reprodutivas em equinos, a coleta de sémen é
fundamental e depende do condicionamento dos garanhdes, harmonia com o
ambiente e equipe a qual executa o procedimento. Além disso, o desempenho de
cada animal pode ser melhorado pela suplementagao da dieta, a qual pode contribuir
para o comportamento e, consequentemente, para o procedimento de coleta de
sémen em centrais de reproducdo. No presente estudo foram observados dois
periodos de coleta de sémen em quatro garanhdes dentro de uma Central privada,
visando verificar mudancgas no comportamento destes animais apds a suplementagao
da dieta com e compostos naturais e antioxidantes. As repostas individuais de cada
garanhdo revelaram mudangas positivas no periodo pos-suplementagao
considerando comportamentos especificos (intervalo de tempo para monta, intervalo
de tempo de erecao peniana e intervalo de tempo para contragao glutea, movimento
de cauda e sapateamento) os quais s&o relevantes para a performance reprodutiva.
Apos o periodo de suplementagdo, nota-se regularidade comportamental dos
garanhdes, caracterizado por condicionamento do animal ao ambiente, a equipe e aos
procedimentos, os quais envolveram intervengdo humana e equipamentos (vagina
artificial e manequim para a monta). Portanto, o periodo pds-suplementagao revelou

mudangas favoraveis no comportamento dos garanhdes durante a coleta de sémen.
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1 INTRODUGAO

O comportamento reprodutivo dos equinos representa a interagéo sécio- sexual
influenciada por fatores genéticos, ambientais, nutricionais, hormonais, sensoriais,
frequéncia de acasalamentos, receptividade, acuidade sensorial, idade, experiéncia
prévia do individuo e ordem de dominancia social.

De acordo com Rezende et al. (2006), em relagcdo a ambiéncia, o cavalo
responde a ambientes que s&o estressantes por meio de alteragdes comportamentais,
além disto, a resposta fisioldgica pode aumentar, quando 0 mesmo nao consegue
alterar as circunstancias, passando a expressar um comportamento estereotipado.

Estimulos visuais, tateis e circunstanciais sdo importantes no acasalamento
(BURGER et al., 2015; SOUZA et al., 2011). Tais estimulos e comportamentos sofrem
variagbes de acordo com manejo dos garanhdes, ambiéncia, estagdo do ano e o
fotoperiodo, o qual é fundamental para controle neuroenddécrino na reproducao equina
(SENGER, 1997; SULIMAN et al., 2020). Entretanto, alguns autores consideram os
efeitos do fotoperiodo menos expressivos nos machos quando comparados aos as
fémeas (AURICH, 2011; JOHANNISSON et al., 2020).

Deste modo, garanhdes sao utilizados para coleta de sémen, processamento e
congelagdo durante periodos aleatorios do ano, ndo especificamente dentro da
estacéo reprodutiva, o que proporciona otimizagdo da biotecnologia reprodutiva em
machos nesta espécie. Esta estratégia de atuacéo fora da estagao reprodutiva, ndo
necessariamente afetada pelo fotoperiodo, otimiza a possibilidadde de prestacéo de
servigcos nas centrais de reproducao assistida.

A coleta de sémen, a refrigeragdo e a congelacdo tém sido cada vez mais
utilizadas nas rotinas de reprodugao equina, visando aumentar o rendimento dos
ejaculados, os quais podem ser multiplicados pela técnica e armazenados para
posterior utilizagéo.

O uso deste material armazenado para inseminacgao artificial, e atualmente na
realizacdo da Injecdo Intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI) resulta em
inumeras vantagens para criadores de equinos, quanto a possibilidade de
conservagao e uso do material genético. Deste modo, machos caracterizados por alta
performance reconhecida podem perpetuar sua genética nos plantéis.

Para uso da biotecnologia acima descrita, a coleta de sémen em garanhdes
com uso de vagina artificial e manequim constituem etapas fundamentais para

obtenc¢ao do material bioldgico a ser processado.
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Portanto, o condicionamento desses animais as intervencbes de manejo,
iniciacdo dos mesmos nas coletas e praticas constantes, necessitam de metodologias
eficientes e cautelosas quanto a abordagem dos garanhdes e suas consequéncias em
relagao ao repertério comportamental.

Durante o processamento do sémen, injurias inevitaveis podem comprometer
a qualidade do mesmo, resultando em indices de fertilidade insatisfatorios. No
entanto, ferramentas voltadas a suplementagdo dos meios de conservagao do sémen,
assim como a suplementagao nutricional dos garanhdes tém sido disponibilizadas
pela industria. Neste sentido, o uso de nutracéuticos na dieta otimizam a absorcéo
dos nutrientes, os quais podem influenciar nas respostas comportamentais de
garanhdes (ARRUDA et al., 2010).

Tais repostas necessitam de investigacao, desde a introdugao dos animais nas
rotinas de coleta, quando os mesmos iniciam treinamento e condicionamento ao
manejo, assim como na superagdo de dificuldades quanto a adaptagdo em
determinadas circunstancias.

No entanto, estudos sobre o repertdrio comportamental de garanhdes da raga
Quarto de Milha em coleta de sémen nas condi¢des tropicais do hemisfério Sul fora
da estacao reprodutiva sao necessarios, sendo a literatura escassa, principalmente

envolvendo o uso de compostos naturais e antioxidantes na dieta (FREITAS, 2015).
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2 OBJETIVOS

O estudo observou o repertorio comportamental reprodutivo de garanhdes
durante a coleta de sémen em dois periodos distintos: pré e pds-suplementagdo com
compostos naturais e antioxidantes (L-carnitina, beta caroteno, acido félico, vitamina

C e vitamina E).

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliagdo do comportamento sexual de garanhdes em monta dirigida
durante o periodo que antecede a suplementagéo (pré-suplementacao)
e o periodo posterior a suplementagao (pds-suplementagao).

e Avaliacdo de variaveis comportamentais representadas por “intervalos
de tempo” e, excepcionalmente, “frequéncia de movimentos” realizados
pelos garanhdes pré e pds-suplementagéao.

e Registro das variaveis comportamentais observadas nos momentos de
preparagao dos garanhdes (higienizagdo e condugdo ao manequim) e
eventos pertinentes a coleta de sémen (monta, vagina artificial e

desmonta do manequim).
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 IMPORTANCIA DA EQUIDEOCULTURA NA PRODUCAO ANIMAL

Em 2020, o rebanho brasileiro de equinos foi de, aproximadamente, 5.962.126
cabecas, sendo o estado de Minas Gerais 0 maior produtor, com um rebanho de
828.296 cabecgas, seguido dos estados de Mato Grosso (547.839 cabegas), Rio
Grande do Sul (520.371 cabecas) e Para (458.145 cabecas), de acordo com dados
do IBGE (2022).

A industria de cavalos se tornou extremamente diversificada e integra varias
atividades divididas em: segmento rural (criacdo, treinamento, manutencao, lida e
equitacado) e segmento urbano (esportes, shows e apresentagdes, vendas publicas e
terapia), formando assim o complexo do agronegdécio, um empreendimento
multimilionario (MAPA, 2016; MIRANDA et al., 2020).

A raga Quarto de Milha foi a primeira a ser desenvolvida na Ameérica, a mesma
surgiu nos Estados Unidos entre o século XVII e XVIII, originarios de cavalos trazidos
pelos espanhdis. Estes animais foram cruzados com éguas oriundas da Inglaterra,
produzindo cavalos fortes, compactos musculados, capazes de cobrir curtas
distancias, sendo mais rapidos em relagao as outras racas. Atualmente, a raca € muito
utilizada em esporte e competicdes de diversas modalidades compondo a maior
associacao de criadores de cavalos do mundo, a American Quarter Horse Association
(AQHA) em conjunto com a Associagao Brasileira de Criadores de Cavalo Quarto de
Milha (ABQM) (ABQM, 2016; SENAR, 2015).

Os cavalos desta raca sao adaptaveis a inumeras situacdes, transformando-se
em instrumentos de forca, transporte e de alta performance; caracterizados por
dificuldade de superacdo nas provas equestres, além de melhoradores de plantel
equino. Considerado o cavalo mais versatil do mundo, o Quarto de Milha é utilizado
nas modalidades de conformagéo, trabalho e corrida (ABQM, 2016).

3.2 ASPECTOS FISIOLOGICOS E ENDOCRINOS NO GARANHAO

A espermatogénese é o processo no qual ocorre o surgimento do gameta do
sexo masculino, ocorrendo na regido dos testiculos, especificamente nos tubulos
seminiferos. Tal processo devera transcorrer em harmonia, de acordo com a fungao

desempenhada pelos sistemas situados dentro do organismo, conforme a
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temperatura e a prote¢ao da barreira hemato-testicular; pois este epitélio germinativo
apresenta sensibilidade (SENGER, 1997).

A sensibilidade pode ser afetada por variaveis, as quais resultam em alteragdes
nos orgaos encarregados do processo de reproducdo e, especificamente, da
espermatogénese, com duragdo de cerca de 60 dias em equinos. Caso haja
comprometimento sistémico do animal durante este periodo, havera consequéncias
na producao espermatica oriunda do ciclo afetado. Neste sentido, os 6rgaos do
sistema reprodutivo podem sofrer degeneragcdo e alguns disturbios, sendo
apresentados em diferentes niveis, momentaneos ou duradouros; intervindo na
fertilidade do animal. Da mesma forma, a adogdo de manejo nutricional suplementar
com tal longevidade (periodo de espermatogénese) deve ser considerada, a fim de
suficientemente favorecer ou ndo a performance reprodutiva (ARRUDA et al., 2010).

Para que os garanhdes estejam aptos a apresentar bons resultados durante a
coleta de sémen, deve haver supervisido criteriosa acerca dos estimulos ambientais,
como a exposi¢cdo do reprodutor as éguas na fase de estro. Tal fator pode ser
determinante para a performance reprodutiva e afetar parametros relacionados a
qualidade do sémen (JEANNERAT et al., 2017; LEMASSON et al., 2015).

A funcdo dos 6rgaos reprodutivos € controlada pelo sistema neuroenddcrino,
incluindo grupos especializados de corpos celulares e tecidos enddcrinos que
secretam os mensageiros quimicos e os horménios. O sistema nervoso autbnomo tem
o papel de controle de fungcdo dos orgaos reprodutores, transporte de
espermatozoides, eregcao, emissao e ejaculacdo (SENGER, 1997).

O hipotalamo faz parte do diencéfalo do cérebro. Em estudos com outras
espécies animais, o hipotalamo parece estar envolvido na regulagéo do apetite, sede,
temperatura corpérea, atividade vasomotora, emocgao, uso de reservas de nutrientes
corporais, atividades do trato intestinal e da bexiga, estado de sono, vigilia e atividade
sexual; também estando relacionado ao comportamento e liberacdo de horménios
tropicos, sendo os mesmos essenciais para o controle da funcao reprodutiva. Por sua
vez, a hipdfise esta conectada e se estende para regido ventral ao hipotadlamo e a
adeno-hipodfise, especificamente, sintetiza e libera hormbnios que controlam os
processos reprodutivos, tanto no garanhao, quanto na égua (MCKINNON et al., 2011;
AGARWAL et al., 2014).

