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Resumo 
Objetivou-se avaliar a associação da ultrassonografia Doppler com o exame clínico andrológico para identificação da 

qualidade reprodutiva de equinos no Brejo paraibano. Foram utilizados 11 equinos da raça Quarto de milha, com 

idade entre três a 27 anos. Os ejaculados foram colhidos pelo método de vagina artificial e as amostras seminais 

submetidas à avaliação a campo (motilidade subjetiva, integridade celular) e em laboratório (motilidade objetiva, 

integridade celular). Após colheita seminal, os animais foram submetidos à avaliação do fluxo sanguíneo testicular 

por ultrassonografia doppler. Diferenças (p<0,05) foram observadas entre os parâmetros de motilidade subjetiva, 

avaliada a campo, e motilidade objetiva, no laboratório. A integridade da membrana plasmática espermática foi 

semelhante nos testes a campo e em laboratório. Nos parâmetros ultrassonográficos, observou-se que o Índice de 

Pulsatilidade tem correlação positiva com amplitude de deslocamento lateral de cabeça (ALH) do espermatozoide. 

Por fim, com o aumento da idade dos reprodutores, observou-se redução da motilidade e menor aporte sanguíneo na 

região testicular, resultando em menor potencial de fertilidade. Conclui-se que o exame clínico andrológico, quando 

isolado, não determina a capacidade fértil de garanhões; a ultrassonografia associada ao método doppler identifica 

animais subférteis e pode ser uma ferramenta auxiliar na seleção de reprodutores equinos. 
Palavras-chave: Fertilidade; Índice de resistência; Membranas espermáticas. 
 

Abstract  
This study aimed to evaluate the association of Doppler ultrasound with clinical andrological examination to identify 

the reproductive quality of stallions in paraiban swamp region. Eleven horses were used, aged between three and 27 

years. The ejaculates were collected by the artificial vagina method and the seminal samples were submitted to field 

evaluation (subjective motility, cellular integrity) and in the laboratory (objective motility, cellular integrity). After 

seminal collection, the animals were submitted to testicular blood flow evaluation with Doppler ultrasound. 

Differences (P<0.05) were observed between the parameters of subjective motility, field-evaluated, and objective 

motility, in the laboratory. The integrity of the sperm plasma membrane was similar in field and laboratory tests. In 

the ultrasound parameters, it was observed that the Pulsatility Index has a positive correlation with lateral head 

displacement amplitude (ALH) of the spermatozoa. Finally, when evaluating age parameter, elderly animals 

presented reduced motility and lower blood supply in the testicular region, resulting in low fertility. It is concluded 
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that the clinical andrological examination, when isolated, does not determine the fertile capacity of stallions; doppler-

associated ultrasound identifies subfertile animals and can be an auxiliary tool in the stallions selection. 
Keywords: Fertility; Resistive index; Sperm membranes. 
 

Resumen  
Este estudio tuvo como objetivo evaluar la asociación de la eco-grafía Doppler con el examen clínico andrológico 

para identificar la calidad reproductiva de los sementales en la región del marisma de Paraíba. Se utilizaron once 

caballos, con edades comprendidas entre los tres y los 27 años. Los eyaculados fueron recolectados por el método de 

vagina artificial y las muestras seminales fueron sometidas a evaluación de campo (motilidad subjetiva, integridad 

celular) y en el laboratorio (motilidad objetiva, integridad celular). Después de la recolección seminal, los animales se 

sometieron a evaluación del flujo sanguíneo testicular con ultrasonido Doppler. Se observaron diferencias (P <0.05) 

entre los parámetros de motilidad subjetiva, evaluados en campo y motilidad objetiva, en el laboratorio. La integridad 

de la membrana plasmática de los espermatozoides fue similar en las pruebas de campo y de laboratorio. En los 

parámetros eco-gráficos, se observó que el Índice de Pulsatilidad tiene una correlación positiva con la amplitud de 

desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) de los espermatozoides. Finalmente, al evaluar el parámetro de edad, los 

animales de edad avanzada presentaron menor motilidad y menor riego sanguíneo en la región testicular, resultando 

en baja fertilidad. Se concluye que el examen clínico andrológico, cuando se aísla, no determina la capacidad fértil de 

los sementales; La eco-grafía asociada a Doppler identifica animales subfertiles y puede ser una herramienta auxiliar 

en la selección de sementales. 
Palabras clave: Fertilidad; Índice de resistencia; Membranas de esperma. 

