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RESUMO 

PAULO, O.L.O.H. PERFIL PROTEICO DOS ESPERMAZOIDES DO EJACULADO 

E DO EPIDÍDIMO DE CÃES: EM BUSCA DE UM ANTÍGENO ESPERMÁTICO 

PARA CONTRACEPÇÃO. Botucatu – SP. 2019. 47p. Tese (Doutorado) – 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade 

Estadual Paulista. 

 

Vacinas contraceptivas têm sido propostas como uma forma mais rápida e menos 

invasiva para esterilização de cães. Este estudo objetivou descrever a relação 

entre as proteínas das células espermáticas ejaculadas e do epidídimo, do 

plasma seminal e do fluído epididimário, produzindo base experimental para o 

design destas vacinas. Para isso, utilizou-se 5 cães (n = 5), dos quais foram 

obtidos o ejaculado e, após a orquiectomia, o produto da recuperação da cauda 

do epidídimo. As amostras foram submetidas a avaliação da concentração, 

morfologia, cinética espermática, citometria de fluxo e teste de ligação em 

membrana perivitelínica de ovo, sendo separadas em 4 grupos: plasma seminal 

(PS), fluido epididimário (FE), espermatozoides do ejaculado (EJAC) e do 

epidídimo (EPID). Para análise proteômica a digestão das proteínas dos 4 grupos 

foi feita in gel e avaliadas em espectrômetro de massas Q-Tof. Os parâmetros de 

motilidade progressiva, retilinearidade, linearidade, coeficiente de oscilação, 

produção de H2O2 e percentagem de membrana plasmática íntegra e acrossomal 

lesada foram mais expressivos (P< 0,01) no grupo EJAC do que no EPID. Foram 

encontradas 177 proteínas entre EJAC e PS (16 up-regulated no EJAC e 14 no 

PS); 241 proteínas entre EPID e FE (27 up-regulated no EPID e 14 no FE); e 210 

proteínas entre EJAC e EPID (3 up-regulated no EJAC e 17 no EPID). 

Palavras-chave: canino, epidídimo, plasma seminal, proteômica, viabilidade 

espermática 
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ABSTRACT 

PAULO, O.L.O.H. PROTEIN PROFILE OF SPERMATOZOA FROM 

EJACULATED AND EPIDIDYMIS OF DOGS: SEARCHING FOR A SPERMATIC 

ANTIGEN FOR CONTRACEPTION. Botucatu – SP. 2019. 47p. Thesis (Doctoral 

Degree) – School of Veterinary Medicine and Zootechnics, Campus Botucatu, São 

Paulo State University. 

 

Contraceptive vaccines has been proposed as a faster and less invasive way to 

sterilize dogs. This study aimed to describe the relation between proteins of 

ejaculated sperm cells and epididymis, seminal plasma and epididymal fluid, 

producing an experimental basis for designing these vaccines. For this, 5 dogs (n 

= 5) were used, from which the semen and, after orchiectomy, the epididymis tail 

recovery product was obtained. Samples were submitted to concentration, 

morphology, sperm kinetics, flow cytometry and egg perivitellin membrane 

binding test analisys, and separated into 4 groups: seminal plasma (PS), 

epididymal fluid (EF), ejaculate spermatozoa (EJAC) and epididymis 

spermatozoa (EPID). For proteomic analysis the protein digestion of the 4 groups 

was performed in gel and evaluated by Q-Tof mass spectrometer. The 

parameters of progressive motility, rectilinearity, linearity, wobble, H2O2 

production and percentage of plasma membrane integrity and damaged 

acrosomal membrane were more expressive (p <0.01) in the EJAC group than in 

EPID group. 177 proteins were found between EJAC and PS (16 up-regulated in 

EJAC and 14 in PS); 241 proteins between EPID and FE (27 up-regulated in 

EPID and 14 in FE); and 210 proteins between EJAC and EPID (3 up-regulated 

in EJAC and 17 in EPID). 

Keywords: canine, epididymis, proteomics, seminal plasma, sperm viability
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1 – Introdução e justificativa 

        No Brasil, existem 52,2 milhões de cães, 22,1 milhões de gatos e quatro 

milhões de outros pets. Em média, as cidades brasileiras possuem uma relação 

de um cão para cada seis habitantes e um gato para cada 16 habitantes (IBGE - 

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística, 2015). É difícil computar o número 

de animais não domiciliados ou errantes, muitos deles resultados de crias 

indesejadas e abandono. Contudo sua superpopulação é um risco tanto para a 

saúde pública, com a transmissão de zoonoses e ataques a seres humanos, 

quanto para os animais que ficam sujeitos a maus tratos e privação de alimento. 

(LIMA et al., 2010). Há também o risco destes animais influenciarem 

negativamente espécies ameaçadas nativas, seja por predação ou por 

competição interespecífica, independentemente de estarem em áreas protegidas 

ou da densidade populacional local (LESSA et al., 2016). Diferentes trabalhos 

apontam que esta é uma questão de relevância internacional (BUTLER et al., 

2004; BUTLER; DU TOIT, 2002; REECE et al., 2008; REESE, 2005; NATOLI et 

al. 2006). Desta forma, faz-se necessário o controle de natalidade destes 

animais, a fim de reduzir as consequências da superpopulação.  

A esterilização cirúrgica é o método mais utilizado em pequenos animais 

para o controle populacional, embora seja uma técnica invasiva e de custo 

elevado, que requer anestesia, profissionais qualificados, equipamentos próprios 

e centros cirúrgicos para realizá-la, além de cuidados pós-operatórios. Com isso, 

o interesse em métodos não cirúrgicos de controle populacional de animais vem 

aumentando cada vez mais, sobretudo em países em desenvolvimento 

(DONAVAN, et al., 2012; PALMER et al., 2018).  

 Vacinas contraceptivas ou esterilizantes têm sido estudadas como método 

contraceptivo para animais e humanos. Na medicina veterinária, busca-se por 

uma vacina esterilizante que não necessite de reaplicações para alcançar seu 

efeito e que tenha longa durabilidade. Vacinas contraceptivas são produzidas 

contra os hormônios da reprodução e contra antígenos relacionados aos gametas 

(espermatozoides ou ovócitos) (MEEUSEN et al., 2007). 

