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RESUMO 

A gravidez não planejada constitui um grande problema de saúde global, sendo a 

estatística mundial cerca de 40%. Esse dado reflete a necessidade de ampliação 

dos métodos de contracepção, principalmente para o público masculino, visto 

estarem disponíveis somente dois métodos: vasectomia e preservativo. Nesse 

sentido, a proteína espermática EPPIN (Epididymal protease inhibitor) é um alvo 

farmacológico promissor para a contracepção masculina não-hormonal devido ao 

seu papel fundamental no controle da motilidade espermática após a ejaculação. 

A EPPIN é expressa no testículo e epidídimo, e está presente na superfície dos 

espermatozoides humanos, onde atua inibindo a motilidade espermática via 

interação com a proteína seminal SEMG1 (semenogelina-1) após a ejaculação. 

Ligantes da EPPIN, como anticorpos anti-EPPIN e moléculas orgânicas de baixo 

peso molecular, possuem efeitos inibitórios sobre a motilidade do espermatozoide 

humano. Apesar desses avanços, pouco se sabe sobre os mecanismos pelos 

quais a EPPIN modula a motilidade espermática; além disso, sua distribuição 

celular no espermatozoide humano ejaculado é pouco caracterizada. Assim, esta 

pesquisa teve como objetivo investigar a expressão e distribuição celular da EPPIN 

no espermatozoide humano e sua colocalização com a SEMG1. Para isso, 

utilizamos amostras de espermatozoides humanos, coletados de 3 voluntários, 

segundo critérios de normalidade da Organização Mundial da Saúde (OMS) 

(Aprovação CEP-FMB/UNESP: 64342822.9.0000.5411) e realizamos ensaios de 

Western blot e imunofluorescência, utilizando os anticorpos anti-EPPIN Q20E e 

S21C, que reconhecem epítopos nas regiões N- e C-terminal da proteína, 

respectivamente e o anticorpo anti-SEMG1 S20H. Nossos resultados mostraram 

maior abundância da EPPIN nas regiões: anel posterior (99,5%), dispersa (51%) 

e pós-acrossômica (42%), da cabeça, além de marcação em todas as regiões do 

flagelo: peça de conexão (99,5%), peça intermediária (99,5%) e peça principal 

(69,3%). Adicionalmente, observamos maior abundância da colocalização entre a 

EPPIN e SEMG1 nas regiões pós-acrossômica e anel posterior da cabeça e todas 

as regiões do flagelo. Nossos resultados aumentam o conjunto de informações 

sobre a localização da EPPIN no espermatozoide humano, bem como sugerem 

funções adicionais para a EPPIN via interação com a SEMG1 no gameta 

masculino, além da regulação da motilidade espermática. 

 
Palavras-chave: Interação proteína-proteína. Contracepção masculina. 

Planejamento familiar 



 
 

  

 

ABSTRACT 

Unplanned pregnancy is a major global health problem, reaching almost half of 

pregnancies worldwide. This scenario reflects the need to expand contraceptive 

methods, especially for men since only two male methods are available: vasectomy 

and condoms. In this sense, the sperm-associated protein EPPIN (Epididymal 

protease inhibitor) is a promising pharmacological target for non-hormonal male 

contraception due to its fundamental role in controlling sperm motility after 

ejaculation. EPPIN is expressed in the testis and epididymis, and is present on the 

surface of human spermatozoa, where it inhibits sperm motility after ejaculation via 

interaction with the seminal plasma protein SEMG1 (semenogelin-1). EPPIN 

ligands, such as anti-EPPIN antibodies and low molecular weight organic 

molecules, have inhibitory effects on human sperm motility. Despite these 

advances, a basic aspect of EPPIN biology, namely its cellular distribution in 

ejaculated human spermatozoa is poorly characterized. Thus, this research aimed 

to investigate the expression and cellular distribution of EPPIN in human 

spermatozoa and its colocalization with SEMG1. For that, we used human sperm 

samples collected from 3 volunteers, according to the normality criteria of the World 

Health Organization (WHO) (CEP-FMB/UNESP Approval: 