O hipotalamo sintetiza e libera horménios como o Horménio Liberador de
Gonadotrofina (GnRH), sendo disponibilizado em rajadas curtas e pulsateis,

resultando em estimulagao pulsatil das células secretoras na adeno-hipdfise. A adeno-
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hipdfise, por sua vez, produz pelo menos seis hormdnios tréficos, mas apenas alguns
tém papel direto na reproducido do macho, como o Horménio Foliculo Estimulante
(FSH) e o Hormoénio Luteinizante (LH); em resposta direta a estimulagao pelo GnRH,
resultando em diferentes padrdes de liberagdo das gonadotrofinas e culminando com
episodios de liberagdo massiva de LH (SENGER, 1997).

Nos testiculos, a testosterona produzida pelas células de Leydig entram no
sangue venoso, atingindo a vascularizagao do testiculo, passando para a circulagéo
geral e, entado, se direcionando para o hipotdlamo e a adeno-hipofise, que por sua vez
modula a descarga de GnRH e, consequentemente, do LH (MCKINNON et al., 2011;
CLAY & CLAY,1992).

Deste modo, se a concentragao de testosterona que atinge o hipotalamo e a
adeno-hipdfise for alta, a descarga de GnRH pelo hipotalamo € suprimida e a resposta
da adeno-hipéfise ao GnRH disponivel também é suprimida (MCKINNON et al., 2011;
KEFER et al., 2009).

As interagbes entre os diferentes horménios envolvidos no controle do eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal no garanhdo podem sofrer altera¢gdes de acordo com
fatores de ordem ambiental, comportamental e nutricional, os quais potencialmente
influenciam na harmonia do controle fisiolégico e enddcrino nos machos equinos
(ROSER, 1995).

A harmonia deste controle € fundamental para o processo de ejaculagao,
constituido por trés fases. Na fase da eregdo, ocorre o processo de alongamento
peniano e enrijecimento, quando o0 membro € preenchido com sangue proveniente do
COrpo cavernoso peniano, sendo preenchido também pelo corpo esponjoso peniano.
A fase da emissdo caracteriza-se por movimentacdo e deslocamento dos
espermatozoides, por meio de fluidos no ducto deferente, na regido da uretra
(MCKINNON et al., 2011).

O resultado final esperado durante o processo de emissao € a ejaculagao, a
qual configura-se como liberagdo do sémen pela regido da uretra, sendo o ato de
erecao do pénis, iniciado por meio dos estimulos sensoriais provenientes da glande
e, também proveniente dos estimulos psiquicos, vindos do cortex cerebral (CLAY &
CLAY, 1992)

O controle parassimpatico ultrapassa a regidao sacral, localizada na coluna
vertebral. Este estimulo vai da medula até os nervos esplénicos, chegando na regido
do pénis, superando o estimulo simpatico e, consequentemente, mantém as arteriolas

penianas contraidas, ocasionando dilatacdo das mesmas. Este mecanismo é
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caracterizado pela entrada do aporte sanguineo no pénis, especificamente na regiao
central do corpo cavernoso e no corpo esponjoso (MCKINNON et al., 2011).

A partir desse momento os musculos extrinsecos da regido peniana s&o
contraidos e comprimidos, por meio das areas dorsais penianas contra o arco
isquiatico, o que impede a volta do sangue dos corpos cavernosos situados no pénis,
formando a erec&o do pénis (MCKINNON et al., 2011).

O débito cardiaco prolonga-se no transcorrer do mecanismo de ejaculagéo,
especificamente no trans e pos periodo ejaculatorio, o que fara com que o pénis
retorne ao seu formato flacido no momento em que as artérias forem contraidas devido
aos impulsos simpaticos. Neste momento final, a pressao diminui por causa do efeito
relaxante ocorrido na regido do musculo isquiocavernoso e bulbo esponjoso
(MCKINNON et al., 2011).

No processo ejaculatério, as contragdes pulsateis dos musculos, ocorridas de
maneira extremamente forte, acarretam uma sequéncia de jatos de plasma seminal,
composto por porgdes distintas, caracterizado por consisténcia gelatinosa e aquosa,
e de aspecto, coloracdo e volume distinto (MCKINNON et al., 2011).

3.3 COMPORTAMENTO SEXUAL NO GARANHAO

Com algumas semanas de vida, os potros apresentam comportamentos
relacionados a monta, mas dificilmente estes sdo caracterizados por movimentos na
regidao da pelve. Em alguns potros com trés meses de vida foi observado tal
comportamento, porém isto ndo representa algo muito significante, ja os animais com
certa maturidade apresentam dominancia quando expostos as fémeas, principalmente
aquelas portadoras das caracteristicas comportamentais do estro (MCGREEVY,
2004; FREITAS, 2005).

O animal s6 apresentara fertilidade eficaz e comprovada pelo menos em dois
anos de vida, fase na qual ocorre a transigao histolégica da pré-puberdade para a fase
pos-puberal, a qual ocorre em média aos 27,8 meses de idade (MCGREEVY, 2004).

Grande parte dos animais em condi¢des livres e selvagens pode abandonar
seu grupo de origem e se unir aos demais potros, 0s quais ja passaram pela fase de
maturidade. Quando houver falta de recursos em determinado lugar, o grupo também
pode vir a se dividir. Em condi¢des selvagens e naturais, os animais jovens poderao

ser obrigados a se retirarem do territério pelo macho dominante, em fungdo de sua
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agressividade durante periodos de reproducdo da espécie (MCGREEVY, 2004;
FREITAS, 2005)

3.3.1 Puberdade e maturidade sexual no garanhao

No testiculo, as espermatogénias, células germinativas, assim como as células
de Leydig fazem parte da espermatogénese e sdo estruturas importantes, embora
pouco ativas no periodo infantil na vida do cavalo, o qual tem uma duracdo média de
seis meses. Esta fase termina com as primeiras mudangas, prolongadas até o inicio
do periodo pré-pubere, e subsequentemente com a puberdade propriamente dita.
Esse periodo podera ser variavel nos garanhdes, considerando as diferengas raciais
e as datas de nascimento (MCKINNON et al., 2011; FREITAS, 2015).

Depois desta fase de puberdade, o animal da continuidade ao seu
desenvolvimento, principalmente a capacidade reprodutiva, aproximadamente entre
dois a quatro anos de idade, quando o garanhdo alcanga a maturagdo sexual
(MCKINNON et al., 2011).

Conforme McDonnell (2000), os garanhdes que ultrapassam os 20 anos de
idade diminuem libido, sendo raros os casos nos quais 0 garanhao exerce suas
funcdes reprodutivas com alta performance, diminuindo a partir dos dez anos.

A posigdo dominante do garanhdo € relacionada aos parametros verificados
por avaliagbes androldgicas e mensuragdes séricas, dentre as quais, a testosterona
pode se encontrar em altas concentracdes de acordo com a idade do animal, habitat
e contato com as fémeas. A produgdo do plasma seminal, oriundo das glandulas
acessorias, pode ser influenciada pela excitacdo e afetar a qualidade do sémen.
Normalmente, o animal maduro e dominante pode apresentar comportamento de
agressividade por estar em atividade sexual, enquanto os demais animais em fase
madura poderao desenvolver comportamento apatico ou até mesmo depressivo,
quando ndo estiverem na mesma posigao do macho dominante (MCKINNON et al.,
2011).

Garanhdes submetidos a doma em condigdes de vida plantel poderao
apresentar elevacao da libido ao observarem outro animal de sua espécie em
reproducdo. Neste sentido, equinos jovens s&o capazes de ter seus indices de
excitagcéo elevados ao verem outros machos maduros durante o ato reprodutivo, os

guais uma vez em grupo, poderao apresentar como principais caracteristicas a forma
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agonistica de agir e as brigas dentro do mesmo habitat (MCDONNELL, 2000;
FREITAS, 2015).

3.3.2 Comportamento na monta natural

As longas relagdes pré e trans-cortejo demonstram ser uma das caracteristicas
do estilo de vida dos equideos ndo domesticados; as fémeas podem ser rejeitadas
pelo macho dominante, conforme o tempo permanecido em seu habitat, ou de acordo
com o seu tempo de vida, idade e condi¢gdes de exposicdo. Os estimulos transmitidos
pelo olfato proporcionam alertas acerca da localizagdo da fémea, com a mesma
fornecendo sinais auditivos e visuais para o macho (MCKINNON et al., 2011).

Os machos em liberdade entram em interacdo com as fémeas em atividade
sexual, por meio de substancias de seus excrementos, durante alguns dias anteriores
ao coito. Quando o macho encontra uma fémea em estro, ele busca a atrair por meio
de seu relinchar a distancia, tocando o solo e demonstrando relaxamento ao se
aproximar da fémea. A égua retorna normalmente o interesse ao macho,
demonstrando comportamento receptivo, o qual deve anteceder o coito. Estudos
indicam que 88% das relagdes sexuais (montas) nas quais a fémea aproximou-se
inicialmente ao macho, o coito configurou-se como eficaz (MCKINNON et al., 2011).

Para Freitas (2005), um importante incentivo na atividade sexual efetivada pelo
garanhao se da quando a égua e o garanhdo se buscam no mesmo movimento, um
direcionando a cabega para o outro, enquanto se aproximam, seguido no movimento
de quadril da fémea em dire¢cado a cabeca do cavalo.

De acordo com McDonnell (1992), algumas éguas permanecem proximas umas
as outras, ou acompanham o macho, sendo que elas também seguem outras fémeas
em fase de estro. Caso a fémea fique proxima ao macho, ela apresenta
comportamento de levantar de cauda, expondo os membros posteriores, e muitas
vezes abrindo os labios vulvares em movimentos frequentes, culminando com o ato
de urinar e exposic¢ao do clitoris.

As éguas que iniciam a fase do estro demonstram-se atentas ao macho, porém
este comportamento muda com a aproximag¢ao do macho, podendo ser caracterizado
por agressividade (FREITAS, 2005). Nos periodos em que fémea ovula, sua
receptividade muitas vezes € demonstrada de forma mais evidente, a fim de que o
macho perceba o interesse. O garanhdo normalmente aproxima-se da égua e realiza

atos de caricias, empurrando seus membros posteriores, garupa e demonstrando de
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tal forma a fase pré- copulatéria. Nesta fase, o garanhao pode cheirar, lamber e dar
algumas mordidas na fémea, comportamento o qual instiga a fémea quando
direcionado a regi&o perineal (MCDONNELL, 2000).

Estes atos pré-copulatérios sdo realizados durante um determinado periodo,
fazendo com que a fémea se posicione de modo que o macho possa monta-la. O
macho, apds monta-la, posiciona-se corretamente, na porgao posterior da égua pelas
cristas iliacas com os membros dianteiros, enquanto sua cabecga se inclina contra o
pescogo da fémea, momento no qual normalmente o garanhdo pode muitas vezes
beliscar ou acessar a crina com os dentes. A monta é realizada apés um ou mais
impulsos de procura, os quais sdo marcados pelo encontro do garanh&o acoplando-
se a egua e firmando seus membros posteriores para garantir que estejam em uma
superficie firme (FREITAS, 2005; MCDONNELL, 2000).

Estima-se que ha mais ou menos sete impulsos da pelve do animal antes que
0 mesmo entre em estado de ejaculagéo, sendo que antes disso, 0 macho movimenta
sua cauda, sinalizando que esta movimentagao € responsavel pela reducido do lumen
uretral, durante a qual, seis a nove jatos ou emissdes de ejaculacdo sédo efetuados.
As movimentagdes sincronizadas dos membros posteriores do animal evidenciam
certa elevagdo na respiragdao, seguida do inclinar da cabega e dos arranhdes
efetuados na crina da fémea. Este tempo em que a ejaculagdo ocorre pode durar
entre 10 a 15 segundos e os machos jovens podem ejacular em menor intervalo de
tempo (MCGREEVY, 2004).