 

1. Introdução 

O complexo do agronegócio equino no Brasil é uma atividade que movimenta, por ano, R$ 16,15 bilhões e gera 612 

mil empregos diretos, sendo responsável por desenvolver cerca de três milhões de postos de trabalho de forma indireta (Obino 

Filho, 2016). Neste contexto, ressalta-se a importância do cavalo no aspecto social, nas atividades de trabalho, esportes e lazer 

e, ainda, na equoterapia (Pereira et al., 2020). A região Nordeste, por sua vez, é importante impulsionadora da equinocultura 

devido à vaquejada, esporte que provém da cultura sertaneja nordestina, como grande manifestação popular e grande 

importância econômica para a região (Linhares & Sousa, 2020). 

A importância econômica de um reprodutor equino é fundamental dentro da equinocultura brasileira, pois muitos 

animais de alto valor zootécnico são exigidos durante repetidas estações reprodutivas pelo alto valor de suas coberturas. 

Portanto, falhas na fertilidade destes garanhões acarretam em prejuízos econômicos consideráveis (Hammes et al., 1996). 

A espécie equina foi considerada por muito tempo como a de menor fertilidade entre as espécies domésticas, o que foi 

atribuído a características de seleção e problemas relacionados ao manejo reprodutivo (Ginther, 1992). Desta forma, o exame 

clínico andrológico passa a ser uma ferramenta de grande importância na comercialização de garanhões e de ejaculados, já que 

diferentemente das outras espécies domésticas, estes animais não são selecionados pelo seu desempenho reprodutivo, e sim 

pelo seu pedigree, desempenho esportivo e outras características, como a conformação (Smith et al., 2006). 

Nesse aspecto é válido ressaltar a relevância do garanhão na reprodução equina, sendo responsável por produzir 

grande número de produtos por ano, uma vez que através de um único ejaculado pode fecundar várias éguas quando utilizadas 

biotécnicas reprodutivas. O exame do potencial de fertilidade de um garanhão inclui todas as etapas do exame clínico 

andrológico, e é indicado antes de iniciar a estação de monta, exposição, diagnósticos de sub ou infertilidade, ocorrência da 

puberdade, criopreservação de sêmen e comercialização (Papa et al., 2007). 

O exame andrológico permite uma avaliação pontual do ejaculado equino. Ao identificar patologias espermáticas ou 

diminuição do número de éguas prenhes, exames complementares como a avaliação ultrassonográfica do aparelho reprodutor 

equino podem fundamentar ou descartar a saúde reprodutiva do garanhão. Sabe-se que alterações significativas no fluxo 

sanguíneo podem influenciar negativamente a espermatogênese, porém, alterações discretas podem não ser evidenciadas no 

exame clínico andrológico e podem ser responsáveis pela redução na fertilidade do macho equino (Cunha et al., 2015).  

Baseado na importância do equino no agronegócio e a possível inserção de um método de avaliação complementar 
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para a rotina clínica andrológica, este trabalho teve por avaliar a relação entre exame andrológico, achados ultrassonográficos e 

a fertilidade em garanhões no estado da Paraíba. 

 

2. Metodologia 

O presente trabalho foi desenvolvido na região de Campina Grande/PB (7° 15‟ 18” de latitude sul e 35° 55‟ 28” de 

longitude oeste), no período entre outubro de 2016 a outubro de 2017. As condições climáticas locais apresentam temperaturas 

mais moderadas, considerado tropical com estação seca, com chuvas concentradas no outono e inverno, principalmente entre 

os meses de abril e julho, sendo este último o mês de maior precipitação, com média de 154 milímetros (AESA, 2017). 

Os procedimentos realizados nos animais foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Universidade Federal da Paraíba (Protocolo N° 124/2016 CEUA/UFPB). Onze equinos da raça quarto de milha foram 

utilizados, com idade entre três a 27 anos (cinco animais com idade entre três a cinco anos; seis animais a partir de seis anos de 

idade), e prévio histórico de fertilidade (fêmeas com prenhez confirmada após cópula ou inseminação artificial ou potros 

nascidos). Os animais eram alimentados com concentrado comercial (6 kg/animal/dia), feno tífton e água ad libitum, mantidos 

nas fazendas de criação. 