64342822.9.0000.5411). The samples were processed for Western blot and 

immunofluorescence assays, using the anti-EPPIN S21C and Q20E antibodies, 

which recognize epitopes in EPPIN’s C-terminus and N-terminus, respectively, and 

the anti-SEMG1 S20H antibody. Our results showed an intense EPPIN-positive 

immunostaining in the posterior ring (99.5%), dispersed (51%) and post-acrosomal 

(42%), of the head, in addition to marking in all regions of the flagellum: connection 

piece (99.5%), intermediate piece (99.5%) and main piece (69.3%). Moreover, we 

observed EPPIN and SEMG1 colocalization in the post-acrosomal region and 

posterior ring of the sperm head and all regions of the flagellum. Our results 

increase the body of information on the localization of EPPIN in human 

spermatozoa, as well as suggest novel insights about its functions via interaction 

with SEMG1, beyond the regulation of sperm motility. 

 
Keywords: Protein-protein interaction. Male contraception. Family planning. 
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1. INTRODUÇÃO 

Métodos contraceptivos podem inibir de forma reversível a fertilidade, 

evitando a gravidez indesejada. Esses métodos são essenciais dentro do escopo 

de ações para o controle da natalidade e planejamento familiar . Atualmente, 

diversos contraceptivos estão disponíveis no mercado; sendo os métodos 

farmacológicos hormonais os mais utilizados (Teal & Edelman, 2021). Nesse 

contexto, vale ressaltar que a maioria dos métodos farmacológicos ou não- 

farmacológicos para contracepção são de uso feminino, o que torna a mulher a 

principal carreadora das responsabilidades e riscos associados ao seu uso. 

Mudanças nesse cenário demandam o aumento das opções de métodos 

masculinos para o controle de natalidade, trazendo maior igualdade de gênero das 

tarefas associadas ao planejamento familiar. 

De fato, apenas dois métodos de contracepção estão disponíveis para o 

público masculino, o preservativo e a vasectomia. Ambos os métodos apresentam 

fatores que dificultam sua aplicação no cotidiano: a camisinha apresenta alto 

índice de falha na segurança da contracepção, e a vasectomia é um método 

invasivo e de baixa adesão de escolha entre adolescentes, adultos jovens e 

indivíduos sem filhos, devido sua baixa reversibilidade (Marchi et al., 2011; Amory, 

2016). A partir desse cenário, observa-se a necessidade de adquirir novas 

estratégias farmacológicas reversíveis para a contracepção masculina, o que trará 

maior balanço na divisão dos riscos e responsabilidades entre mulheres e homens 

na contracepção e planejamento familiar. 

Diversas estratégias para contracepção masculina encontram-se em fases de 

desenvolvimento clínico ou pré-clínico (Long et al., 2019; Kent et al., 2020). Os 

métodos hormonais visam a inibição do eixo hipotalâmico-hipofisário-gonadal via 

administração de androgênios em combinação com progestinas, ocasionando 

inibição reversível da esteroidogênese testicular e da espermatogênese 

(Piotrowska et al., 2017). No entanto, variações na resposta ao tratamento entre 

populações, limitações associadas à via de administração, longa latência 

terapêutica (3 a 4 meses) e efeitos adversos (p. ex., ganho de peso, aumento do 

hematócrito, dislipidemias, acne e alterações da libido) têm dificultado avanços no 

desenvolvimento clínico desses medicamentos e sua chegada ao mercado 

farmacêutico (Thirumalai & Amory, 2021). 

Nesse sentido, estratégias farmacológicas para contracepção masculina que 

não envolvem manipulações hormonais têm sido exploradas como alternativa para 
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suplantar as limitações observadas com os métodos hormonais. As abordagens 

não-hormonais têm como foco a inibição da espermatogênese ou da função do 

espermatozoide, pelo bloqueio de eventos fundamentais para sua capacidade de 

reconhecer e fertilizar o oócito, incluindo motilidade, capacitação, hiperativação e 

reação acrossômica (O'Rand et al., 2016; Mariani et al., 2023). Nesse contexto, o 

espermatozoide emerge como uma fonte relevante de alvos farmacológicos 

promissores para contraceptivos masculinos de uso por demanda, com efeito 

rápido e seguro (Kopf, 2008; Mariani et al., 2023). 