O desenvolvimento de uma vacina contraceptiva objetiva alcançar uma 

resposta imune capaz de bloquear uma parte do processo reprodutivo de forma 

segura e eficaz. Vacinas baseadas nos hormônios da reprodução visam 
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neutralizar os níveis circulantes dos mesmos, enquanto as baseadas nos 

antígenos de óvulos e espermatozoides buscam interferir no processo de 

fertilização (ALEXANDER, BIALY, 1994). O entendimento de que anticorpos 

obtidos contra hormônios e gametas estão associados com a infertilidade 

embasam a possibilidade de usar a imunização como método contraceptivo 

(PRIMAKOFF et al., 1990). Este método inicia-se com a identificação de 

componentes essenciais para o processo reprodutivo. A partir deste 

conhecimento, uma versão recombinante é gerada e expressa em sistemas 

específicos para a produção em larga escala. O antígeno sintético é combinado 

com uma molécula carreadora e utilizado como vacina injetável ou oral. A 

formulação estimula o sistema imunológico a gerar uma resposta contra o 

antígeno específico, suprimindo a fertilidade. Dois tipos de resposta imune são 

gerados: humoral (anticorpos circulantes) que bloqueia a fertilidade por se ligar e 

bloquear a função do antígeno no trato reprodutor; e a celular (células T) que 

destrói diretamente a célula produtora do antígeno, causando esterilidade 

permanente (SCHILLER, 2010). Assim, a vacinação com antígenos 

espermáticos (peptídeos recombinantes, peptídeos sintéticos ou DNA) causam 

contracepção de machos e fêmeas por induzir a resposta sistêmica e anticorpos 

antiespermatozoides locais (NAZ, 2011a).  

 Modernas técnicas de biologia molecular, como o estudo do proteoma 

espermático, podem ser empregadas para produzir base experimental para o 

design de inibidores de pequenas moléculas com efeitos antifertilidade (SURI, 

2005, 2007). 

 A análise proteômica consiste no campo de pesquisa que trata da 

identificação em larga escala dos componentes proteicos expressos pelo genoma 

(ANDERSON; ANDERSON, 1998). Na reprodução animal, a análise proteômica 

pode desempenhar importante papel na identificação de proteínas que possam 

ser estabelecidas como marcadores de fertilidade para a seleção de reprodutores, 

ou ainda, na seleção de ejaculados com maior tolerância ao processo de 

congelação/descongelação, diminuindo gastos e potencializando os resultados 

(BARROS et al., 2013). Resultados destes estudos têm encontrado diferentes 

moléculas relacionadas à fertilidade, incluindo algumas capazes de promover a 

contracepção. No cão, poucos estudos envolvendo proteínas provenientes do 



4 

 

plasma seminal e da membrana espermática foram conduzidos com este 

propósito, apesar da necessidade e busca continua por um método contraceptivo 

de baixo custo e pouco invasivo para o controle populacional na espécie. 

O objetivo deste estudo é descrever a relação entre as proteínas das células 

espermáticas ejaculadas e do epidídimo, do plasma seminal e do fluído 

epididimário e estabelecer uma relação entre as proteínas de destaque nestes 

grupos e a capacidade de concepção de um novo indivíduo. 

2. Revisão de Literatura 

   2.1. Espermatogênese 

O processo de formação contínua dos espermatozoides é denominado 

espermatogênese. Este processo inicia-se na puberdade e continua por toda a 

vida do macho envolvendo diferentes etapas: mitose celular, que promove a 

renovação de espermatogônias; divisão e diferenciação das espermatogônias; 

meiose celular visando a redução do número de cromossomos, que permita, após 

a fecundação do ovócito, a geração de uma célula diploide com os genes 

maternos e paternos; e a espermiogênese, que é a diferenciação da célula 

haploide com formato arredondado, comum a outras células, em uma estrutura 

diferenciada e complexa denominada espermatozoide (FOOTE et al.,1972). 

A espermatogênese ocorre no interior dos túbulos seminíferos, estruturas 

espiraladas que compõem a maior parte do parênquima testicular. Entre os 

túbulos seminíferos há um tecido intersticial, no qual estão localizadas as células 

de Leydig, produtoras de testosterona, vasos sanguíneos e linfáticos, além de 

nervos e tecido conjuntivo (Figura 1, FAWCETT et al.,1973). 

Cada túbulo seminífero é envolto por uma membrana basal que os separa 

do tecido intersticial. A separação entre os tecidos é denominada barreira hemato-

testicular, composta por células mióides peritubulares e pela justaposição dos 

processos citoplasmáticos das células de Sertoli contíguas, com junções 

comunicantes, próximas do local que iniciam-se as meioses celulares (FAWCETT 

et al., 1970). Esta barreira tem como função criar um ambiente adequado à 

diferenciação das células em espermatozoides, impedir a passagem de 

substâncias de alta massa molecular e a ação do sistema imunológico, que 

passaria a reconhecer as células haploides como estranhas ao organismo 
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(MRUK; CHENG, 2004). 

 

 

Figura 1. Túbulos seminíferos e tecido instersticial. A seta aponta as células de 

Leydig e o epitélio germinativo. Fonte JUNQUEIRA e CARNEIRO (2013). 

 

Já os túbulos seminíferos são compostos por três compartimentos, basal, 

adluminal e lúmen. O compartimento basal é composto por células diploides, que 

ainda não passaram pela meiose, enquanto que o compartimento adluminal 

compreende as células que passaram ou estão passando de meiose, tornando-se 

haploides. Este processo de diferenciação se dá a partir da membrana basal em 

direção ao lúmen do túbulo seminífero conforme ocorre a divisão celular. Assim, 

próximas da membrana basal estão as espermatogônias que vão se 

diferenciando em espermatócitos primários e secundários, espermátides 

redondas (iniciais) e alongadas (finais) e, quando junto ao lúmen, em 

espermatozoides (Figura 2, FOOTE et al.,1972). 

Na face interna dos túbulos seminíferos, ao longo de toda sua extensão, 

estão dispostas as células de Sertoli, cuja função é nutrir e sustentar as células 

germinativas que darão origem aos espermatozoides. A espermatogênese é 

dividida em 3 fases: espermatocitogênese, de meiose e espermiogênese 

(JOHNSON et al., 1997). Na fase de espermatocitogênese, as espermatogônias 

do tipo A (células tronco) ou primordiais sofrem uma série de divisões mitóticas, 
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originando espermatogônias intermediárias e posteriormente do tipo B. Esta fase 

é importante para a renovação das células tronco. Após mais uma divisão por 

mitose, originam os espermatócitos primários. A partir deste ponto inicia-se a fase 

meiótica, a qual envolve os espermatócitos primários e secundários para a 

formação de espermátides redondas (iniciais) haploides. A terceira fase é a de 

diferenciação ou espermiogênese, que não envolve divisões celulares e as 

espermátides redondas se alongam dando origem aos espermatozoides (Figura 

3). 

 

Figura 2. Segmento do túbulo seminífero e tecido intersticial mostrando a 

formação do epitélio seminífero e populações celulares. Fonte: JUNQUEIRA e 

CARNEIRO (2013). 