Foram realizadas duas colheitas de sêmen por animal, por semana, durante três semanas, totalizando seis amostras por 

animal. Os ejaculados foram colhidos pelo método de vagina artificial modelo Hannover, com temperatura média de 42 °C. A 

vagina foi revestida por uma camisinha sanitária e copo coletor composto por filtro de nylon para remoção da fração gel do 

ejaculado. Utilizou-se para a colheita um manequim natural, uma égua em estro. Após a colheita do sêmen, o ejaculado foi 

mantido fora da luz, sobre placa aquecedora (37 °C) durante a avaliação. O sêmen fresco foi avaliado quanto ao volume e 

aspecto no próprio copo coletor graduado. 

O sêmen in natura foi avaliado imediatamente após a colheita (CBRA, 2013) quanto à motilidade total subjetiva (0-

100%), concentração (x 106/mL), integridade (dupla coloração com os corantes eosina-nigrosina) e funcionalidade de 

membrana espermática (teste hiposmótico) segundo técnica descrita por Snoeck et al. (2014). 

Na sequência, as amostras foram diluídas em 1:1 com diluente comercial (BotuSêmen®, Botupharma, Brasil), 

envasadas (BotuIA, Botupharma, Brasil) e acondicionadas em caixa de transporte isotérmica (BotuFLEX®, Botupharma, 

Brasil), à 15 °C (Coelho & Dias, 2021). As amostras, então, foram transportadas para o Laboratório de Andrologia 

(ANDROLAB), com percurso médio de três horas, para avaliação objetiva da motilidade e da integridade de membrana 

plasmática e acrossomal. 

A avaliação da cinética espermática foi realizada através do sistema computadorizado para análise de espermatozoide 

(CASA, SCA; Microptics, SL, Versão 5.1, Barcelona, Espanha). Uma alíquota (5 µL) de amostra foi colocada sobre lâmina e 

lamínula (18x18 mm); ambas previamente aquecidas a 37 ºC e avaliada por microscopia de contraste de fase (Eclipse 50i, 

Nikon, Japão). As imagens das células espermáticas foram capturadas usando câmera de vídeo (Basler Vision Technologie 

A312FC, Ahrensburg, Alemanha), ampliação de 100x. Para cada amostra, foram gravados cinco campos aleatórios, não 

consecutivos, com observação mínima de 500 espermatozoides por captação. As seguintes variáveis foram avaliadas: 

motilidade total (MT; %), motilidade progressiva (MP; %), velocidade linear progressiva (VSL; µm/s), velocidade curvilínea 

(VCL; µm/s), velocidade média do percurso (VAP; µm/s), Frequência do batimento flagelar cruzado (BCF; Hz), amplitude do 

deslocamento lateral de cabeça (ALH; µm), retilinearilidade (STR; %) e linearidade (LIN; %). Os parâmetros do sistema 

CASA foram medidos com as seguintes configurações: temperatura de 37 °C; ampliação 100 x; número de imagens, 25; 

quadros por segundo, 25; área da cabeça, 20-70 µm²; VAP: 10 µm/s lentos; <45 µm/s médio; <75 µm/s rápidos; 

progressividade, 80% STR; circular, 50% LIN (Nery et al., 2020). 

Para análise da integridade de membrana plasmática e acrossomal (iPAM), 50 µL da amostra seminal foi corada com 
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5,0 µL de Iodeto de Propídeo (IPD; solução de trabalho: 1 mg/mL em PBS) e 5,0 µL de Isotiocianato de fluoresceína 

conjugada à aglutinina do amendoim (FITC-PNA; solução de trabalho: 0,04 mg/mL em PBS), homogeneizada e incubada a 

temperatura ambiente por cinco minutos e avaliada por meio de citometria de fluxo (ImageStream x Mark II; EMD Millipore 

Corp., Seattle, Washington). Um total de 5000 eventos por amostra foi capturado. O tamanho das células e a velocidade do 

fluxo foi de 7,0 μm e 44 mm/seg, respectivamente. Células marcadas com FITC-PNA foram coletadas no canal 2 (505-560 

nm), e marcadas com o IPD foram recolhidas no canal 5 (640-745 nm). O software INSPIRE foi usado, e a análise da imagem 

foi realizado usando o software de análise de imagem IDEAS 6.0. Os resultados obtidos foram expressos como percentual de 

células com membrana plasmática intactas (FITC-PNA-/IPD-). 