O espermatozoide é uma célula altamente diferenciada que apresenta, em 

sua estrutura, duas principais regiões: a cabeça e o flagelo, unidos pela peça de 

conexão. A cabeça é composta pelo núcleo e o acrossoma sendo subdividida em 

região acrossomal (anterior), segmento equatorial e pós-acrossomal (posterior), e 

anel posterior. Já o flagelo do espermatozoide é subdividido em quatro principais 

regiões: peça de conexão, peça intermediária, peça principal e peça final. Além 

disso, o flagelo apresenta 4 estruturas essenciais para sua função: axonema, 

bainha mitocondrial, feixe de fibras densas e bainha fibrosa. O axonema é 

composto por um complexo de “9+1” pares de microtúbulos que se estende por 

todo o flagelo (Eddy, 2006). A bainha mitocondrial está presente apenas na peça 

intermediária, circundando o feixe de fibras densas, enquanto que a bainha fibrosa 

é encontrada apenas na peça principal (Eddy, 2006). 

Ao deixarem os testículos, os espermatozoides são células morfologicamente 

diferenciadas, porém funcionalmente imaturas, sendo incapazes de adquirir 

motilidade progressiva, hiperativação e fertilizar o oócito. Estas habilidades são 

adquiridas em duas etapas de maturação espermática pós-testicular. A primeira 

ocorre no epidídimo (maturação espermática) e a segunda, no sistema genital 

feminino (capacitação) (Gervasi & Visconti, 2017). A maturação espermática e a 

capacitação são eventos sequenciais, essenciais para a reprodução e altamente 

regulados por proteínas espermáticas e pelos fluidos que banham os gametas 

masculinos durante sua jornada pelo epidídimo e sistema genital feminino (Avellar 

& Hinton, 2019). Alterações tanto na maturação quanto capacitação espermática 

são causas reconhecidas de infertilidade masculina. 

Nesse contexto, o estudo da maturação e capacitação espermática vem 

promovendo descobertas relevantes tanto para a identificação de alvos que 

podem ser inibidos farmacologicamente visando a contracepção quanto para o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas para o tratamento da 
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infertilidade masculina (Mariani et al., 2023). Dentre esses alvos, destacamos a 

proteína espermática EPPIN (Epididymal protease inhibitor), devido ao seu papel 

fundamental para o controle da motilidade espermática após a ejaculação e a 

possibilidade de intervenção farmacológica (O'Rand et al., 2011; O'Rand et al., 

2016). 

O gene EPPIN está localizado no cromossomo 20 humano (20q12-q13) e 

codifica uma proteína de secreção de 133 resíduos de aminoácidos, contendo um 

peptídeo sinal e duas sequências consenso de domínios inibidores de protease do 

tipo WFDC (Whey-acidic protein- type four disulfide core domain) [C-x-/C/-[DN]- 

x(2)-C-x(S)-C-C] e Kunitz [Fx(3)-G-C-x(6)-[FY]-x(5)-C] (Richardson et al., 2001) 

(Figura 1). A EPPIN é expressa de forma abundante pelo testículo e epidídimo, 

sendo encontrada na estrutura do espermatozoide onde atua como um centro de 

ancoragem para uma rede de interações proteína-proteína, fundamentais para a 

modulação da motilidade espermática após a ejaculação (Richardson et al., 2001; 

Wang et al., 2005; Wang et al., 2007a). A interação entre a EPPIN e a SEMG1 

(semenogelina-1), principal proteína do plasma seminal e componente integral do 

coágulo de sêmen, no espermatozoide resulta na inibição temporária de sua 

motilidade (Mitra et al., 2010; Silva et al., 2013). Esta só é recuperada após a 

clivagem da SEMG1 pela protease prostática PSA (prostate-specific antigen), cuja 

atividade também é modulada pela EPPIN (Wang et al., 2007b). 