 

 

Figura 3. Modificações das espermátides para formação dos espermatozoides, 

durante a espermiogênese. Fonte: JUNQUEIRA e CARNEIRO (2013). 
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Esta diferenciação compreende a formação do acrossoma pelo aparelho de 

Golgi, da cauda pelos centríolos, a formação da peça intermediária contendo as 

mitocôndrias e a condensação do núcleo, quando as proteínas da cromatina 

(histonas) aumentam sua quantidade de arginina, cisteína e o número de pontes 

dissulfeto. O espermatozoide formado é então liberado no lúmen do túbulo 

seminífero e conduzido ao epidídimo para maturação (JOHNSON et al., 1997). 

Uma vez liberados no lúmen, os espermatozoides, imersos em um fluido 

produzido pelas células de Sertoli e composto por diferentes moléculas e íons, 

são conduzidos aos túbulos retos, localizado no mediastino testicular, que 

compõe a rede testicular ou rete testis que desembocam nos ductos eferentes, 

cuja junção resultará no ducto epididimário (O’DONNEL et al., 2011). 

No cão, a espermatogênese ocorre em um intervalo de 62 dias, ou seja, 4,5 

vezes a duração de um ciclo espermático que é de 13,6 dias (JOHNSTON et al., 

2001). 

 

   2.2. Composição do espermatozoide e fisiologia do movimento 

O espermatozoide, ao final de sua diferenciação celular, é dividido em 

cabeça e cauda e é recoberto por membrana plasmática em toda sua extensão. O 

interior da cabeça espermática contém o material genético condensado que será 

usado na formação do zigoto. Em sua porção anterior e recobrindo a cabeça do 

espermatozoide, encontra-se o conteúdo acrossomal, delimitado pelas 

membranas acrossomais interna e externa. O conteúdo acrossomal é composto 

por enzimas, cujo principal papel está envolvido na superação da zona pelúcida 

que envolve o ovócito (GARNER, HAFEZ, 2004). 

O axonema é a principal estrutura da cauda do espermatozoide e é formada 

por nove pares de microtúbulos periféricos distribuídos em torno de um par de 

microtúbulos centrais. Os microtúbulos são compostos principalmente pelas 

proteínas α e β tubulinas, sendo que cada microtúbulo é formado por um conjunto 

de duas subfibras A e B. De cada par de microtúbulos externos, a partir da 

subfibra A, projetam-se um braço externo e um interno formados por uma proteína 

chamada de dineína, constituindo a força motriz que movimentará a cauda do 

espermatozoide. Existem também nove estruturas radiais que partem dos 

microtúbulos periféricos em direção aos microtúbulos centrais, em um padrão 
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helicoidal, e uma proteína de ligação chamada nexina que ajuda a dar 

estabilidade ao conjunto (RAHME; HENRY, 2013). 

A cauda do espermatozoide é subdividida em colo ou pescoço, peça 

intermediária, peça principal e peça terminal da cauda. O colo é o local de ligação 

entre a cabeça e a cauda do espermatozoide. A peça intermediária é a região na 

qual as mitocôndrias estão alinhadas em torno da cauda. Neste ponto, a cauda 

possui nove fibras densas externas, que se colocam ao redor dos microtúbulos 

periféricos do axonema e são envolvidos por uma bainha mitocondrial exclusiva 

da peça intermediária. Entre as peças intermediária e principal existe uma 

estrutura chamada anulus que as delimita. A peça principal, além de não possuir 

a bainha mitocondrial tem o número de fibras densas reduzidas de 9 para 7, uma 

vez que as fibras densas 3 e 8 dão lugar a colunas longitudinais de bainhas 

fibrosas que são interconectadas por estruturas chamadas de costelas que 

conferem estabilização as mesmas. Estas colunas longitudinais são estruturas 

exclusivas da peça principal. A peça terminal é a parte final da cauda onde existe 

apenas o axonema envolto pela membrana plasmática (Figura 4 e 5, TURNER, 

2003). 

Os movimentos da cauda são responsáveis pela motilidade e propulsão do 

espermatozoide. Em mamíferos, existem dois tipos de movimentos, o ativo e o 

hiperativo (SUAREZ; OSMAN, 1987). O movimento ativo é simétrico e de baixa 

amplitude, sendo adequado para que o espermatozoide se desloque do modo 

retilíneo, a fim de ultrapassar o útero e chegar à tuba uterina (TURNER, 2006). O 

movimento hiperativo é assimétrico, de alta amplitude e ocorre após a 

capacitação do espermatozoide, facilitando sua aproximação e penetração no 

ovócito (HO; SUAREZ, 2001). 

Para que o espermatozoide se movimente é preciso uma fonte de energia 

como o ATP, que é obtido, assim como em outras células, pelo processo de 

respiração mitocondrial. Diferentemente de outras células, as mitocôndrias do 

espermatozoide possuem uma variedade de enzimas que, quando 

desequilibradas, geram defeitos no metabolismo mitocondrial, sem afetar as 

demais células somáticas (TURNER, 2006).  
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 Figura 4. Porções da célula espermática (Fonte: adaptado de GARNER; HAFEZ, 

2004). 

 

 

Figura 5. Estrutura do flagelo do espermatozoide de mamíferos (Fonte: adaptado 

de TURNER, 2003).  

 



10 

 

Foram demonstradas diferenças metabólicas relacionadas a espécie nas 

mitocôndrias espermáticas, influenciando na capacidade dos espermatozoides de 

diferentes espécies em metabolizar diferentes substratos. Isto pode estar 

relacionado com as diferenças no substrato encontrado no aparelho reprodutor 

das fêmeas de cada espécie e pode explicar a necessidade de se utilizar 

diferentes meios extensores para diferentes espécies (STOREY, KAYNE, 1980).  

Além da atividade mitocondrial, que é restrita a peça intermediária, o 

espermatozoide obtém a maior parte da energia requerida para a movimentação 

de sua cauda pela glicólise realizada ao longo das colunas da bainha fibrosa 

presentes na peça principal (TURNER, 2006).  

O início da movimentação da cauda do espermatozoide é regulado 

principalmente pela ação da adenosina monofosfato cíclica (cAMP) sobre a 

ativação da proteína quinase A (PKA) e pela variação dos níveis de cálcio na 

célula espermática (RAHME; HENRY, 2013). 