Antes do exame ultrassonográfico, os animais passaram por exame clínico para avaliação da frequência cardíaca, 

frequência respiratória, temperatura corporal, tempo de perfusão capilar, motilidade intestinal e colheita de sangue para análise 

hematológica. Para o exame ultrassonográfico, os animais foram contidos em tronco de contenção, mantidos em estação, e 

submetidos ao exame na região do testículo e cordão espermático. Utilizou-se o aparelho S2V (SonoScape Co., Ltda, China), 

equipado com transdutor linear e convexo, ambos multifrequenciais (3,5 a 7 MHz). Todos os exames de ultrassonografia foram 

realizados pelo mesmo operador, para evitar variação operacional. 

Inicialmente, no modo B e na frequência de 7 MHz foi identificada a artéria testicular (Figura 1A) e, após, o modo 

Power Doppler foi ativado para a avaliação dos parâmetros de fluxo sanguíneo (Figura 1B). Em seguida, o Doppler pulsátil 

avaliou a velocidade do fluxo sanguíneo vascular (Figuras 2A e 2B), com utilização do ângulo Doppler de 60º. Para avaliação 

dos parâmetros Doppler foi calculado a Velocidade Sistólica do Pico (VSP), a Velocidade Diastólica Final (VDF) e a 

Velocidade Máxima do Tempo (VMT); estes valores foram utilizados para o cálculo dos Índices de Resistência (IR: VSP-

VDF/VSP) e Pulsatilidade (IP: VSP-VDF/VMT). 

 

Figura 1 – Imagem ultrassonográfica do corte transversal da artéria testicular do garanhão em Modo B (A); Posicionamento 

do Modo Power Doppler no cordão espermático (B)  

Legenda: Plexo Direito (PD); Plexo Esquerdo (PE). Fonte: Autores. 
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Figura 2 – Corte transversal do cordão espermático de um garanhão (A). Modo Power Doppler de cor dos vasos do cordão 

espermático, exibição do método utilizado para medir um ciclo cardíaco usando Doppler pulsátil (B) 

Legenda: Plexo Direito (PD); Velocidade Sistólica do Pico (VSP; PSV em inglês); Velocidade Diastólica Final (VDF; EDV em inglês) e a 

Velocidade Máxima do Tempo (VMT; TAMV em inglês). Fonte: Autores. 
 

Durante a estação reprodutiva, os garanhões foram submetidos a três colheitas seminais por semana. Cada garanhão 

foi utilizado para a inseminação de éguas, de acordo com a demanda, ocasionando número variável de éguas inseminadas 

durante a estação de monta para cada reprodutor. O percentual de fertilidade foi calculado baseado na quantidade de éguas 

prenhes com uma única inseminação, mensuradas por ultrassonografia, aos 14, 28 e 60 dias pós-inseminação, sendo 

considerada como prenhez liberada a partir dos 60 dias. 

Para análise dos dados, o experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado. Os 

dados foram submetidos à análise de normalidade (Kolmogorov-Sminorv). Os dados não paramétricos foram submetidos à 

análise de variância (P<0,05) e as médias foram comparadas pelo teste F, utilizando o software R versão 3.4 (R Core Team, 

2017). Em complemento, realizou-se análise de regressão exponencial e teste de correlação Pearson. 

 

3. Resultados 

Para os resultados de motilidade, observou-se diferença (P<0,05) entre os parâmetros de motilidade total subjetiva 

(67,3%), avaliada a campo, e motilidade total avaliada no sistema computadorizado de avaliação espermática (44,9%). 

A análise do teste de integridade de membrana plasmática realizada a campo (43,6%, método dupla coloração com 

eosina-nigrosina) não apresentou diferença (P>0,05) quando comparada às análises realizadas no laboratório através das 

sondas fluoróforas (42,1%). Já o teste de funcionalidade de membrana (56,9%; HOST) apresentou diferença (P<0,05) quando 

comparado com a integridade de membrana tanto pelo método de coloração a campo quanto através das sondas fluoróforas. 