Estudos com espermatozoides humanos e de modelos experimentais em 

primatas não humanos e roedores demonstraram que ligantes da EPPIN, como 

anticorpos anti-EPPIN e os compostos experimentais B4 e EP055, apresentaram 

efeito inibitório sobre a motilidade espermática via interação com a região da 

EPPIN responsável pela ancoragem da SEMG1 (O'Rand et al., 2004; O'Rand et 

al., 2011; O'Rand et al., 2016; O’Rand et al., 2018; Gomes et al., 2023). Esses 

estudos representaram um passo significativo para o desenvolvimento da primeira 

classe de fármacos contraceptivos masculinos com atividade na inibição da 

motilidade/função espermática via interação com a EPPIN. 
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Figura 1: Ilustração esquemática do gene EPPIN e seu produto proteico. A: Localização 
do gene EPPIN no cluster WFDC no cromossomo 20 humano (20q12-q13). B: Sequência 
primária da EPPIN humana (NP_, identificando o peptídeo sinal (letras minúsculas) e os 
domínios de inibidores de protease do tipo WFDC (sublinhado rosa) e Kunitz (sublinhado 
azul escuro). C: Arranjo estrutural da EPPIN humana, de acordo com a plataforma de 
inteligência artifical AlphaFold: https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/O95925 (Jumper et al., 
2021), representando o peptídeo sinal (ciano), e os domínios WFDC (vermelho) e Kunitz 
(azul escuro). 

https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/O95925
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Esse cenário reforça a necessidade do melhor entendimento sobre a regulação 

da expressão e mecanismos de ação da EPPIN na modulação da função 

espermática, bem como suas funções fisiológicas no sistema reprodutor 

masculino, incluindo aquelas relacionadas à sua interação com proteínas do 

plasma seminal, as quais precisam ser mais exploradas. Apesar da presença da 

EPPIN no espermatozoide humano ter sido demonstrada por diversas 

metodologias, os estudos realizados até o momento não exploraram 

detalhadamente sua distribuição celular no gameta masculino. Dessa forma, os 

resultados desse estudo visaram preencher lacunas acerca da caracterização da 

localização da EPPIN e contribuir para o entendimento da rede de interações 

proteína-proteína dessa proteína no espermatozoide, além da sua função como 

moduladora da motilidade espermática, e seu potencial envolvimento em outros 

eventos que antecedem a fertilização, como capacitação, hiperativação e reação 

acrossômica. Nossa pesquisa fornece resultados que contribui para o 

entendimento dos papéis da EPPIN quanto sua caracterização estrutural e 

funcional com o intuito do desenvolvimento de novas estratégias farmacológicas 

para o desenvolvimento de um contraceptivo masculino não-hormonal 
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2. OBJETIVO 

2.1. Objetivo geral 

Investigar o perfil de expressão e distribuição celular da EPPIN no 

espermatozoide humano e sua colocalização com a SEMG1. 

 
2.2. Objetivos específicos 

1) Avaliar a expressão e localização da EPPIN nas regiões do espermatozoide 

humano ejaculado. 

2) Investigar as regiões de colocalização entre a EPPIN e sua proteína de 

interação SEMG1 no espermatozoide humano ejaculado. 

 
3. METODOLOGIA 

3.1 Delineamento experimental 

O delineamento experimental do projeto foi dividido em duas partes principais 

conforme representado pela Figura 2. Na primeira parte do projeto realizamos a 

coleta das amostras do estudo através do laboratório de Reprodução Humana 

FMB/UNESP. Na segunda parte, verificamos a presença da EPPIN nos 

espermatozoides humanos por meio de ensaios de Western blot. Além disso, 

analisamos o perfil de distribuição da EPPIN no espermatozoide ejaculado e sua 

colocalização entre EPPIN e SEMG1. 