De forma simplificada, a movimentação do espermatozoide inicia pela 

ativação da ATPase dineína, que causa a ligação e contração dos braços de 

dineína e promovendo o deslizamento dos pares de microtúbulos de uma 

hemiparte da cauda do espermatozoide, enquanto a outra parte permanece em 

repouso. A seguir, os microtúbulos ativados voltam a posição de repouso e em 

seguida os da outra hemiparte são ativados. Esta condição vai se alternando e, 

desta forma, conforme estes túbulos deslizam entre si a cauda do espermatozoide 

se dobra, produzindo o movimento (Figura 6, TURNER, 2003). 
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Figura 6. Mecanismo de movimento espermático simplificado no qual a dineína 

do axonema gera a frequência flagelar. As linhas paralelas representam os pares 

de microtúbulos externos do axonema (PMEA). As estruturas numeradas 

representam os braços de dineína entre os PMEA. (A) Nenhum dos braços de 

dineína está ativo e não há curvatura flagelar. (B) O primeiro braço de dineína se 

ligou ao par de microtúbulos adjacente. (C) O primeiro braço de dineína gerou um 

movimento para baixo, resultando em microtúbulos adjacentes passando um pelo 

outro (setas grandes). Como os dois pares de microtúbulos estão ancorados na 

cabeça do espermatozóide, essa força deslizante é traduzida em uma curva do 

axonema - o início de uma batida flagelar. Além disso, o segundo braço de 

dineína se ligou ao par de microtúbulos adjacente. (D) O primeiro braço de 

dineína liberou o par de microtúbulos adjacente, enquanto o segundo braço de 

dineína gerou um movimento para baixo. Isso resulta na propagação da curvatura 

flagelar ao longo do comprimento dos microtúbulos. O terceiro braço de dineína 

se ligou ao microtúbulo adjacente. (E) O batimento flagelar está sendo propagado 

pelo movimento descendente do terceiro braço de dineína, enquanto o segundo 

braço de dineína libera o par de microtúbulos adjacente e o primeiro braço de 

dineína retorna à sua posição original, preparando-se para outro movimento. Essa 

seqüência acontece para todos os 9 pares de braços de dineína e seus 9 pares 

de microtúbulos externos associados de maneira assíncrona, mas coordenada, ao 

redor da circunferência e ao longo de todo o comprimento do flagelo, resultando 

em um batimento flagelar normal. (Fonte: TURNER, 2003) 
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   2.3. Maturação espermática 

O espermatozoide liberado no lúmen dos túbulos seminíferos, ainda está 

imaturo e, para que possa fertilizar o ovócito, deve passar por um processo de 

maturação que ocorre no epidídimo ao entrar em contato com os componentes do 

fluido epididimário, secretados por suas células estruturais (JERVIS; ROBAIRE, 

2001). 

O epidídimo é uma estrutura adjacente ao testículo, que pode ser 

anatomicamente dividida em cabeça, corpo e cauda. Na cabeça e corpo ocorre a 

maturação, enquanto na cauda, o espermatozoide maturo é armazenado em um 

estado de quiescência, obtido pelo controle de pH e pelos baixos níveis de cálcio 

(GARNER; HAFEZ, 2004). 

O fluido epididimário é composto principalmente por proteínas e lipídios 

oriundos das secreções do epitélio epididimário (GUYONNET et al., 2011), 

controladas principalmente pela di-hidrotestosterona (TURNER, 1991). 

Durante o processo de maturação ocorre o aumento da compactação do 

DNA no núcleo do espermatozoide, aumento da concentração intracelular de 

adenosina monofosfato (AMPc), aumento da permeabilidade e alterações na 

membrana plasmática influenciando o potencial mitocondrial e motilidade 

espermática, e migração da gota citoplasmática para a porção distal da cauda do 

epidídimo (HENRY; ECHEVERRY, 2013). 

   2.4 Ejaculação 

Para que a ejaculação ocorra é preciso que o macho apresente ereção 

peniana. A ereção canina ocorre por estimulo olfativo, despertado pela ação de 

feromônios liberados pela fêmea no período do estro, ou mesmo pela associação 

entre a rotina de tratamento e o coito (ENGLAND, G.C.W., 2013). 

Para que a ereção aconteça, é preciso a ação de impulsos vindos dos 

nervos erigentes, que são compostos de fibras parassimpáticas oriundas das 

fibras dos nervos sacrais e pélvicos. Estes impulsos levam a dilatação das 

artérias pudendas externa e interna, alimentando de sangue o corpo cavernoso 

do pênis. Ocorre então a contração dos músculos isquiouretrais que limita o 

retorno venoso da área. O sangue retido causa a intumescência do bulbo peniano 

e a elongação da glande. O intumescimento do bulbo peniano impede a retirada 
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do pênis do trato genital feminino, prevenindo o refluxo espermático enquanto 

acontece a ejaculação (KUTZLER, 2005) 

Na sequencia o macho instintivamente vira-se de costas para a cadela, 

promovendo a rotação peniana em 180° em direção caudal. O osso peniano do 

cão previne a oclusão do óstio uretral durante e ereção e rotação peniana 

(GRANDAGE, 1972). 

A ejaculação acontece pela estimulação dos nervos simpáticos do pênis, 

que geram contrações dos músculos bulbocavernoso e isquiocavernoso, 

impelindo o conteúdo dos ductos deferentes e fluido prostático para o canal da 

uretra (KUTZLER, 2005).  

O ejaculado canino possui três frações distintas. A primeira e a última são 

produzidas pela próstata, que é a única glândula acessória presente na espécie 

(ENGLAND, ALLEN, 1990). A primeira fração tem a ação de limpar o canal da 

uretra para que urina ou debris celulares não influenciem negativamente no 

sêmen. Durante o acasalamento esta primeira fração acaba sendo descartada 

antes da penetração na fêmea (ENGLAND, G.C.W., 2013). A terceira fração tem 

a função de impelir a segunda fração, ejaculada na porção cranial da vagina, 

diretamente para o útero, onde o aumento das contrações uterinas causadas pelo 

acasalamento conduz o sêmen viável ao corno uterino e estimula a eliminação de 

espermatozoides mortos e outros possíveis contaminantes do útero (ENGLAND et 

al., 2006). 

A segunda fração é a rica em espermatozoides e é proveniente do ducto 

deferente, sendo ejaculada após o intumescimento do bulbo peniano. Com o 

término da ejaculação, a ereção termina e o pênis pode ser removido da cadela 

(ENGLAND, G.C.W., 2013). 

Espermatozoides armazenados em fluido prostático tornam-se menos 

viáveis do que os armazenados em meios extensores. Entretanto durante a 

cópula é provável que o fluido prostático atue juntamente com o plasma seminal 

prevenindo que o sêmen seja prejudicado por células polimorfonucleares e 

colaborando no preparo do substrato do trato reprodutor da cadela, modulando 

efeitos inflamatórios locais causados pela deposição do sêmen no canal vaginal 

(ENGLAND et al., 2013). 
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      2.5. Reação do acrossomo e fertilização 

Ao chegar próximo ao ovócito, sob influência da progesterona e do cálcio, o 

espermatozoide sofre um processo denominado reação do acrossomo, que se 

liga a zona pelúcida e promove a liberação das enzimas presentes no acrossoma, 

permitindo assim que o mesmo ultrapasse esta barreira. Esta ligação é espécie 

específica e ocorre pela ligação com proteínas, chamadas de egg binding 

proteins, localizadas na membrana da cabeça do espermatozoide (HENRY; 

ECHEVERRY, 2013). 