Quando o ato de ejaculacao cessa, o animal estara mais calmo, com sua face
aparentemente relaxada, com suas orelhas inclinadas para baixo, relaxando sob a
fémea, tempo em que o pénis do animal volta ao seu estado normal sem ereg&o. Do
momento em que 0 macho ejacula até sua desmontagem da fémea, passam-se em
média oito segundos. O ato de desmontagem acontece em cerca de 03 a 15
segundos, quando a fémea se afasta do macho (MCGREEVY, 2004).

ApOs a coépula, o animal apresenta certos comportamentos, como cheirar a
vulva da fémea, podendo se observar o fluido da ejaculagao disperso, assim como
secrecbes provenientes da vagina da fémea, evidéncias que apontam o
acontecimento do coito, o qual ocorre normalmente subsequente ao reflexo de
flehmen. As fémeas e os machos se dispersam, em geral, da equipe da qual faziam
parte, durante o periodo de acasalamento. A fase de pré-copula, pode levar dias,

porém a copula podera durar menos de um minuto (MCGREEVY, 2004).
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O periodo de reprodugao equina € correspondente ao fotoperiodo positivo,
durante o qual fémeas sao mais incentivadas a copula, este ocorre durante a
primavera e permanece até o inicio do outono. Este periodo influencia na producéao
de testosterona do macho, qualidade do sémen, desempenho da monta e frequéncia
de introducdo do pénis no genital da fémea. As ere¢des do animal poderédo ser
prolongadas, ainda, quando o dia se demonstrar extenso (MCDONNELL, 2000).

Existem algumas variaveis, vivéncias pré-concebidas e alguns estimulos
capazes de instigar, de forma potencial, o resultado e a qualidade da atividade sexual
de um garanhdo. Alguns garanhdes possuem a capacidade de predile¢ao individual,
como o garanhdo demonstrar interesse por éguas de pequeno porte, e também
garanhdes que preferem determinadas éguas pela tonalidade da pelagem (FREITAS,
2005).

Garanhbes reconhecem e demarcam em média 43% das micgdes e defecgdes
das éguas sexualmente ativas. Ha também o comportamento do macho ao sentir o
cheiro da urina da fémea e, logo em seguida, efetuar o flehmen, reflexo efetuado com
as vias aéreas nasais e deslocamento do pescoc¢o para cima. Para McDonnell &
Haviland (1995), tal comportamento podera trazer vantagens para a passagem dos
fluidos até a regido do érgao vémero-nasal, o que estimula o desempenho do olfato.
Estudos demonstram que a demarcacao fecal e a micgao podem ser importantes aos
aspectos visuais e olfativos para a relacdo de dominancia, a qual se estabelece no

periodo de ciclicidade, ou seja, na estagao reprodutiva (FREITAS, 2015).

3.3.3 Comportamento na coleta de sémen

Os machos, por apresentarem valores financeiros consideraveis e grandes
possibilidades de sofrerem lesbes, tém suas interacbes, com a ordem de seus
condutores de maneira limitada e muitas vezes reduzida, visando eliminar riscos
desnecessarios. Os machos reprodutores, em geral, sdo colocados em areas
exclusivas, isolados fisicamente ou colocados em baias individuais (MCKINNON et
al., 2011; FREITAS, 2015).

De acordo com McDonnell (2000), a condigdo de isolamento, a qual mantém o
macho em maior quietude podera ser anulada quando o macho for alojado em local
no qual estiverem fémeas ou proximo ao piquete de éguas, ndo importando a fase da
estacao reprodutiva, ou o nivel de libido, mesmo as concentracdes séricas de

testosterona.
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Garanhbes, quando mantidos em sistemas de monta dirigida, podem
apresentar maior incidéncia de disfungdes relacionadas com baixa fertilidade e vigor
reprodutivo, considerando aqueles mantidos em sistema de monta a campo
(FREITAS, 2005; MCDONNELL, 2000).

Isso pode ocorrer em funcao da sele¢cao dos animais reprodutores, no sentido
de adotar critérios que talvez ndo favoregcam o alcance do status de um garanh&o
alocado em area com outras fémeas constituindo um verdadeiro harém em ambiente
natural. Além disto, durante a coleta de sémen, garanhdes condicionados a coleta
com vagina artificial podem n&o exibir todas as variaveis, as quais os garanhdes
apresentam comumente em ambiente natural (MCDONNELL & DIEHL, 1990)

O treinamento adequado de garanhbes para a monta em manequim e
ejaculacao em vagina artificial € parte do processo de coleta de sémen, considerando
todos os equipamentos, infraestrutura e profissionais envolvidos. Além disto, requer
paciéncia e toda atencgéo voltada a segurancga, tanto dos tratadores, bem como com
os garanhdes. A preparacao dos animais, a escolha das instalagdes e o fornecimento
de ambiente adequado sdo extremamente importantes para todo o processo
(BRINSKO et al., 2011).

Assim, o estudo do comportamento em coleta, por meio da utilizacdo do
manequim, é importante para tornar o manejo préximo ao natural, tendo vista que o
manejo inadequado da vagina artificial por parte do técnico, bem como a escolha de
locais improprios para a coleta podem provocar acidentes capazes de afetar o
comportamento sexual dos garanhdes e/ou lesdes, limitando assim sua fertilidade
(SOUZA et al., 2011).

De acordo com o repertorio comportamental dos garanhdes condicionados, ao
adentrarem no recinto sdo colocados em contato com as éguas, momento no qual a
exposicao peniana € evidente, observando-se comportamentos tipicos de
aproximagao, com vocalizagao e investigacao olfatoria de fezes, urina e seguidos de
flehmen (MCDONNELL & DIEHL, 1990).

O garanhao deve ser conduzido de forma tranquila até a égua, afim de néo a
assustar e apdés chegar ao seu lado, o tratador deve permitir que o garanhao se
aconchegue, cheire ou lamba a égua a vontade. Alguns garanhdes chegaréo a area
de coleta desenvolvendo erecdo completa. Apds a eregao, é realizada a lavagem
peniana constituida pela glande e pelo corpo peniano. E importante salientar que a

agua deve ser morna, a 37°C, para a retirada de sujidades, sendo a secagem peniana
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a etapa subsequente a qual, por meio de papel toalha, é retirado o excesso de
umidade da regiao (MCKINNON et al., 2011).

Segundo McDonnell (2000), grande parte dos garanhdes apresenta o repertorio
comportamental que compreende os movimentos de contragdo glutea, movimento de
cauda e sapateamento, seguido da ejaculagao entre 10 a 15 segundos, apds o sexto
a oitavo impulso continuo. Também considera que, da mesma forma padronizada,
tanto o ritmo, numero e vigor dos movimentos durante a monta estao intimamente
relacionados ao padrao ejaculatério, envolvendo o numero e a sequéncia ritmica da
contracao uretral.

Najjar et al. (2010) avaliaram garanhdes da raca Arabe para selecdo em
programas de inseminagao artificial com sémen fresco, refrigerado e criopreservado,
considerando o fator maturidade sexual e a idade. Os autores observaram maior valor
médio para o numero de monta (1,6 vs. 1,2), maior intervalo de preparagao para coleta
de sémen (107 vs. 89 segundos) e maior intervalo durante a coleta (136 vs. 117
segundos) (P<0,05) para individuos jovens em relagdo aos maiores de 15 anos. No
entanto, as médias para o intervalo durante a coleta foram abaixo de 200 segundos
em ambas as faixas etarias consideradas, corroborando com o estudo de NOUE et al.
(1999).

Quanto ao repertério comportamental de garanhdes da raga Manga Larga
Marchador, Oliveira (2014) avaliou o comportamento pré-copula em diferentes faixas
etarias. O tempo de reacdo, tempo de laténcia, tempo de monta, duracio total da
coleta de sémen e numero de reflexos de flehmen foram analisados durante duas
coletas, com intervalos de 1 hora. Foram consideradas quatro faixas etarias (2-3 anos,
4-6 anos, 7-14 anos e superiores a 15 anos), no entanto o autor n&do observou

diferencgas nas caracteristicas comportamentais para as diferentes idades.

3.4 MANEJO NUTRICIONAL E SUPLEMENTACAO EM GARANHOES

A performance em garanhdes € importante para o desempenho das fungoes
especificas inerentes a aptiddo em diferentes ragas, assim como para a reprodugéo.
Equideos, envolvendo categorias desde muares, potros até garanhdes, s&o inseridos
em trabalhos e treinamentos de alta intensidade. Esses animais normalmente sao
também submetidos a coleta de sémen ou monta natural, 0 que ocasiona exigéncia
crescente de boas praticas nutricionais, visando atingir performance satisfatéria no
trabalho, esporte e reprodugdo (FRANCESCHINI, 2003).
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Neste sentido, as biotecnologias estdo atreladas diretamente as condi¢bes
nutricionais as quais sdo oferecidas para o plantel. Dentre as biotecnologias, a
preservagao de gametas (espermatozoides) € uma técnica bastante utilizada na
industria equina e de grande impacto para a perpetuagao de caracteristicas genéticas
desejadas em equinos.

A criopreservagao de sémen possibilita a conservagdo do germoplasma por
tempo indeterminado, com possibilidade de armazenamento e uso futuro. Entretanto,
a técnica promove alteragdes na qualidade seminal, como danos na cromatina, nas
membranas e nas proteinas, afetando negativamente a funcionalidade e a
sobrevivéncia dos espermatozoides (BARROS et al., 2016).

A criopreservagdo e a refrigeragdo levam as injurias celulares no
espermatozoide, gameta responsavel pela fertilizagdo e perpetuagdo do material
genético. Tais alteragdes podem ocorrer quando as membranas lipidicas séo
rompidas, trazendo como consequéncia a deficiéncia nas atividades desempenhadas
pela mitocéndria (AGARWAL et al., 2014).

O processo de criopreservagao leva também ao aumento de espécie reativas
ao oxigénio (ROS), o que influencia negativamente na viabilidade espermatica em
varias espécies, assim como nos equinos. Neste sentido, a escassez de antioxidantes
durante o processo de criopreservacao € caracterizada por maior vulnerabilidade
celular e presenca de lesdes celulares peroxidativas, uma vez que O0s
espermatozoides possuem acidos graxos poli-insaturados em abundancia, o que
resulta em apoptose, rapida perda de motilidade e morte celular (BERLINGUER et al.,
2017).

Para a superacéo dessas injurias celulares, estratégias nutricionais vém sendo
utilizadas como alternativas para amenizar as alteragdes inevitaveis no
processamento do sémen, atendendo as demandas das biotécnicas da reproducéo.
Dentre tais estratégias nutricionais, a industria tem disponibilizado os nutracéuticos,
que sao suplementos alimentares os quais visam otimizar o uso de nutrientes por vias
metabdlicas, com o objetivo de promover o desempenho reprodutivo dos animais
(ARRUDA et al., 2010).

Estudos acerca da insercdo de aditivos alimentares, em especial os
nutracéuticos, na rotina dos equinos sdo abordados na literatura ha décadas,
considerando o potencial dos mesmos com relagao a aspectos como, amenizacao do
comprometimento do espermatozoide, desde alteragdes na membrana celular até
anormalidades encontradas no DNA dessas células (STRADAIOLI et al., 2004).
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Nutracéuticos incluem alimentos de origem vegetal e seus subprodutos,
minerais e vitaminas (KO & SABANEGH, 2014) e, dentre os principais utilizados na

reproducdo dos machos, encontra-se a L-carnitina (FREITAS, 2015).