Não foi observada diferença (P>0,05) nos parâmetros vitais e na análise hematológica dos animais durante o 

experimento, independentemente da idade dos animais. Apesar da normalidade destes parâmetros, houve variação (P<0,05) no 

percentual da motilidade espermática em relação à idade dos garanhões, ou seja, no intervalo entre as idades de três a cinco 

anos, os animais apresentaram motilidade espermática ≤ 85,5% e animais com idade superior a seis anos apresentaram 

motilidade espermática ≤ 70,3%. 

O índice de resistividade apresentou diferença (P<0,05) quando comparada à idade dos animais. Os animais, a partir 

de seis anos de idade, demonstraram um ciclo cardíaco mais curto, aumentando o aporte sanguíneo nos testículos. Ao 

correlacionar os parâmetros de índice de resistência (IR) e índice de pulsatilidade (IP), e as análises dos parâmetros cinéticos 

da célula espermática mostraram que o IP tem correlação positiva (0,65) com amplitude de deslocamento lateral da cabeça do 

espermatozoide (ALH). 
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Durante a avaliação da fertilidade dos garanhões na estação reprodutiva (Tabela 1), observou-se que animais jovens 

(três a cinco anos de idade; valor médio de 82,5%) apresentaram taxa de fertilidade superior (P<0,05) aos animais mais velhos 

(a partir de seis anos; valor médio de 68,6%), de acordo com a taxa de prenhez obtida no período. 

 

Tabela 1 – Taxa de prenhez obtida com o uso de garanhões quarto de milha de diferentes idades no período de estação 

reprodutiva no Brejo paraibano 

Identificação Animal 
Idade do Garanhão 

(anos) 
Número de Éguas 

Inseminadas 
Taxa de prenhez (%) 

A 3 8 (07/08; 87,5%) 
B 3 16 (12/16; 75,0%) 
C 4 11 (09/11; 81,8%) 
D 5 32 (26/32; 81,2%) 
E 5 54 (47/54; 87,0%) 
F 6 8 (04/08; 50,0%) 
G 6 13 (10/13; 76,9%) 
H 8 15 (11/15; 73,3%) 
I 9 10 (09/10; 90,0%) 
J 13 20 (14/20; 70,0%) 
K 27 33 (17/33; 51,5%) 

Legenda: taxa de prenhez; dentro do parêntese, número de fêmeas inseminadas por números de fêmeas com prenhez  mantida aos 60 dias de 

gestação. Fonte: autores. 
 

4. Discussão 

Observou-se que a motilidade subjetiva a campo foi superior à análise de motilidade realizada pelo método 

automatizado (CASA). É importante ressaltar que na análise subjetiva, o nível de correlação pode sofrer u variação entre 0,15 e 

0,83 (Januskauskas et al., 2003) e a estimativa pela análise computadorizada, entre 0,82 e 0,98 (Farrell et al., 1996). Segundo 

Carvalho et al. (2009), durante a avaliação subjetiva, há uma tendência em superestimar a percentagem de espermatozoides 

móveis, especialmente em amostras com alta concentração espermática. Esta superestimação, entretanto, não é comum para a 

espécie equina que apresenta ejaculado com maior proporção de plasma seminal em relação aos espermatozoides. 

Deve-se considerar que as amostras foram acondicionadas, refrigeradas e transportadas para análise em outra 

localidade, o que acrescentou, em média, três horas de transporte para a avaliação. Sieme et al. (2015) afirmaram que 

espermatozoides são mais resistentes a refrigeração quando possuem altas concentrações de colesterol na membrana 

plasmática, que atua estabilizando-a e reduzindo a faixa de temperatura para a fase de transição. As avaliações realizadas neste 

estudo mostraram que, em condições de campo, a célula espermática tende a possuir maior motilidade, entretanto, pós-

refrigeração, há redução da motilidade, como observado na avaliação fornecida pelo método CASA, mesmo que em um curto 

período de tempo. 