Após superar a zona pelúcida, a membrana acrossomal interna liga-se a 

membrana do óvocito, para a fertilização. Este mecanismo é conduzido via ação 

de proteínas de superfície celular, chamadas ADAM (desintegrina A e 

metaloprotease) (WOLFSBERG; WHITE, 1996). 

 

   2.6. Proteômica dos espermatozoides e fluídos 

        2.6.1. Proteínas do plasma seminal 

O plasma seminal é um fluido composto por um conjunto de secreções do 

testículo, epidídimo e glândulas sexuais acessórias. Conhecer a composição 

deste fluído auxilia na compreensão dos mecanismos que envolvem a função 

espermática antes e após a ejaculação (AQUINO-CORTEZ et al., 2017). 

Evidências sugerem que o plasma seminal exerce múltiplos efeitos na 

função espermática e no trato genital feminino. Uma característica essencial da 

maturação pós-testicular é a remodelação da superfície espermática por 

interações específicas de proteínas e glicoproteínas, as quais são secretadas no 

trato feminino e estão também presentes no plasma seminal. Proteínas 

secretórias, ligadas aos espermatozoides, parecem estar envolvidas no 

estabelecimento dos reservatórios espermáticos na tuba uterina, no controle da 

capacitação espermática pela ação negativa (fatores decapacitantes), como 

fatores de regulação positiva (estimulação da capacitação) e nos eventos iniciais 

e centrais do processo de fertilização, estabelecendo um reservatório de 

espermatozoides na tuba uterina, modulando a capacitação e a interação dos 

gametas (MANJUNATH e THERIEN, 2002; TOPFER-PETERSEN et al., 2005). 

No cão, o plasma seminal é composto pela secreção de apenas uma 

glândula sexual acessória, a próstata, cujas funções são andrógeno dependentes 
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(DUBÉ et al., 1983; FRENETTE et al., 1987; ENGLAND, ALLEN, 1990). Essas 

secreções, em grande parte, são proteínas enzimáticas (ISACS; COFFEY, 1984), 

e a principal delas é arginina esterase, conhecida como proteína específica 

prostática canina (Canine Prostatic Arginine Esterase - CPSE) (CHAPDELAINE et 

al. 1984; McENTEE et al.,1987), consistindo 90% das proteínas secretadas pela 

próstata e 30% das proteínas do plasma seminal (DUBÉ, 1994). Foi descrito um 

alto grau de afinidade entre a arginina esterase do plasma seminal e uma HBP 

(Heparin Biding Protein) equina (SSP-7) (CALVETE et al., 1995). O significado in 

vivo da sua atividade proteolítica ainda permanece desconhecido, alguns autores 

sustentam a hipótese de que a CPSE se liga ao espermatozoide, assim, a enzima 

poderia catalisar proteínas na superfície espermática ou poderia ser transportada 

como proteína “ligada” e agir em sítios distantes (DUBÉ, 1994). 

No cão, Souza et al. (2002), utilizando gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), 

sob condições desnaturantes, encontraram no plasma seminal 25 bandas, com 

pesos moleculares variando de 136 kDa a 3,5 kDa, em 5 cães de fertilidade 

desconhecida. Posteriormente, com um número maior de cães (n=20), foram 

identificadas 37 bandas e verificou-se uma correlação positiva entre a 

densitometria de duas bandas proteicas (67 kDa e 58,6 kDa) e a motilidade 

espermática, vigor e testes que avaliaram a integridade e funcionalidade da 

membrana espermática (SOUZA, 2003; SOUZA et al., 2007). Semelhantemente, 

Cheema et al. (2011), em estudo com plasma seminal de cães (n=5), 

correlacionaram positivamente proteínas com pesos moleculares de 82 kDa, 70 

kDa, 24 kDa e 14 kDa com a motilidade espermática, porcentagem de 

espermatozoides vivos e integridade de membrana.   

Souza et al. (2006) identificaram um grupo de proteínas com afinidade de 

ligação à heparina no plasma seminal e, posteriormente, na membrana 

espermática de cães (SOUZA et al., 2008). Estes autores sugeriram que uma 

destas proteínas poderia ser uma subunidade (15,6 kDa) da arginina esterase do 

plasma seminal canino, a qual, em estudo posterior (SOUZA et al., 2009) foi 

marcada com um anticorpo antiosteopontina bovina, uma proteína identificada em 

touros de alta fertilidade por Killian et al. (1993) e caracterizada por Cancel et al. 

(1997). Martins (2005) também sugeriu que uma banda de peso aproximado a 

15,6 kDa poderia ser uma subunidade da arginina esterase e determinou uma 
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correlação positiva entre a densitometria desta banda e a motilidade espermática 

e integridade da membrana do sêmen fresco ou descongelado. 

Dubé et al. (1985), analizaram e compararm as características físico-

químicas das proteínas arginina esterase prostática canina (canine prostatic 

arginine esterase - CPSE) e antígeno específico da próstata (prostatic specific 

antigen – PSA) de humanos. Verificou-se que, apesar de distintas, possuem 

semelhanças como pesos moleculares similares (29 KDa para CPSE e 34 KDa 

para o PSA) e atividades enzimáticas similares frente a substratos proteicos, o 

que sugerem que o cão possa atuar como modelo em estudos relacionados a 

PSA. 

A osteopontina (OPN) foi descrita como presente no plasma seminal de cães 

(SOUZA et al., 2009). Em outras espécies a OPN foi relacionada positivamente 

com fertilidade, a exemplo em touros (KILLIAN et al., 1993; CANCEL et al., 1997; 

SOUZA et al., 2008), em garanhões (BRANDON et al., 1999; WAHEED et al., 

2013) em búfalos (PERO et al., 2006), em humanos (EL-HAGGAR et al., 2013) e 

em várias outras espécies (DRUART et al., 2013). Esta proteína tem atua em 

processos de adesão celular, ossificação e estabilização da membrana 

plasmática durante a criopreservação espermática (BARUAH et al., 2017). 

Souza et al. (2008; dados não publicados) também estudaram o proteoma 

do plasma seminal e da membrana espermática de cães por eletroforese 

bidimensional e identificaram correlações entre diferentes spots e as 

características do sêmen fresco e descongelado e aos resultados do teste de 

ligação/penetração em oócitos homólogos. Foram encontrados 179 e 87 spots, no 

plasma seminal e na membrana espermática, respectivamente. Dentre as várias 

correlações determinadas, as mais importantes foram: correlação positiva entre o 

spot 17,3 kDa, pI 9,7 da membrana espermática e número de espermatozoides 

após a descongelação ligados/penetrados aos oócitos e porcentagem de oócitos 

interagidos no teste de ligação/penetração em oócitos homólogos. No plasma 

seminal uma correlação negativa foi verificada entre o spot 28,9 kDa, pI 7,80 e a 

motilidade espermática do sêmen fresco. Na eletroforese de extratos da 

membrana espermática identificaram uma correlação positiva entre a banda 66,4 

kDa e a motilidade total e progressiva do sêmen fresco; e entre a banda 54,6 kDa 

e a motilidade progressiva do sêmen fresco e a motilidade total e progressiva do 
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sêmen congelado. 