3.4.1 L- Carnitina

A L-carnitina é sintetizada no figado, rim e cérebro por meio da convers&o dos
aminoacidos essenciais lisina e metionina (HULSE et al., 1978; JEULIN et al., 1994).
Esta atua no metabolismo do espermatozoide, fornecendo energia para motilidade,
maturacdo e espermatogénese completa. Além disso, as carnitinas também exercem
propriedades antioxidantes, por meio da protecdo contra a producdo de espécies
reativas ao oxigénio (ROS), além de reparagdao (AGAWAL & SAID, 2004).

A L-carnitina tem como fungao, dentro do metabolismo do espermatozoide,
prover a quantidade necessaria de energia, agindo positivamente na motilidade, em
que ocorre a maturagdo dos espermatozoides e o processo de espermatogénese.
Reconhece-se que a carnitina € uma composicdo essencial na ocorréncia dos
processos de geragao energética, este composto age como modulador da oxidagao
dos acidos graxos presentes nas mitocéndrias. Neste processo de geragao de
energia, a carnitina deve agir junto de acetiltransferases de cadeias longas que
dependem do composto carnitina, sendo eles intitulados também como
palmitotransferases (Carnitine  Palmitoyltransferase 1, CPTI e Carnitine
Palmitoyltransferase 2; CPTIl) (ARRUDA et al., 2010).

A levocarnitina também atuara no transporte de acidos graxos de cadeia longa,
passando pela membrana, chegando até a regido interior em que esta situada a matriz
da mitocéndria. No andamento deste processo, a beta oxidagao ira ocorrer na
molécula de gordura, gerando picos de energia que serdo repassadas para o
organismo. A levocarnitina ainda induz a retirada dos grupos formados pelo acil da
mitocdndria, o que pode ocasionar em melhora na compatibilidade entre a coenzima
A (CoA) livre/acetilCoA; elevando ainda os efeitos metabdlicos da gordura e reduzindo
a prevaléncia das reacdes tdxicas provocadas pela concentracdo da substancia no
organismo (AGARWAL & SAID, 2004).

A dose de 10 a 15 g de L-carnitina /dia, administrada via oral (VO) foi sugerida
pela literatura, sendo escassas as informacdes recentes sobre doses eficientes

quanto ao sistema reprodutivo (LIMA, 2003).
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Estudos apresentaram como resultados relevantes que a levocarnitina provoca
melhorias na motilidade dos espermatozoides avaliados in vitro, também
apresentando fungéao crioprotetora (AGARWAL & SAID, 2004).

3.4.2 Vitamina E

A vitamina E (y-tocoferol) desenvolve papel essencial no desempenho
metabdlico, ativando ag¢des antioxidantes, de modo que a degradagao peroxidativa
lipidica nas membranas das células e a origem de radicais livres que afetam sua
estrutura poderdo ser prevenidos, além de otimizar a atividade de outros
antioxidantes. Diante disto, o uso da vitamina E possibilita a diminuicdo das
consequéncias causadas pela toxicidade ocasionada pela presenca de radicais livres
dentro das células. Os efeitos da vitamina E também se voltam para a protecédo dos
lipidios situados na regido da membrana eritrocitaria, na qual ocorre a reagao da
peroxidacao, impedindo que a membrana seja destruida (YONEZAWA et al., 2015).

Para que lesbes oxidativas sejam prevenidas, a vitamina E constitui-se como
importante objeto de estudo, protegendo o sistema cardiaco do animal contra as
situagdes deletérias decorrentes do exercicio fisico agudo (YONEZAWA et al., 2015).

A ocorréncia de algumas lesdes pode estar relacionada com o estado da
membrana plasmatica, quanto aos dados referentes a complexos, os quais contém as
propriedades da hidrélise com a vitamina E, assim como com &cidos graxos livres
situados na membrana plasmatica. Ha efetividade quando os radicais peroxil sao
removidos, pois os efeitos em cadeia sdo bloqueados, impedindo a presenca dos
radicais livres dentro da membrana plasmatica (VIRGINI et al., 2011).

De acordo com Zeyner et al. (1999), os tocoferdis sdo soluveis em gordura e
solventes lipofilicos, sendo sua absorgcdo aumentada com alimentagao enriquecida
com gordura. Cavalos suplementados com oleo de soja recebendo 1000 mg/dia, por
meio de mistura mineral mostraram resultados de aumento na concentracdo de
vitamina E no sangue. Cavalos suplementados com 1725 mg/dia de vitamina E
apresentaram concentragdes elevadas no plasma, enquanto a alimentacéo basal foi

a base de forragem.

3.4.3 Vitamina C
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A vitamina C, ou acido ascérbico, se constitui em importante antioxidante
extracelular. Por ser hidrossoluvel, apresenta capacidade de se dissolver na agua, e
também atua na remoc¢ao dos radicais hidroxilo, superédxido e peroxido de hidrogénio.
Esta vitamina tem ainda agao no processo de reciclagem da vitamina E, com relevante
caracteristica oxidativa (KEFER et al., 2009).

Quando a vitamina C esta presente no organismo de coelhos ou de seres
humanos, as propriedades do sémen e seus respectivos indices de testosterona
podem apresentar resultados mais satisfatérios, em termos de espermatozoides com
estruturas morfologicamente aceitaveis e satisfatérias. Isto porque a vitamina C, em
funcdo de sua acdo antioxidante, age no epididimo, de forma a conferir protegéo as
membranas celulares. Equinos, assim como outros mamiferos, sintetizam a vitamina
C no figado, a partir de glicose. Em equinos a dose recomendada é de
aproximadamente 72 g/dia (ALAWAD et al., 1994).

De acordo com o estudo de Sonmez et al. (2005), equinos suplementados com
vitamina C na dieta ndo apresentaram maiores indices relativos ao peso corporal,
além do peso dos testiculos, epididimo, vesiculas seminais e préstata. Entretanto, as
concentragdes de vitamina C nas areas teciduais e no plasma do sangue foram
maiores, o que pode ter contribuido com menores concentragdes de peroxidacao

lipidica.

3.4.4 Beta-caroteno

O beta-caroteno atua como precursor da vitamina A, além de atuar na produgao
de esteroides, sendo utilizado como antioxidante. Caracteriza-se como vitamina
lipossoluvel, sendo a gordura necessaria ao processo de manutengao do epitélio
presente nos canais, nas cavidades e nas regides externas. Além disto, atua na
manutengdo das membranas gastrointestinais, mucosas, trato urinario e pele.

Tal vitamina possui particularidades quanto a atuacdo fisiologica e €
fundamental no desempenho dos tecidos epiteliais, dos 6rgaos reprodutivos. Em
machos, o beta-caroteno pode estar associado as vitaminas B e C, de forma a atuar
positivamente na capacidade reprodutiva, agindo como protetor do epitélio testicular,
além da libido e da performance sexual (maior volume e quantidade de esperma)
(ARIKAN & RODWAY, 2000).

Pesquisas evidenciam que quando um animal apresenta deficiéncia de beta-

caroteno no organismo, os tubulos seminiferos apresentam somente as células de
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sertoli, espermatogbnia e poucos espermatdcitos. A falta dessa vitamina ocasiona a
deficiéncia das células germinativas, necessarias ao processo de espermatogénese.

De acordo com estudos de deplecao-replecdo em cavalos na fase de
crescimento, a ingestdo minima de 17 a 22 Ul vitamina A/kg peso vivo/dia é necessaria
para evitar cegueira. Em ratos foi relatada a quantidade minima de 51 a 66 Ul/kg peso
vivo/dia, como necessaria ao armazenamento adequado nos tecidos (MCDONNELL,
2000).

3.4.5 Acido Folico

O acido folico, forma sintética do folato, é eficiente na desoxidagéo dos radicais
livres e, assim, pode ser considerado um antioxidante. Ha evidéncia cientifica de sua
atuacao de forma isolada, ou em associagao com as vitaminas e minerais. Assim, o
acido fdlico, o zinco e as cobalaminas se complementam e atuam sinergicamente nas
vias metabdlicas potencializando seus efeitos (BARROS et al., 2016).

Apesar de seu carater soluvel em agua, o acido folico inibe a peroxidagao
lipidica e protege a membrana celular e/ou DNA dos danos dos radicais livres (SILVA,
2011). Atua como coenzima em diversas reagdes de transferéncia de carbono e na
biossintese de nucleotideos essenciais para sintese de DNA, RNA e producéo de
proteina. E importante destacar que a sintese de DNA é fundamental para a
espermatogénese, 0 que comprova a atuagcdo do acido folico nesse processo
reprodutivo (MAIA, 2009).

O 4acido folico pode ser empregado no tratamento da subfertilidade, com
possivel efeito benéfico. Barros et al. (2016) observaram que a suplementag¢ao (5000
MM e 10000 uM) de acido félico diretamente no pool de sémen foi benéfica para a
motilidade espermatica do sémen de ovinos. Imhof et al. (2011) observaram que
homens inférteis tratados durante trés meses com micronutrientes, dentre eles, o
acido folico, apresentaram aumento significativo na concentragdo, motilidade
(progressiva e total) e porcentagem de morfologia normal dos espermatozoides.

Maia (2009) relatou que o uso oral diario de acido félico (5 mg), associado a
outros micronutrientes (selénio e zinco), por um periodo de 90 dias n&do melhorou a
concentragédo e a motilidade, apenas a morfologia dos espermatozoides. Segundo o
autor, a redugao do numero de espermatozoides anormais poderia diminuir também
a quantidade de ROS no sémen. Desta maneira, sémen composto por menor

quantidade de ROS e maior quantidade de antioxidante reduziria os danos



35

provocados pelos radicais livres nas biomoléculas; no entanto a atividade mitocondrial
dos espermatozoides pos-descongelados n&do apresentou diferenca significativa,
porém, observou-se maior numero de mitocéndrias integras.

Enfim, a capacidade reprodutiva dos equinos esta diretamente relacionada ao
manejo nutricional. O fornecimento de dieta de qualidade associada a suplementagao
com compostos naturais e antioxidantes tem o potencial de favorecer respostas
positivas durante as coletas de sémen em garanhdes, embora estudos a cerca desta

afirmativa sejam necessarios.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL, ANIMAIS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Este estudo é parte integrante do projeto de maior complexidade, intitulado
“Ambiéncia, comportamento e parametros espermaticos em garanhdes submetidos a
suplementacdo com L-carnitina”, sob aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA), n°® 1.900.024, Universidade Brasil.

As observacdes do repertorio comportamental dos garanhdes foram realizadas
no Centro de Reprodugédo de Garanhdes Gian Zanon, haras comercial localizado na
cidade de Araraquara, SP.

Os garanhdes utilizados como doadores de sémen foram da raga Quarto de
Milha, com pesos entre 416 a 505 kg e idades de maturidade sexual ativa, com
variacdes de 6 a 24 anos. Eguas em cio, alojadas na central, foram utilizadas somente
para estimulo dos machos no momento da coleta do sémen com 0 manequim.

Os garanhbes permaneceram em baias individuais de alvenaria, com area
média de 16,83 m?, forrada com cama de serragem. Em um periodo de trés a quatro
vezes por semana, durante duas horas cada, foram soltos em piquetes de Tifton 68,
de dimensoes de 1500m?.