Ao avaliar a integridade e funcionalidade de membrana espermática, observou-se correlação positiva (0,69) entre o 

teste de dupla coloração com eosina/nigrosina e a sonda fluorófora IPD. Pintado et al. (2000) ratificaram o papel do IPD como 

um bom indicador de células lesadas, pois observaram correlação positiva com a eosina/nigrosina/giemsa. Esta observação, no 

presente experimento, reforça que o teste eosina/nigrosina pode ser utilizado de forma segura a campo, pois os resultados 

obtidos são compatíveis à técnica de citometria de fluxo, sendo o primeiro um teste mais barato e prático de execução a campo 

para exame clínico andrológico em equinos. 

Vale ressaltar que a idade interferiu negativamente sobre a manutenção da motilidade. Roser (2001) cita a hipótese de 

garanhões com idade acima de quinze anos apresentarem redução na fertilidade, condição associada à redução na produção de 
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espermatozoides com motilidade progressiva e possível degeneração testicular; estas falhas reprodutivas iniciam-se 

precocemente, em nível testicular, evoluindo para o sistema endócrino. 

A redução da qualidade seminal ou da fertilidade em animais mais velhos é perceptível neste experimento, que não 

evidenciou diferença nos parâmetros clínicos dos equinos avaliados, porém estas alterações foram visualizadas no exame 

ultrassonográfico e nos resultados de prenhez. Arruda et al. (2010) orientam que a nutrição dos animais idosos é fundamental 

para a obtenção de bons resultados na reprodução e alterações neste aspecto poderiam comprometer a fertilidade de garanhões. 

Nas condições deste experimento podemos descartar a questão alimentar, visto que os animais receberam alimentação 

balanceada de acordo com a idade, assim como foi verificada a capacidade de ingestão de alimento por estes animais, sendo 

descartados alterações dentárias ou digestórias. Desta forma, é interessante abordar possíveis falhas reprodutivas. 

Pavlica e Barozz (2001) citaram que a funcionalidade do testículo está associada a uma boa perfusão testicular. Esta 

afirmação justifica os resultados encontrados neste experimento em animais a partir de seis anos de idade, uma vez que os 

animais mais velhos apresentaram o índice de resistividade menor em comparação aos animais mais jovens, dados 

corroborados por Ortega-Ferrusola et al. (2014). Schurich et al. (2009) relataram que o índice de resistência (IR) tem relação 

direta com a perfusão normal nos tecidos; qualquer alteração tissular nos testículos acarreta em alterações nas células 

espermáticas, já que a massa testicular é constituída entre 70 a 80% de túbulos seminíferos, e esses possuem uma concentração 

de oxigênio relativamente baixa quando comparado com outros órgãos. Menor resistividade indica maior fluxo sanguíneo, que 

eleva a temperatura testicular e pode culminar em degeneração testicular, prejudicando e reduzindo a espermatogênese 

(Alvarenga & Papa, 2009). 

Neste estudo, com o aumento da idade do garanhão foi percebido menor resistividade vascular, e pode indicar 

interferência na espermatogênese e consequente menor qualidade espermática. Nos resultados obtidos neste experimento foi 

verificada correlação positiva entre IP e ALH. De acordo com Verstegen et al. (2002), a ALH é um parâmetro indicativo de 

fertilidade devido à capacidade de penetração da célula espermática na zona pelúcida do oócito. Entretanto, o aumento da 

ALH, ainda no momento da avaliação seminal, é classificada como uma capacitação espermática precoce e pode justificar a 

diminuição da fertilidade de reprodutores mais velhos, considerando ainda a inseminação com sêmen refrigerado, uma vez que 

o sêmen apresentaria menor tempo de viabilidade no trato reprodutor da fêmea e comumente a inseminação não ocorreria no 

momento da ovulação, ainda mais na espécie equina, que apresenta uma janela de ovulação (Pimentel et al., 2014). 

O exame clínico andrológico, pela avaliação dos parâmetros de motilidade subjetiva, integridade e funcionalidade de 

membrana plasmática não justificariam a diminuição da fertilidade em animais mais velhos, assim como a alteração nos 

parâmetros cinéticos, entretanto, a adição do exame ultrassonográfico com a ferramenta doppler pôde fundamentar tais 

achados. 

 

5. Conclusão 

Conclui-se que o exame clínico andrológico, quando isolado, é limitado para atestar a capacidade fértil de garanhões; 

a ultrassonografia associada ao método doppler identifica animais subférteis e pode ser uma ferramenta auxiliar ao exame 

clínico andrológico na seleção de reprodutores equinos. 
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