Mogielnicka-Brzozowska et al. (2012), investigaram as proteínas de ligação 

ao zinco (Zinc Binding Proteins – ZnBPs) no plasma seminal de cães (n= 6) por 

meio de cromatografia e eletroforese. Foi observado que as proteínas de ligação 

ao zinco correspondem de 4 a 10% do total de proteínas presentes no plasma 

seminal. Neste grupo de proteínas, foram reveladas 13 bandas com peso 

molecular entre 11,6 kDa e 152,3 KDa. Dentre estas frações proteicas, verificou-

se que as de peso molecular de 11.6 kDa e 14.3 kDa representam de 28 a 30% 

do total de proteínas de ligação ao zinco encontradas no plasma seminal. Em um 

estudo subsequente, Mogielnicka-Brzozowska et al. (2014), demonstraram a 

importância das proteínas de ligação ao zinco (Zinc Binding Proteins – ZnBPs) na 

manutenção dos parâmetros de motilidade dos espermatozoides refrigerados a 

5°C por meio da proteção da membrana espermáticacontra o choque térmico. 

As arilsufatases (Arylsulfatase) são proteínas que foram encontradas no 

plasma seminal de diferentes espécies, incluindo o cão, e que estão relacionadas 

com a capacitação espermática e com a deterioração mais acelerada em células 

espermáticas preservadas em plasma seminal (GADELIA et al.,1991). 

A lactoferrina (Lactoferrin) foi descrita no plasma seminal canino e, a 

despeito de que ainda não tenha sido elucidado seu papel nesta espécie, é uma 

proteína homóloga a transferrina (Transferrin), que é secretada pelas células de 

sertoli (HOLMES et al., 1984; SKINNER, GRISWOLD, 1980) e tem papel 

importante no fornecimento de ferro para as células germinativas em 

desenvolvimento, sendo um importante indicador da função gonadal em humanos 

(BARTHLEMY et al., 1988; FORESTA et al., 1986) e touros (GILMONT et al., 

1990). Entretanto, Kikuchi et al. (2003) relacionaram a lactoferrina e não a 

transferrina com a concentração espermática de cães. 

A ação da enzima superóxido desmutase (superoxid desmutase - SOD) foi 

comprovada no plasma seminal de cães, sendo considerada importante para a 

proteção dos espermatozoides contra as espécies reativas de oxigênio (EROS) 

pelo o sistema de antioxidação enzimática (CASSANI et al., 2005). A catalase 

(CAT) também foi detectada no plasma seminal de cães, mas em menor 

quantidade, e quando teve seus efeitos comparados aos do superóxido 

desmutase, foi considerada menos importante para a proteção dos 
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espermatozoides contra os ROS (KAWAKAMI et al., 2006). 

Em outro estudo, foi realizada a concentração de fosfatase ácida (Acid 

Phosphatase - AP), antígeno prostático específico (Prostate Specific Antigen - 

PSA) e arginina esterase prostática canina (Canine Prostate Specific Esterase - 

CPSE) no soro e plasma seminal de animais sadios e com hiperplasia prostática 

benigna, prostatite bacteriana e carcinoma prostático a fim de determinar se estas 

proteínas poderia ser um marcador para detecção dessas afecções prostáticas. 

Verificou-se que estas proteínas podem ser detectadas no soro de animais 

acometidos por patologias prostáticas, sobretudo no caso de com hiperplasia 

prostática benigna. Não foi possível, contudo, correlacionar a concentração das 

proteínas com o carcinoma prostático, ou por ação das atividades das células 

cancerígenas sobre as proteínas ou pelo baixo número de animais testados no 

experimento (FORD et al., 1995). Entretanto, Amorim et al. (2004) conseguiram 

associar os índices de fosfatase ácida prostática (prostatic acid phosphatase - 

PAP) e do antígeno específico prostático (prostatic specific antigen - PSA), 

presentes no soro e urina de cães, com lesões prostáticas morfológicas, podendo 

ser usados como biomarcadores para este fim. . 

Proteínas com ação enzimática como a matrix metalloproteinase 2 (MMP-2) 

e a matrix metalloproteinase 9 (MMP-9) foram detectadas no plasma seminal 

canino e relacionadas com elevada qualidade espermática e a baixa qualidade 

espermática, respectivamente, embora sua relevância na infertilidade ainda seja 

incerta (SAEGNSOI, et al., 2011). 

Interessantemente, nos cães a expressão de proteínas nas frações do 

ejaculado canino são diferentes. Na segunda fração, que contém os 

espermatozoides, e na terceira, cujo conteúdo é prostático, a expressão de 

proteínas é maior e, embora a maioria das proteínas sejam detectadas em ambas 

frações, são descritas proteínas exclusivas para a fração rica em 

espermatozoides, com destaque para as proteínas UPF0764 protein, C16orf89 

homolog e epididymal-specific lipocalin-9 que se mostraram em maior quantidade. 

Estas proteínas foram correlacionadas com o processo de maturação e 

desenvolvimento do espermatozoide no epidídimo, e sugeriram que poderiam ser 

utilizadas como marcadoras de fertilidade. Também foram encontradas proteínas 

das membranas celulares e citoesqueleto de células espermáticas no plasma 
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seminal de cães, porém estas podem ser resultantes da ruptura celular resultante 

do congelamento das amostras durante seu preparo ou mesmo de uma interação 

fisiológica entre as células espermáticas e o plasma seminal durante a maturação 

e após a ejaculação (AQUINO-CORTEZ et al., 2017). 

 

        2.6.2. Proteínas do fluido epididimário 

Martins et al. (2002) estudaram o perfil proteico do fluido epididimário canino 

e encontraram um padrão semelhante ao verificado no plasma seminal.  

A fosfatase alcalina (Alkaline Phosphatase), e carnitina (Carnitine) são duas 

proteínas encontradas no fluido epididimário, e sua presença no ejaculado de 

cães azoospérmicos é considerada como marcador de obstrução da rede de 

ductos (JOHNSTON, 1991). Frenette et al. (1986) determinaram que a proteína 

fosfatase alcalina também presente no plasma seminal, em especial, na primeira 

fração do ejaculado canino, é originária da cauda do epidídimo, onde foi 

encontrada em concentração 10 vezes maior do que em outras partes do 

epidídimo. Isto demonstra que essa proteína está de alguma forma ligada à 

atividade de maturação da célula espermática. 