Foi utilizado o delineamento experimental “quase experimento”, por amostras
pareadas dependentes, com quatro garanhdes que receberam suplementacao a base
de compostos naturais e antioxidantes, sendo os mesmos coletados antes e apés o
periodo de suplementacgao.

4.2 MANEJO NUTRICIONAL E SUPLEMENTAGCAO

Em relac&o a alimentagédo, durante todo o periodo experimental cada garanhao
recebeu 6 kg/dia de ragdo comercial peletizada, a base de milho integral moido, aveia
laminada, melaco de cana e farelos de soja, trigo e gérmen de milho, distribuidos em
trés periodos de fornecimento. Para complementacao da dieta foi oferecido feno de
Tifton, além de sal mineral e agua ad libitum.

O periodo de suplementacdo compreendeu 75 dias, e para tanto, cada
garanhao recebeu na primeira refeicdo do dia, pela manha, 45 g do produto

(suplemento nutricional Supramax®, Noveq Ltda, Descalvado, SP) na forma de saché
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em po colocado sobre a racdo peletizada. O suplemento utilizado consiste em
compostos naturais e antioxidantes: L-carnitina (334g/kg), beta caroteno (44,5 g/kg),
acido folico (1200 mg/kg), vitamina C (22,3 g/kg) e vitamina E (27800 Ul/kg).

4.3 PERIODO EXPERIMENTAL E COLETA DE SEMEN

O experimento foi desenvolvido durante dois periodos, com coletas de sémen
sucessivas em momentos antecedentes a estacdo reprodutiva, de acordo com o
fotoperiodo. As atividades de coleta de sémen iniciaram no més de abril e foram
finalizadas no més de agosto de 2019, sendo a suplementagcdo com compostos
naturais e antioxidantes realizada durante 75 dias nos meses de junho e agosto de
2019. Durante o periodo de suplementacao nao foram realizadas coletas de sémen,
havendo o retorno as coletas apds a finalizagdo da suplementagao (Figura 1).

O periodo pré-suplementacéo foi de oito dias de coleta de sémen. Desta forma,
os garanhdes foram submetidos a etapa de nivelamento biolégico (quatro coletas, a
cada 48 horas), para o processo de esgotamento das reservas espermaticas
extragonadais. Apés este procedimento, foi realizada a etapa de coleta do sémen para
congelacgao, consistindo também em quatro coletas, a cada 48 horas. O periodo pos-
suplementacgao totalizou oito dias de coleta de sémen, seguindo os procedimentos da
fase pré-suplementacgédo (Figura 1).

PRE-

m POS-
SUPLEMENTACAO 4 »
- AL SUPLEMENTACAO SUPLEMENTACAO
p2
=)
TERMING TERMING
INICIO DAS DAS e D DAS
COLETAS COLETAS COLETAS COLETAS
v | 4 )
| A A |
2019 | N| | "
e I "
P1 ) (\‘ P2 L
ABRIL JUNHO AGOSTO AGOSTO

Figura 1 — Fluxograma de coletas de sémen nos garanhdes e periodo de

suplementacdo com compostos naturais e antioxidantes.
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P1 e P2: 8 coletas sucessivas em cada periodo com intervalo de 48 horas. Suplementagéo (75

dias): fornecimento da dieta a base de compostos naturais e antioxidantes (Supramax® Noveq Ltda,

Descalvado, SP), em forma de pé (saché), uma vez ao dia (manha), junto a ragao peletizada.

Antecedendo o momento da coleta de sémen foi procedida a lavagem do pénis

e do prepucio com agua morna 37°C e secagem (BRINSKO et al., 2011), com

posterior condugédo do garanhdo até o manequim convencional, o qual encontrava-se

posicionado em area de piso emborrachado, localizado a 3 metros do laboratério, no

qual as analises de sémen foram realizadas.

A condugéao do garanhao até a sala de coleta foi realizada de forma sistematica

por meio das etapas descritas a seguir:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Garanh&o abordado dentro da baia para colocagéo do cabresto e guia, sendo
removido do galpdo de alojamento e direcionado até a area de coleta de
sémen.

Exposi¢cado do garanhdo a fémea no cio, localizada dentro da area de coleta
em um tronco de contengdo de equinos.

Observacgao das reacdes comportamentais até o momento da ereg¢ao peniana
e manutengcdo da mesma para inicio dos procedimentos de higienizag&o
(lavagem e secagem).

Condugao do garanhdo até o manequim e colocagao da vagina artificial ao
redor do pénis, com temperatura, peso e preparagdo adequada (temperatura
da vagina artificial variando entre 42°C a 48°C, de acordo com a demanda e
condicionamento do animal) (BRINSKO et al., 2011).

Observacao dos movimentos realizados durante a monta e desmonta, com
registro cronoldgico do repertério comportamental por camera acoplada a
dispositivo movel celular (Samsung, modelo SM-A107 M/DS, Galaxi A 10s).
O posicionamento da camera em relagao ao animal, para o registro durante a
monta foi realizado com visualizacdo do posterior para avaliacdo dos
movimentos que sinalizaram a ejaculagdo, sendo os videos arquivados de

acordo com o dia, més e horario e identificacdo do animal.

7) Afilmagem foi realizada desde a chegada do animal na area de coleta até apés

a desmonta do manequim, observando-se o momento de recolhimento

peniano dentro do prepucio e direcionamento do animal para a baia.
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4.4 AVALIAGAO DO REPERTORIO COMPORTAMENTAL

As observagdes dos comportamentos dos garanhdes, constituindo o repertério
comportamental foram realizadas nos momentos pré e pés-suplementacao para cada
garanhdo. Os momentos de coleta registrados e avaliados foram sucessivos e
divididos em: periodo inicial de nivelamento biolégico basal e periodo de coleta de
sémen para congelagao.

O repertério comportamental considerou variaveis desde o manejo da
higienizacdo, monta, coleta de sémen e desmonta, caracterizando o término do
procedimento.

As observagdes do repertoério comportamental (SOUZA et al.,, 2011) foram
registradas por meio de gravagoes de videos, os quais foram posteriormente revistos
e submetidos a avaliacdo das reagdes do animal de acordo com o crondmetro da
gravacéo e registrados em minutos e posteriormente em segundos. Algumas variaveis
como movimentos foram registradas e representadas por numero de movimentos
dentro de um determinado periodo de tempo.

Para o presente estudo foram registradas dez variaveis (V), referentes ao
comportamento dos garanhdes durante a coleta de sémen, enumeradas abaixo:

V1: Intervalo de tempo para exposigdo do pénis do garanh&o ao chegar na sala de
coleta.

V2: Intervalo de tempo para lavagem do pénis e abordagem da glande para remocgao
do smegma (intervengdo humana para higienizagao).

V3: Intervalo de tempo para secagem do pénis (intervencdo humana para
higienizag&o).

V4: Intervalo de tempo para eregdo do pénis, desde o inicio da lavagem até a
desmonta do manequim.

V&: Intervalo de tempo para monta do garanhdo no manequim (subida e descida).
V6: Intervalo de tempo entre a colocagdo e remogado da vagina artificial durante a
coleta de sémen (intervengcdo humana).

V7: Intervalo de tempo para recolhimento do pénis no prepucio, apds a desmonta.
V8: Intervalo de tempo para contragao glutea, movimento de cauda e sapateamento.
V9: Numero de contragéo glutea, movimento de cauda e sapateamento.

V10: Intervalo de tempo de espera dos garanhdes, apds o término da secagem do

pénis até a monta no manequim.
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5. ANALISE ESTATISTICA

O presente estudo adotou o modelo “quase experimento” (DINARDO, 2010), o
qual baseia-se no delineamento sem distribuicdo aleatéria dos animais nos
tratamentos e sem grupo-controle. A comparacao entre as condi¢gdes de pré e poés
tratamento (suplementagao) foi realizada nos mesmos animais.

Os dados do repertério comportamental foram avaliados por meio da
comparagao entre os tratamentos nos diferentes momentos, sendo submetidos as
prerrogativas de normalidade, homogeneidade de variancia e analise de residuo. As
médias das variaveis foram comparadas pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis,
ao nivel de 5% (P<0,05) de probabilidade. Todas as analises foram efetuadas com o

programa computacional Statistica, versdo 12.0 (STATSOFT, Inc., 2014).

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 REPERTORIO COMPORTAMENTAL INDIVIDUAL PARA OS GARANHOES

Nas Tabelas 1 a 4, abaixo, sdo apresentados os resultados do repertorio
comportamental de cada garanhdo, durante as coletas de sémen pré e pos-
suplementagdo com compostos naturais e antioxidantes. Seguem as Figuras 2 a 5
(graficos do tipo boxplot) para os resultados significativos do repertorio

comportamental.

6.1.1. Garanhao 1

Para o garanhdo 1 (Tabela 1) o intervalo de tempo para secagem (V3; P=
0,0037), para monta (V5; P=0,0458) e para contragao glutea, movimento de cauda e
sapateamento (V8; P=0,0321) foram superiores no periodo pos-suplementagcdo em
relagdo ao periodo pré-suplementacao. No entanto, o intervalo de tempo de espera
dos garanhdes para coleta pés-higieniza¢ao (V10; P=0,0412) foi menor no periodo
pos-suplementacdo. As demais variaveis descritas na Tabela 1 nao diferiram
(P=0,05).
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TABELA 1 — Repertério comportamental (média, desvio-padrdo e intervalo de
confianga) do garanhao 1 durante as coletas de sémen pré e pos-suplementagédo com

compostos naturais e antioxidantes.

Variaveis' Suplementagéo Valor p4
Pré Pos do
Média +DP?2 IC3 Média +DP?2 IC3 teste

VA1 70,0£15,32  36,9-103,1 79,7+16,42 44.4-1151 0,09 0,7679
V2 53,3+13,72  23,6-82,9 51,6+14,7° 19,9-83,2 0,15 0,6964
V3 32,6£11,02  8,9-56,4 101,0+ 11,8° 75,6-126,4 8,40 0,0037
V4 91,0£17,02  54,2-127,8 95,3+18,22 56,0-134,6 0,29 0,5885
V5 37,110,228  15,1-59,2  56,4+10,9° 32,9-80,0 3,99 0,0458
V6 31,5£12,02  5,5-57,5 46,6+£12,92 18,8-74,3 0,60 0,4383
V7 29,8+15,62 0,0-63,4 75,4+16,6° 39,5-111,4 3,74 0,0532
V8 26,3£12,92  0,0-54,1 56,3+13,8° 26,5-86,1 4,59 0,0321
V9 32,5¢15,32  0,0-65,5 36,6+£16,32 1,3-71,8 0,87 0,3516
V10 153,9+47,8° 50,6-257,1 64,3+51,12 0,0-174,7 417 0,0412

'Todas as variaveis de tempo descritas estdo representadas por segundos, exceto V9
referente ao numero de movimentos. Variaveis: V1=Intervalo de tempo para exposi¢do do
pénis; V2= Intervalo de tempo para lavagem do pénis; V3= Intervalo de tempo para secagem
do pénis; V4=Intervalo de tempo para erecado do pénis; V5= Intervalo de tempo para monta
do garanhao; V6=Intervalo de tempo de vagina artificial; V7=Intervalo de tempo para
recolhimento do pénis; V8= Intervalo de tempo para contragao glutea, movimento de cauda e
sapateamento; V9=Numero de contracdo glutea, movimento de cauda e sapateamento;
V10=Intervalo de tempo de espera dos garanhdes para a monta. 2DP=desvio-padréo.
3IC=intervalo de confianga, a 95%. *P= probabilidade de significancia, ao nivel de 5%, pelo
teste de Kruskal-Wallis. # °: Valores seguidos pela mesma letra, na linha, ndo diferem entre si
pelo teste Kruskal-Wallis (P=0,05).