A carnitina, por sua vez, está envolvida na beta-oxidação mitocondrial de 

ácidos graxos, atuando tanto na manutenção da membrana plasmática como na 

viabilidade das células espermáticas (ZOU et al., 2017). 

Por meio de análise histoquímica Sinowatz et al. (1979) determinou a 

localização de quatro glicosidases (Glycosidases) no epidídimo canino. A β-

Galactosidase mostrou-se presente ao longo de todo epidídimo e a β-N-

Acetylglucosaminidase mostrou-se mais presente no corpo e cauda do epidídimo. 

A β-glucuronidase foi encontrada na cabeça do epidídimo; e α-mannosidase foi 

encontrda de forma discreta no corpo do epidídimo. Os autores relacionaram a 

ação destas enzimas à absorção de macromoléculas oriundas de 

espermatozoides mortos. 

Também por análise histoquímica, Domeniconi et al. (2008), observaram 

pela primeira vez a aquaporina (Aquaporin - AQP) tipo AQP2 e AQP7 no 

epidídimo de mamíferos. Ito et al. (2208) determinaram a presença de aquaporina 

tipo AQP1 no espermatozoide canino e também no testículo canino através de 

análise com RT-PCR e anticorpos específicos pra AQP1. Foi postulado que a 
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aquaporina pode estar envolvida com o fluxo de água durante a criopreservação 

dos espermatozoides.  

  Beiglbök et al. (1998) verificaram que o mRNA de tamanho 1.5 kb, 

específico do epidídimo canino, codifica a proteína secretora tipo glutationa 

peroxidase, GPX5. As glutationas peroxidases (Glutathione peroxidases - GPXs) 

tem a função de proteger células e biomoléculas sensíveis como DNA, proteínas 

e lipídios de lesão oxidativa. 

        2.6.3. Proteínas da célula espermática 

Raros estudos foram conduzidos a respeito do proteoma das células 

espermáticas de cães, apesar de estudos de proteínas isoladas (AQUINO-

CORTEZ et al., 2017). A glutationa (Glutathione) e as enzimas glutationa redutase 

e peroxidase (Glutathione reductase, peroxidase) foram descritas, sugerindo a 

possibilidade de que as mesmas atuem como mecanismo protetor contra os 

processos oxidativos no espermatozoide, os quais podem causar lesões na 

membrana plasmática, da mesma forma com que atuam em outros tipos celulares 

(LI, 1975). 

Torres et al. (2017) descreveram a presença da proteína no espermatozoide 

canino, sugerindo sua participação no processo de capacitação espermática, uma 

vez que os canais de panexina (Panexine) atuam de forma não seletiva para a 

passagem de íons como cálcio e potássio. 

A relaxina (Relaxine) e seus receptores RXFP1 e RXFP2 foram isoladas em 

espermatozoides de cães adultos por Almeida et. al. (2016), contudo, sua função 

na fertilidade espermática permanece incerta. 

Sabeur, et al. (2002) evidenciaram a presença da proteína hialuronidase PH-

20 (Hyaluronidase PH-20) na membrana plasmática dos espermatozoides e 

também em espermátides caninas, sendo que sua atividade de ligação celular 

mostrou-se mais pronunciada quando em pH ácido. 

Cheema et al. (2013) demonstraram em cães que as proteínas de superfície 

espermática hialuronidase PH-20, também chamada de molécula de adesão 

espermática-1 (Sperm Adhesion Molecule 1 / SPAM-1), localizadas 

principalmente na cabeça do espermatozoide, e a lactato desidrogenase 4 

(Lactate dehydrogenase C4 / LDH-C4), localizada principalmente nas regiões pós-

acrossomal e da peça intermediária dos espermatozoides, possuem propriedades 
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imunocontraceptivas que podem ser exploradas.  

Fenandez-Novell et al. (2004) testaram a atividade de uma hexoquinase de 

alta Km (High-Km Hexokinase) no espermatozoide canino, e verificaram a 

presença de uma atividade específica exercida por uma proteína tipo 

glucoquinase do esperma canino (Dog-Sperm Glucokinase-Like Protein - DSGLP) 

no.intervalo de 4–10 mM da concentração de glicose. Apesar de não se saber o 

papel fisiológico exato ou mecanismos de controle desta proteína, os autores 

acreditam que ela será de grande valia no controle e manutenção energético do 

ejaculado canino. 

        2.6.4. Vacinas contraceptivas 

O método escolhido para o controle populacional de uma determinada 

espécie depende de diferentes fatores como segurança, eficiência, custo e 

consequências ambientais (BARFIELD et al., 2006; FERRO, MORDINI, 2004). 

Neste contexto, as vacinas contraceptivas têm sido propostas como alternativa 

mais rápida, barata e menos invasiva do que os procedimentos cirúrgicos para a 

esterilização. O ideal é que produza efeitos de longo prazo, reversível ou não, 

sem causar prejuízo a saúde e produzindo resultados restritos às funções 

reprodutoras do animal (NAZ, 2011b). 

Vacinas contraceptivas vem sendo testadas desde os anos 1980 e seu 

desenvolvimento esbarra em problemas como: a necessidade de várias 

aplicações, variabilidade entre a respostas imune de cada indivíduo, diminuição 

da resposta imune com o passar do tempo tornando o animal fértil novamente e 

efeitos colaterais provocados pelo uso de adjuvantes (MUNKS, 2012). Não 

obstante, as vacinas contraceptivas induzem resposta imune, humoral ou celular, 

contra moléculas inerentes aos indivíduos que se pretende imunizar, incluindo 

proteínas da superfície celular de espermatozoides e óvulos e hormônios 

relacionados à reprodução (KIRKPATRICK et al., 2011; ALEXANDER, 

BIALY,1994; DELVES, et al. 2002). 

Esta resposta imune pode resultar em interferência na produção e função de 

gametas e na implantação do zigoto. Quando a interferência pretendida se dá na 

implantação do zigoto, é preferível usar o termo vacina de controle de natalidade 

ao invés de vacina contraceptiva (FIGURA 7; NAZ, 2005; FERRO, MORDINI, 

2004).  
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A vacina baseada em hCG é um exemplo de vacina de controle de 

natalidade, tendo seu uso restrito a primatas (FERRO, MORDINI, 2004). Existe 

ainda a possibilidade de se utilizar uma vacina contraceptiva baseada na proteína 

carreadora de riboflavina (RCP), que é a principal mediadora para os suprimentos 

vitamínicos do feto em mamíferos. Esta proteína é produzida no testículo e é 

encontrada no acrossoma dos espermatozoides (BHAT et al., 1995). Tais vacinas 

mostraram-se capazes de interferir na viabilidade embrionária antes e durante os 

estágios de peri-implantação embrionária em ratos (MURTY, ADIGA, 1982) e 

macacos (SESHAHIRI, ADIGA, 1987), e também influenciar negativamente a 

capacidade de fertilização do espermatozoide de ratos e macacos (SRIDHAR et 

al., 1996).  