O garanhao 1 apresentou no periodo pés-suplementagao maiores intervalos de
tempos médios de monta (Figura 2A) e de contrag&o glutea, movimento de cauda e

sapateamento (Figura 2B) em relagao ao pré-suplementacéo.
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Figura 2. Boxplot A) V5: intervalo de tempo (seg) para monta; B) V8: Intervalo de tempo (seg)
para contragdo glutea, movimento de cauda e sapateamento do garanhdo 1. Medianas

(quadrados dentro das caixas). *outliers

Vale salientar que o garanhao 1 foi um animal introduzido na central um més
antes do inicio do periodo experimental, com seis anos de idade e sendo condicionado
durante o experimento as coletas de sémen sucessivas. Tal fato leva a refletir sobre
as reacgOes diferenciadas deste garanhdo diante das condutas adotadas e dos
comportamentos registrados durante a preparagao (higienizagao) e coleta de sémen.

Considerando as diferengas entre as reagdes comportamentais de garanhdes
em habitat natural (MCDONNELL, 2000) e garanhdes condicionados a monta dirigida
no manequim, a evolugdo do repertério comportamental observado neste caso é
justificavel para o garanhdo 1 em questéo.

De acordo com McDonnell (2000), garanhdes que cobrem a campo apresentam
vocalizag&o, cheiram, lambem, dao leves mordidas e apresentam reflexo de flehmen.
Grande parte das copulas € precedida de uma ou mais montas sem eregao
(TAROUCO, 2004)

No entanto em montas dirigidas, quanto maior tempo em cima da fémea, maior
o risco de danos, tanto aos animais, quanto aos manipuladores. No caso do garanh&o
1, o condicionamento e a assimilacao dos estimulos o deixaram mais confortavel no
periodo pods-suplementagcdo, possivelmente associado ao fornecimento da
suplementagao, em conjunto ao condicionamento e familiarizagdo, o que resultou
notoriamente em maior facilidade de manipulacdo para coleta. Este achado pode
explicar o maior tempo de monta no periodo pds-suplementacao, assim como o maior
intervalo de secagem peniana, o qual faz parte da preparagdo do animal com

intervencao humana direta.
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Geralmente garanhdes sao treinados sem lavagem e secagem, esse manejo
acaba sendo introduzido quando o animal ja esta familiarizado com o ambiente, com
os manipuladores e os equipamentos (MCKINNON et al., 2011).

O intervalo de tempo de espera dos garanhdes para coleta pds-higienizagao
(V10; P=0,0412) foi menor no periodo pds-suplementagao. O que sugere que o animal
estava mais rapidamente pronto a realizar a monta, sendo este aspecto possivelmente
relacionado a sua maior segurancga e sensibilidade a presenga da fémea e excitagao
suficiente, tornando possivel conduzi-lo ao manequim mais rapidamente.

O garanhdo permaneceu mais tempo no manequim desde o momento de
subida até a descida e levou, consequentemente, maior tempo para realizar o mesmo
numero de movimentos. Ou seja, executou a monta e os movimentos de forma mais
lenta e prolongada, apds ter sido manipulado para higienizagao, representado pelo
intervalo de tempo para secagem (V3; P=0,0037), o qual se deu de forma mais lenta,
podendo sugerir maior adaptacdo ao procedimento, como representado pelas
diferencas entre as médias pré e pds-suplementagéo (Tabela 1). Da mesma forma,
outras variaveis mostraram-se superiores quanto ao intervalo observado no periodo
pods-suplementagcdo, como o intervalo de tempo para monta do garanhao (V5;
P=0,0458) e o intervalo de tempo para contragdo glutea, movimento de cauda e
sapateamento (V8; P=0,0321).

No pds-suplementacdo, os intervalos maiores tanto para intervengdo humana
(secagem) quanto para o comportamento do préprio do garanhdo no manequim (maior
permanéncia) podem ter resultado de maior adaptacdo a coleta. Neste sentido,
observou-se também neste periodo, tendéncia de maior tempo para recolhimento do
pénis dentro do prepucio (V7; 29 vs. 75 segundos; P=0,053), sugerindo respeito ao
tempo de relaxamento e desmonta por parte dos envolvidos na coleta e seguranga do
animal dentro da infraestrutura utilizada.

As consequéncias das variagbes comportamentais pré e pos-suplementacio
nos parametros observados podem ter influenciado nas caracteristicas do ejaculado,
embora ndo fagam parte do escopo deste estudo. O volume total do ejaculado, volume
do gel, volume de sémen e concentragdo podem ter sofrido variagdes resultantes

deste comportamento adaptativo.

6.1.2 Garanhao 2
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Em relagcdo ao garanhao 2 (Tabela 2) as variaveis intervalo de tempo de eregao
(V4; P=0,0123); tempo de monta (V5; P=0,0424); tempo de vagina artificial (V6;
P=0,038) e tempo de recolhimento peniano (V7; P=0,0406) apresentaram diferengas
entre o periodo pré e pos-suplementacao.

O garanh&o 2 apresentou no periodo pés-suplementagdo maior tempo médio
de erecado, entretanto, menor intervalo de tempo de monta, de tempo de vagina
artificial e de tempo de recolhimento peniano em relagdo ao pré-suplementagdo. As

demais variaveis descritas na Tabela 2 nao diferiram (P=0,05).

TABELA 2 — Repertorio comportamental (média, desvio-padrdo e intervalo de
confianga) do garanhao 2 durante as coletas de sémen pré e pos-suplementagdo com

compostos naturais e antioxidantes.

Variaveis' Suplementagao Valor P*
Pré Pds do
Média +DP? IC3 Média +DP? IC3 teste

V1 62,9114 82 31,1-94,6 51,3+14,82 19,5-83,0 1,44 0,2303
V2 61,3£11,22 37,2-85,3 22,6£11,22  0,0-46,7 2,89 0,0893
V3 59,3+11,5° 34,6-83,9 13,5+11,52 0,0-38,2 3,82 0,0506
V4 87,1+18,8° 46,8-127,5 165,6+£18,82 125,3-206,0 6,27 0,0123
V5 60,5+6,5° 46,6-74,4 43,3+6,5° 29,3-57,2 4,12 0,0424
V6 55,6+7,32 39,9-71,3 30,5+7,3> 14,8-46,2 4,31 0,0380
V7 66,5£16,32 31,6-101,4  29,1+16,3° 0,0-64,1 4,19 0,0406
V8 47,3+8,5° 28,9-65,6 22,5+8,52  4,2-40,8 1,13 0,2884
V9 39,8+9,5° 19,5-60,0 19,849,52  0,0-40,0 0,13 0,7209
V10 68,1+£16,82 32,0-104,2 43,4+16,82 7,3-79,5 2,14 0,1439

'"Todas as variaveis de tempo descritas estdo representadas por segundos, exceto V9
referente ao niumero de movimentos. Variaveis: V1=Intervalo de tempo para exposi¢do do
pénis; V2= Intervalo de tempo para lavagem do pénis; V3= Intervalo de tempo para secagem
do pénis; V4=Intervalo de tempo para eregcao do pénis; V5=Intervalo de tempo para monta do
garanhao; V6=Intervalo de tempo de vagina artificial; V7=Intervalo de tempo para
recolhimento do pénis; V8=Intervalo de tempo para contragéo glutea, movimento de cauda e
sapateamento; VO9=Numero de contracdo glutea, movimento de cauda e sapateamento;

V10=Intervalo de tempo de espera dos garanhdes para a monta. 2DP=desvio-padréo.
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3IC=intervalo de confianga, a 95%. *P= probabilidade de significancia, ao nivel de 5%, pelo
teste de Kruskal-Wallis. # °: Valores seguidos pela mesma letra, na linha, ndo diferem entre si
pelo teste Kruskal-Wallis (P=0,05).

No garanhéo 2, as variaveis V3 (P=0,0506), V5 (P=0,0424), V6 (P=0,0380) e
V7 (P=0,0406) foram representadas por menor tempo no periodo pds-suplementagéao.
Este garanhéo, possivelmente, melhor condicionado na central, associado ao efeito
positivo da suplementacao, revelou menor tempo na execucao dos procedimentos, o
que pode ser favoravel aos parametros espermaticos, quanto ao volume e
concentragdo. lonata et al. (1991) relatam que a ejaculagdo mais rapida resulta,
consequentemente, em menor volume de gel e volume de sémen, o que favorece o
processamento do mesmo. No caso deste garanhdo, a resposta ao tratamento foi
positiva quanto a obtengdo de ejaculado, no que diz respeito ao processamento
satisfatorio. De acordo com McDonnel (2000), o volume e a composicéo das fragdes
ejaculatdrias variam entre garanhdes.

McKinnon et al. (2011) observaram que ao adentrarem no recinto, o0s
garanhdes familiarizados e condicionados sado estimulados nao sexualmente,
remetidos pela memodria do aprendizado por experiéncias frequentes, permitindo
manipulagéo tranquila e mais rapida.

A variavel intervalo de tempo para eregéo do pénis (V4) obteve maior tempo no
periodo pds-suplementacido, podendo este resultado ter sofrido influéncia, tanto da
suplementagédo, quanto do condicionamento do garanh&o 2, aumentando o conforto e
a libido, resultando em mudancas favoraveis ao seu desempenho reprodutivo.

O garanhao 2 apresentou no periodo pds-suplementagdo menor intervalo de
tempo para monta (Figura 3A) e menor intervalo de tempo para recolhimento peniano
(Figura 3B) em relac&o ao periodo pré-suplementagao e maior intervalo de tempo para
erecao peniana (Figura 5B).
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Figura 3. Boxplot A) V5: Intervalo de tempo (seg) para monta; B) V7: Intervalo de tempo (seq)

para recolhimento peniano do garanhao 2. Medianas (quadrados dentro das caixas). *outliers

6.1.3 Garanhao 3

Em relacdo ao garanhdo 3 (Tabela 3), as variaveis tempo de lavagem (V2;
P=0,0052); tempo de erecao (V4; P=0,0123) e tempo de recolhimento peniano (V7;
P=0,0258) apresentaram diferengas entre o periodo pré e pos-suplementacéo.

Desta forma, o garanhdo 3 apresentou no periodo pds-suplementagdo maior
tempo médio de erecado, entretanto, com menor tempo médio de lavagem e de
recolhimento peniano em relacido ao periodo pré-suplementagcao. As demais variaveis

descritas nao diferiram (P20,05; Tabela 3).

TABELA 3 — Repertério comportamental (média, desvio-padrdo e intervalo de
confianga) do garanhao 3 durante as coletas de sémen pré e pos-suplementagédo com

compostos naturais e antioxidantes.

Variaveis' Suplementacéo Valor P*
Pré Pos do
Média +DP?2 IC3 Média +DP? |C3 teste

V1 73,6112,42 47,1-100,0 61,4+13,12 33,4-89.4 0,41 0,5223
V2 43,416,62 29,3-57,6 19,4+£7,0° 4,4-34,3 7,80 0,0052
V3 20,0+7,5° 4,0-36,0 9,1+8,0° 0,0-26,1 0,28 0,5937
V4 73,2+19,4° 31,9-114,6 146,0+£20,62 102,2-189,8 6,27 0,0123
V5 39,1+3,62 31,4-46,8 41,6+3,82  33,3-49,7 0,24 0,6277
V6 29,9+3,6° 22,1-37,6 35,5+3,92  27,3-43,7 0,52 0,4691
V7 20,947 42 5,1-36,6 6,9+7,8° 0,0-23,6 4,97 0,0258
V8 29,3+4,32 20,1-38,6 31,5462 21,7413 0,52 0,4694
V9 16,7+2,22 11,9-21,4 21,5+2,42 16,5-26,5 2,09 0,1479
V10 52,2+12,82 24,9-79,6 33,8+13,62 4,8-62,7 0,93 0,3344

'Todas as variaveis de tempo descritas estdo representadas por segundos, exceto V9

referente ao numero de movimentos. Variaveis: V1=Intervalo de tempo para exposi¢do do
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pénis; V2= Intervalo de tempo para lavagem do pénis; V3= Intervalo de tempo para secagem
do pénis; V4=Intervalo de tempo para erecao do pénis; V5=Intervalo de tempo para monta do
garanhao; V6=Intervalo de tempo de vagina artificial; V7=Intervalo de tempo para
recolhimento do pénis; V8=Intervalo de tempo para contragéo glutea, movimento de cauda e
sapateamento; VO9=Numero de contracdo glutea, movimento de cauda e sapateamento;
V10=Intervalo de tempo de espera dos garanhdes para a monta. 2DP=desvio-padréo.
3IC=intervalo de confianga, a 95%. *P= probabilidade de significancia, ao nivel de 5%, pelo
teste de Kruskal-Wallis. # °: Valores seguidos pela mesma letra, na linha, ndo diferem entre si
pelo teste Kruskal-Wallis (P=0,05).

No garanhao 3 observou-se as variaveis V2 e V7, representadas por menor
tempo no periodo pés-suplementacao. Este resultado deve-se ao condicionamento e
a suplementagéo, aumentando o conforto do animal ao manejo, onde ha a intervengéo
humana, e maior resposta aos estimulos nao sexuais, presentes no recinto,
aumentando a libido, consequentemente, acelerando o processo da coleta de sémen.

Outra variavel influenciada foi a V4, intervalo de erecdo, a qual apresentou
maior intervalo de tempo no periodo pds-suplementagdo, possivelmente, como
resultado da suplementagao e condicionamento na libido. No entanto, outras variaveis
sao descritas como influenciadoras destes comportamentos envolvendo libido, como
a erecgao. Neste contexto, o inicio, a intensidade e a duragéo do cortejo sdo afetadas
pela genética do garanhao, comportamento aprendido, experiéncias, variagdo sazonal
e doencgas (BRINSKO et al., 2011).

Quanto ao repertério comportamental do garanhdo 3, duas variaveis se
destacaram, sendo menor intervalo de tempo para recolhimento peniano (Figura 4) e

maior intervalo de tempo para erec¢ao peniana (Figura 5C).
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Figura 4. Boxplot do intervalo de tempo (seg) para recolhimento peniano (V7) do garanhao 3.

Medianas (quadrados dentro das caixas). *outliers

BRINSKO et al. (2011) observaram que anormalidade fisicas, envolvendo a
incapacidade de montar, além de claudicacéo e alteragdes articulares, podem estar
associadas a lesbes penianas, lesdes de medula espinhal e algumas disfungdes
organicas idiopaticas, relacionadas ou nao ao mal funcionamento psicoldgico,
afetando diretamente o comportamento do garanhao. Vale salientar que o garanh&o
3 teve coletas interrompidas durante o transcorrer do periodo pés-suplementacgao, por
sofrer leve sangramento uretral, o qual foi rapidamente superado, retomando as
coletas de maneira sucessiva dentro do intervalo de sete dias.

Oliveira (2014) observou variaveis comportamentais em garanhdes no
momento da coleta de sémen por meio de identificagao da faixa etaria, sendo que as
variaveis com maior significancia foram o tempo de laténcia (momento entre a eregao
e monta na égua) e o tempo de reagdo (momento entre a exposi¢ao do garanhao a
égua e a eregado completa), obtendo um coeficiente elevado no periodo de coletas de
sémen, com tempo médio de reacdo de 101,1 segundos no primeiro periodo de
coletas e 61,4 segundos no segundo periodo de coletas. Ja a variavel comportamental
tempo médio de laténcia obteve um tempo de 28,1 segundos no primeiro periodo de
coletas e no segundo periodo de coletas 32,2 segundos. O autor relata que o tempo
meédio de laténcia foi superior aos intervalos descritos na literatura e que tal fato pode
ter sofrido influéncia direta do manejo adotado no protocolo para coleta de sémen.

Desta forma, destaca-se que a maior parte dos funcionarios conduzem os
garanhdes, ndo permitindo que os mesmos montem até que se observe eregéo
completa. Este manejo quanto a condugdo no manequim, pode levar garanhdes a
temer a contencao pelo cabresto, havendo demora na realizacdo da monta.

Isso nos leva a refletir a respeito de comportamentos condicionados em
garanhdes submetidos ao protocolo durante a coleta, resultando em reagdes

diretamente relacionados as imposi¢gdes do manejo.

6.1.4 Garanhao 4

Em relagdo ao garanh&o 4 todas as variaveis nao diferiram (P=0,05; Tabela 4)

entre o periodo pré e pos-suplementagcdo. Entretanto, o tempo de eregédo (V4)
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apresentou tendéncia (P=0,0541) de maior tempo médio no periodo pds, em relagéo

ao periodo pré-suplementacao.

TABELA 4 — Repertério comportamental (média, desvio-padrdo e intervalo de
confianga) do garanhao 4 durante as coletas de sémen pré e pds-suplementagédo com

compostos naturais e antioxidantes.

Variaveis' Suplementagéo Valor P*
Pré Pos do
Média +DP?2 IC3 Média +DP? IC3 teste

V1 53,7+12,12 28,0-79,4  26,5£12,82 0,0-53,8 2,70 0,1002
V2 54,6+8,92 35,56-73,6  29,4+9,52  9,1-49,6 2,25 0,1334
V3 39,7+11,22 15,7-63,6  8,3x11,92  0,0-33,6 3,62 0,0571
V4 81,2+18,7° 41,3-121,2 143,8£19,92 101,4-186,1 3,71 0,0541
V5 51,6+7,32 36,1-67,0 41,8+7,72  25,4-58,1 0,15 0,6996
V6 43,7+8,2° 26,3-61,0 29,3#8,68 10,8-47,7 0,01 0,9222
V7 30,2+9,92 9,2-51,2 10,3£10,52 0,0-32,5 1,04 0,3081
V8 37,1+£9,0° 17,9-56,3  21,0£9,52 0,7-41,3 0,15 0,6987
V9 31,9+9,62 11,5-52,3 14,6+10,12 0,0-36,3 0,34 0,5598

V10 58,4+£15,12 26,4-90,5 44,8+16,08 10,7-78,8 1,24 0,2649

'Todas as variaveis de tempo descritas estdo representadas por segundos, exceto V9
referente ao numero de movimentos. Variaveis: V1=Intervalo de tempo para exposi¢do do
pénis; V2= Intervalo de tempo para lavagem do pénis; V3= Intervalo de tempo para secagem
do pénis; V4=Intervalo de tempo para erecéo do pénis; V5=Intervalo de tempo para monta do
garanhao; V6=Intervalo de tempo de vagina artificial; V7=Intervalo de tempo para
recolhimento do pénis; V8=Intervalo de tempo para contragéo glutea, movimento de cauda e
sapateamento; V9=Numero de contracdo glutea, movimento de cauda e sapateamento;
V10=Intervalo de tempo de espera dos garanhdes para a monta. 2DP=desvio-padréo.
3IC=intervalo de confianga, a 95%. *P= probabilidade de significdncia, ao nivel de 5%, pelo
teste de Kruskal-Wallis. # °: Valores seguidos pela mesma letra, na linha, ndo diferem entre si
pelo teste Kruskal-Wallis (P=0,05).

McDonnell (2000) afirma que garanhdes que ultrapassam os 20 anos de idade
diminuem libido. Neste caso, o garanhao 4 € uma excegéao, pois o tempo de eregéo,

0 qual caracteriza a resposta a excitagao e libido apresentou tendéncia quanto maior
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intervalo pos vs. pré-suplementacdo e mantendo constante as demais variaveis e
compativeis com os outros garanhdes.

Um garanh&o com boa libido mostra desejo imediato e intenso quando exposto
a uma égua, manifestando inquietagdo, sapateamento, vocalizagado e atividade pré-
copulatéria intima, como cheirar, lamber e beliscar a égua, reflexo de flehmen ao
cheirar a genitalia da égua e urina, além de desenvolver a ere¢cao (BRINSKO et al.,
2011).

No presente estudo, o intervalo de tempo de eregao, variavel que se destaca
dentro do repertério comportamental, foi maior para os garanhdes 2 e 3 (P=0,0123),
com tendéncia de superioridade para o garanhdo 4 (P=0,0541), com médias
superiores a 140 segundos para os trés garanhdes citados. Esta variavel, no entanto,
nao diferiu para o garanhao 1 entre o periodo pré e pés-suplementagcdo, mantendo-se
ao redor de 90 segundos, em média nos dois periodos (Tabelas 1 a 4).

Quanto as diferengas no repertorio comportamental entre garanhdes abaixo e
cima de 15 anos de idade, Najjar et al. (2010) ao avaliarem garanhdes da raca Arabe,
detectaram maiores valores médios no numero de montas (1,6 vs. 1,2), intervalo de
tempo de preparagao para coleta (107 vs. 89 segundos) e intervalo de tempo de coleta
(136 vs. 117 segundos) para garanhdes abaixo de 15 anos de idade quando
comparados aos senis acima desta idade.

O valor médio dos parametros reportados por Najjar et al. (2010) para a raca
Arabe esta acima dos intervalos encontrados no presente estudo, para a raca Quarto
de Milha. No entanto, o tempo total de erecédo no presente estudo revelou um intervalo
estavel dentro de 90 segundos para o garanh&o 4 (acima de 20 anos de idade), além
de médias superiores a 140 segundos nos demais garanhdes (faixa etaria abaixo de
15 anos). Como descrito por Najjar et al. (2010), este parametro comportamental
observado durante a coleta de sémen conduzida ao manequim € de carater individual
e esta relacionado com a idade, o condicionamento e a maturidade sexual.

No entanto, Oliveira (2014) ao avaliar garanhdes da ragca Manga Larga
Marchador, dentro de diferentes faixas etarias, ndo observou diferencas quanto aos
parametros comportamentais pré-copula.

Os estudos citados acima consideram aspectos e momentos distintos do
repertorio comportamental durante as avaliagbes, o que traz divergéncias quanto as
conclusdes em relacdo a idade dos animais e as observacdes de parametros do

comportamento durante a monta.
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Ainda quanto aos divergentes achados, o presente estudo com os garanhdes
Quarto de Milha revelou resposta estavel em relagdo ao comportamento do garanh&o
4, apos a suplementacdo; caracterizado apenas por tendéncia em determinados
parametros como diminuicdo do tempo de secagem durante a higienizagcédo para a
monta e aumento do tempo de erecao. Entretanto, os demais garanhdes responderam
com diferengas significativas entre os momentos pré e pds-suplementagcdo em

determinados parametros (Tabelas 1 a 3).