 

 

Figura 7 – Esquema demonstrando os vários momentos e alvos que podem ser 

explorados no desenvolvimento de vacinas contraceptivas. 

 

Por afetarem a produção de esteroides, as vacinas baseadas em GnRH tem 

aplicação limitada em humanos, que precisariam de suplementação hormonal 

para manter a libido e características sexuais secundárias (LADD et al., 1998). 

Em animais, onde este tipo de preocupação é menor, esta forma de vacina tem 

obtido resultados promissores a curto prazo, (JUNG et al, 2005), embora sua 

eficácia dependa de diferentes fatores como espécie e homogeneidade genética 
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da população, limitando o sucesso do procedimento. Ratos e carneiros, por 

exemplo, apresentaram queda de 30-40% na espermatogênese após a 

vacinação, enquanto que cães tiveram redução de apenas 5% (FERRO et al, 

2004). Da mesma forma, vacinas baseadas em FSH ou em seus receptores, 

também se mostraram capazes de prodizir oligoespermia em macacos 

(MOUDGAL, DIGHE, 1999), mas sua baixa eficiência em produzir azospermia 

desencoraja a sua utilização.  

Vacinas baseadas em LH e seus receptores, interferem negativamente tanto 

na produção de gametas quanto esteroides, tendo seus efeitos reversos com a 

queda da titulação de anticorpos, como demonstrado em cães machos (LADD et 

al., 1994), cadelas (SAXENA et al., 2002) e gatas (SAXENA et al., 2003). 

Entretanto os efeitos podem ser permanentes a depender da espécie, como em 

coelhos machos, onde houve redução da pituitária e atrofia testicular (ARIMURA 

et al., 1974) ou ainda não produzir anticorpos como no caso de gatos machos 

(LADD et al., 1994). 

Em fêmeas, podem ser utilizadas vacinas baseadas em antígenos da zona 

pelúcida, que é uma estrutura protetora que envolve o óócito de mamíferos e é 

responsável pela ligação do espermatozoide ao oócito, pela indução da reação 

acrossômica no espermatozoide ligado à zona pelúcida e ainda prevenção da 

polispermia. A zona pelúcida é composta por 3 glicoproteínas: ZP1, ZP2 e ZP3 

(WASSARMAN, 1988). Devido a facilidade de encontrar ovários suínos em 

abatedouros, antígenos provenientes desta espécie são frequentemente 

utilizados para induzir contracepção em diferentes espécies (GUPTA et al., 

2004). A despeito disso, as glicoproteínas da zona pelúcida formam uma barreira 

preventiva frente a fertilização interespécies, o que explica a dificuldade de se 

utilizar, em alguns casos, antígenos de uma espécie em outra, como no caso de 

gatos. A pequena disponibilidade de ovários de cães e gatos a disposição para 

se obter e purificar as proteínas da zona pelúcida pode dificultar a implantação 

desta vacina em pequenos animais, o que pode requerer o uso de vacinas de 

DNA para expressar os antígenos pretendidos e elucidar a questão (EADE et al, 

2009). 

Vacinas produzidas contra um antígeno espermático também podem ser 

usadas em fêmeas, visando provocar a secreção de anticorpos no trato genital 
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feminino, a fim de se obter contracepção com menor risco de desenvolvimento de 

uma resposta autoimune (DELVES et al., 2002).  

No macho, uma vacina produzida contra um antígeno espermático deve ser 

capaz de reagir com o espermatozoide pós-testicular. Os anticorpos 

antiespermatozoides podem entrar no trato genital masculino via rete testis e 

próstata, permitindo o uso de vacinas que inativem os espermatozoides sem 

danos teciduais (JONES, 1996). O alto número de células espermáticas a serem 

neutralizadas representam um claro desafio a este método de contracepção em 

machos (DELVES et al., 2002). Mesmo assim, é sabido que, em casais inférteis 

humanos, de 2-30% dos parceiros independentemente de sexo possuem 

anticorpos antiespermatozoides e o mesmo acontece com homens que passaram 

por vasectomia (LINSKIN et al., 1983; KRAUSE, NAZ, 2009)    

 Sauber et al. (2002), identificaram a PH-20 (hialuronidase), uma proteína 

localizada na região da cabeça de células com acrossomo intacto, e que, 

possivelmente está envolvida no processo de fertilização. Sua função foi 

relacionada à penetração das células do cumulus e ligação à zona pelúcia, como 

já descrito em outras espécies (GMACHL et al., 1993, MEYERS et al., 1997). Em 

cobaios, Primakoff et al. (1988) obtiveram sucesso vacinando machos e fêmeas 

com a PH-20. Os animais imunizados apresentaram soro com altos títulos de 

anticorpos anti-PH-20, os quais reconheceram extratos espermáticos e 

bloquearam in vitro a adesão dos espermatozoides à zona pelúcida. Os títulos 

permaneceram altos por períodos de seis a 15 meses. Apesar das evidencias, 

ainda não há estudos a respeito do potencial contraceptivo da PH-20 na espécie 

canina.  

A proteína recombinante P26h (Surface sperm protein P26h) foi utilizada na 

imunização de hamsters, resultando em redução do número de fetos viáveis e 

diminuição do número de espermatozoides ligados à zona pelúcida no teste de 

ligação espermática em oócitos homólogos. Baseado nestes resultados, concluiu-

se que esta proteína tem potencial para ser utilizada como contraceptivo (DUBÉ 

et al., 2005). 

Outro estudo, conduzido em homens férteis e inférteis, identificou 

imunoreatividade específica contra as proteínas de 45 kDa, 50 kDa, 55 kDa, 69 

kDa, 72 kDa and 85 kDa no soro e para as proteínas 59 kDa e 72 kDa no plasma 
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seminal, as quais são as principais envolvidas na resposta imune (PARADISI et 

al., 1995).  

A LDH-C4 (isoforma testicular da L-lactate dehydrogenase) é relacionada a 

motilidade espermática em várias espécies, sendo uma proteína específica do 

testículo (GOLDBERG, HERR, 1999). Quatro experimentos utilizando vacinas 

com estas proteínas em babuínos foram conduzidos, obtendo contracepção 

reversiva em 63 a 75% dos animais tratados (GOLDBERG, WHEAT, 1981; 

GOLDBERG, SHELTON,1986; O’HERN et al., 1997; O’HERN, GOLDBERG, 

1993).  

Muitas são as opções de antígenos para a produção de vacinas 

contraceptivas, mas apesar de muitos deles terem gerado resultados positivos em 

diferentes estudos, sua eficácia ainda é inferior à dos contraceptivos de uso 

corrente. No entanto, a perspectiva de se encontrar uma vacina eficiente é real, e 

a concretização desta meta está mais perto a cada pesquisa realizada.  
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