A Figura 5 representa a variavel intervalo de tempo de eregcao peniana, por
meio de graficos boxplots, ilustrando o padrdo seguido para os quatro garanhdes (A a
D).
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Figura 5. Boxplots A a D) V4: Intervalo de tempo (seg) de erecado peniana para os quatro

garanhdes. Medianas (quadrados dentro das caixas). *outliers
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6.2 REPERTORIO COMPORTAMENTAL REPRESENTADO POR CADA VARIAVEL
PARA OS QUATRO GARANHOES

As Figuras 6 a 8, a seguir, se referem aos graficos do tipo boxplot em relagao
a comparacgao entre as médias dos quatro garanhdes durante os periodos preé vs. pos-

suplementagéao para cada tipo de comportamento (variaveis V1 a V10).

6.2.1 Comportamento dos garanhdes (n=4) e procedimentos preparatorios

precedendo a monta no manequim

Considerando os quatro garanhdes, as medianas para cada variavel nao
resultaram em diferengas significativas (Figura 6). No entanto, a observacdo do
repertorio comportamental e dos procedimentos revelam mudancas no periodo pré e
pos-suplementagao em certas variaveis a serem discutidas a seguir.

No periodo pds-suplementacgéo, os garanhdes expuseram o pénis ao chegarem
na sala de coleta ou mesmo ao sairem da baia de maneira mais rapida (V1; Figura
6A). No entanto, observou-se similaridade no tempo de lavagem peniana (V2; Figura
6B) com dispersao homogénea no periodo pds-suplementagao.

Quanto ao tempo de secagem (V3; Figura 6C), as medianas sao similares com
maior dispersdo e menos homogeneidade para o periodo pos-suplementacdo. A
mediana do intervalo de tempo de espera dos garanhdes para a monta (V10; Figura
6D) no periodo pds-suplementagao apresentou valor proximo do quartil inferior em
relagdo a mediana do periodo pré-suplementacao. Tal fato pode ter sido relacionado
a maneira como os garanhdes foram conduzidos ao manequim para a monta, de forma
menos demorada durante o periodo pds-suplementagao, inerente a adaptacado do

animal ao manejo de coleta ao longo do tempo.
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Figura 6. Boxplot de varidveis comportamentais e dos procedimentos preparatorios

precedendo a monta dos garanhdes no manequim.

A) V1: Intervalo de tempo (seg) para exposigdo do pénis; B) V2: intervalo de tempo (seg) para lavagem peniana;
C) V3: intervalo de tempo (seg) para secagem; D) V10: intervalo de tempo (seg) de espera para a monta. Medianas

(quadrados dentro das caixas). *outliers

O condicionamento do comportamento dos garanhdes, sabidamente, depende
nao somente do ambiente, assim como da frequéncia e regularidade na qual os
procedimentos e intervencdes sdo executadas. A maneira como o animal é conduzido
ao manequim, ou seja, na presenga ou auséncia de fémeas no cio dentro da sala de
coleta, o respeito ao tempo necessario para que o mesmo se sinta confortavel e
seguro em realizar a monta e outras variaveis individuais do animal podem interferir
nesse intervalo de espera (JEANNERAT et al., 2017).

Quanto as variaveis relacionadas a intervengédo humana para limpeza e
higienizac&o (V2 e V3) para coleta de sémen dos garanhdes, os resultados revelam
gue o manejo da central privada conta com controle de qualidade, quanto a equipe
que realizou os procedimentos, ndo havendo diferengas significativas entre o periodo
pré e pés-suplementacao para a realizagao dos mesmos.

Mesmo apresentando mediana similar nesta variavel, observou-se dispersao e
menos homogeneidade, o que pode estar relacionada com as respostas individuais
dos garanhdes ao procedimento de secagem (V3), especificamente.

Neste procedimento € necessaria a abordagem humana caracterizada pelo
contato das mé&os do técnico com o pénis do animal, para finalizagdo da limpeza
iniciada com a lavagem. Tal procedimento é fundamental para a coleta, uma vez que
agua e umidade da extremidade da glande podem comprometer a qualidade do
sémen coletado.

O treinamento adequado de pessoas envolvidas em todo o processo de coleta

de sémen é essencial, sendo necessario treinamento adicional para acuracia a um
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nivel de competéncia, a fim de alcancar taxas de prenhez satisfatorias com técnicas
de inseminagao artificial utilizando baixas doses. Para tanto, os requisitos para
obtencao e processamento do sémen devem ter maior atengéo e serem realizados a
partir de técnicas e manuseio adequados (BRINSKO et al., 2011).

As reagdes de cada garanhao ao procedimento detalhado acima sao individuais
e, muitas vezes, nao se repetem da mesma forma com o mesmo animal, dependendo
da interacdo com o técnico, ambiente e condicionamento, como citado acima. Tal fato,
ressalta a importancia em se avaliar as variaveis comportamentais para compreensao
do repertério comportamental dos garanhdes. Obtendo um padrdo de
comportamentos normais, facilitando a identificacdo de anormalidades, para assim
criar estratégias visando eficiéncia, viabilizando o trabalho dos veterinarios e
funcionarios em centrais de reproducéo, otimizando a rotina, promovendo conforto aos
animais e eficiéncia do processo de coleta de sémen.

E esperado que o tempo necessario para a realizagdo dos procedimentos de
limpeza dos garanhdes nos dois periodos estudados (pré e pés-suplementacéo) tenha
sido similar. No entanto, as caracteristicas do grafico boxplot no periodo pos-
suplementagao, quanto a secagem (V3), devem ser consideradas e, possivelmente,
representam a individualidade de resposta de cada animal a suplementagdao, como

descrito anteriormente nas Tabelas 1 a 4.

6.2.2 Comportamento dos garanhdes (n=4) e procedimentos durante a monta e

coleta de sémen no manequim

O intervalo de tempo de erecgéo peniana (V4; Figura 7A) apresentou a mediana
do periodo pés-suplementagdo acima da mediana do periodo pré-suplementacao,
considerando as observagdes de todos os garanhdes. Apesar desta variavel nao ter
demonstrado diferenga significativa pelos resultados do grafico (Figura 5), quando o
comportamento dos quatro garanhdes foi analisado conjuntamente, deve-se salientar
que este intervalo de erecdo médio no pés-suplementacgao foi alterado positivamente
em trés garanhdes, como descrito anteriormente nas Tabelas 1 a 4.

O inicio e manutencao da ereg¢ao do pénis dependem do controle do sistema
nervoso central e de nervos simpaticos e parassimpaticos, os quais sao responsaveis
pelas respostas apresentadas pelos garanhdes mediante a exposi¢cao aos estimulos
necessarios (égua no cio, feroménios, respeito e liberdade de cortejo e demais

condi¢cbes ambientais favoraveis, como o siléncio) (ROSER, 1995).
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No entanto, o condicionamento dos animais e a aquisicdo da adaptacao e
familiaridade com o local e a equipe devem ser considerados, uma vez que no periodo
pos-suplementagdo os garanhdes ja haviam passado por tais experiéncias
anteriormente; o que pode ter contribuido para o aumento deste intervalo de erecao,
observado individualmente, embora nao representado pela mediana dos quatro
animais.

O intervalo de tempo de monta, em segundos (V5; Figura 7B) e o intervalo de
tempo para vagina artificial, em segundos (V6; Figura 7C) foram similares e
homogéneos em ambos os periodos pré e pos-suplementagao, quanto a mediana. No
entanto, € importante notar que no periodo pdés-suplementagdo, os dados se
comportaram de forma mais homogénea, podendo representar regularidade do
comportamento quanto a monta e a coleta na vagina artificial. Este fato pode contribuir
para 0 manejo e, possivelmente, resultar em coleta de sémen menos variavel, com
maior previsibilidade das rea¢des dos garanhdes a equipe, ambiente e demais fatores,
0s quais possam estar interferindo com a performance reprodutiva.

Quanto ao intervalo de tempo de recolhimento peniano, em segundos (V7;
Figura 7D), ndo houve diferenga quanto a mediana entre os periodos estudados. Esta
variavel se comporta de maneira mais homogénea quanto a disperséao e aos intervalos
observados no periodo pos-suplementacao.

A influéncia de fatores ambientais e intervengdes técnicas neste
comportamento de recolhimento sdo menos previsiveis, pois podem estar
relacionadas com o momento de desmonta do manequim, relaxamento dos membros
pélvicos e liberagdo de endorfinas presentes ao final da ejaculagdo (ROSER, 2001).
Portanto, o recolhimento do pénis no prepucio pode ser consequéncia de varios
fatores fisioldgicos e externos.

No presente estudo, esta variavel se comportou de maneira similar em ambos
periodos, o que leva a inferir que os fatores externos (técnicos, ambientais e manejo),

mantiveram-se estaveis durante todo o experimento.
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Figura 7. Boxplot de variaveis comportamentais e dos procedimentos durante a monta e coleta

de sémen no manequim.

A) V4: Intervalo de tempo (seg) de eregéo B) V5: intervalo de tempo (seg) de monta; C) V6: intervalo de tempo
(seg) para vagina artificial; D) V7: intervalo de tempo (seg) de recolhimento peniano. Medianas (quadrados dentro

das caixas). *outliers

A variavel intervalo de tempo para contragao glutea, movimento de cauda e
sapateamento, em segundos (V8; Figura 8A) e a variavel numero de contracgao glutea,
movimento de cauda e sapateamento (V9; Figura 8B) apresentaram medianas

similares entre os periodos pré e pdés-suplementacao.
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Figura 8. Boxplot de varidveis comportamentais da ejaculagdo durante a monta e coleta de

sémen no manequim.
A) V8: intervalo de tempo (seg) para contracdo glutea, movimento de cauda e sapateamento; B) V9: Numero de
contragdes gluteas, movimento de cauda e sapateamento dos garanhdes durante as coletas de sémen. Medianas

(quadrados dentro das caixas). *outliers

A variavel V8, referente ao intervalo de tempo dos movimentos, foi
caracterizada por maior dispersao dos dados no periodo pré-suplementacao,
comportando-se de maneira mais homogénea no periodo pés-suplementacgao; o que
pode ter resultado em evolucao positiva com a suplementagao e condicionamento dos
garanhdes ao longo do tempo.

A variavel V9, referente ao numero de movimentos observados, apresentou
menor dispersdo dos dados em ambos os periodos. Os resultados sugerem que 0s
garanhdes pos-suplementados realizaram o mesmo numero de movimentos em
menor periodo de tempo durante a monta.

Apesar de ndao ser o foco do presente estudo, a observacdo deste
comportamento pode levar a reflexdes sobre 0 quanto 0 momento de ejaculagéo apos
a monta no manequim possa ter sido mais rapido durante o periodo pos-
suplementacdo. Fato que poderia influenciar positivamente na coleta de sémen,
quanto as caracteristicas do ejaculado (quantidade de gel, volume, concentragdo e

outros parametros).
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7 CONCLUSAO

As repostas foram individuais para cada garanhdo e revelaram mudangas no
periodo pos-suplementacdo, considerando o repertério comportamental durante a
coleta de sémen (monta, vagina artificial e desmonta do manequim), os quais foram
representados por intervalo de tempo para monta, para ere¢cdo peniana e para
contragdo glutea, movimento de cauda e sapateamento. Tais comportamentos estédo
diretamente relacionados a performance reprodutiva e foram influenciados
positivamente pelo condicionamento e suplementacdo. Ainda quanto a resposta
individual nos momentos pré e pos-suplementagao, o garanhdo acima de 20 anos de
idade mostrou-se estavel quanto ao repertério comportamental, enquanto os demais

garanhdes mais jovens apresentaram mudangas nos parametros observados.
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