 

Figura 2. Representação esquemática do delineamento experimental do projeto 
segmentada em duas etapas: Coleta das amostras realizadas no laboratório de 
Reprodução Humana (FMB), conforme aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa, e 
processamento para ensaios de Western blotting e imunofluorescência. Figura elaborada 
pela plataforma BioRender.com. 
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3.2. Materiais e Métodos 

3.2.1. Amostras Biológicas e aspectos éticos 

Para que o estudo fosse realizado e as amostras coletadas e analisadas no 

Laboratório de Reprodução Humana do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina de Botucatu, UNESP, foi necessário aprovação do Comitê de Ética em 

Pesquisa (CEP) (CEP-FMB/UNESP: 64342822.9.0000.5411) descrevendo e 

estudo e elaboração do termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Após a 

aprovação da pesquisa e início das atividades, os espermatozoides humanos 

foram isolados a partir de amostras de sêmen a partir de voluntários maiores de 

18 anos, capazes de assinar o termo de consentimento livre e esclarecido e 

realizaram a coleta das amostras em frascos estéreis por masturbação. Para tal, 

foram excluídos: (i) portadores de doenças crônicas não transmissíveis, (ii) 

tabagistas ou adictos de drogas de abuso, (iii) portadores de doenças sexualmente 

transmissíveis ou de infecções do sistema geniturinário, (iv) indivíduos com 

parâmetros seminais fora dos critérios da Organização Mundial da Saúde (OMS). 

Após a coleta, as amostras passaram por análise macroscópica (tempo de 

liquefação, volume, viscosidade, coloração e pH), e análise microscópica 

(motilidade e morfologia). Além disso, realizamos o processamento das amostras 

por gradiente descontínuo de densidade por meio do preparo de tubo de centrífuga 

de 15 mL contendo gradiente de maior densidade 80% v/v, gradiente de menor 

densidade 40% v/v em um volume final de 0,5 ml diluído em meio HTF. Por último, 

realizamos a contagem espermática para obtermos a concentração de 

espermatozoides para realizarmos ensaios de Western blot e imunofluorescência. 

A coleta das amostras e a análise seminal foram realizadas no Laboratório de 

Reprodução Humana do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de 

Botucatu, UNESP. Para manter o sigilo amostras, retiramos a identificação como 

nome e horário da coleta e incubados na estufa a 37°C para liquefação do sêmen 

e analisadas quanto aos parâmetros espermáticos segundo o protocolo da OMS. 

Para o estudo, foram realizadas três coletas, na qual apresentaram o 

processamento e análise da amostra (Figura 2). Os resultados da análise seminal 

foram informados aos voluntários. 

 
 

3.2.2. Anticorpos 

Para os ensaios de Western blot e imunofluorescência, utilizamos anticorpos 

primários anti-EPPIN Q20E (epítopo na região N-terminal da EPPIN) e S21C 
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(epítopo na região C-terminal da EPPIN), sendo o primeiro produzido em coelho e 

cabra e o segundo, apenas em coelho (Tabela 1). Para os ensaios de 

colocalização, utilizamos os anticorpos anti-EPPIN Q20E, produzido em cabra, e 

o anticorpos anti-SEMG1 S20H, produzido em coelho (Tabela 1). Após 

caracterizar a localização da EPPIN nas diferentes regiões do espermatozoide, 

investigamos as potenciais regiões em que a EPPIN e sua proteína parceira 

SEMG1 se localizam no espermatozoide ejaculado. Além destes anticorpos 

primários, utilizamos anticorpos secundários diferentes conjugados com 

fluoróforos de colorações diferentes (Alexa-flúor 594 e 488) estudou com 

peroxidase, de acordo com a metodologia aplicada (Tabela 2). 

 
Tabela 1. Informações sobre os anticorpos primários utilizados nos ensaios de 

Western blot e imunofluorescência. 

 

Anticorpo 
 

Animal 
 

Epítopo alvo 
 

Referência 

Anti-EPPIN 

Q20E 

Coelho 

e Cabra 

 
20QGPSLADLLFPRRCPRFREE39 

 
Wang et al., 2005. 

Anti-EPPIN 

S21C 

 
Coelho 

 
103SMFVYGGCQGNNNNFQSKANC123 

 
O’Rand et al., 2012. 

Anti-SEMG-1 Coelho 353RKNFNPGNYFTKGGADC367 Wang et al., 2005. 

 

Tabela 2. Informações sobre os anticorpos secundários utilizados nos ensaios de 
Western blot e imunofluorescência. 
 

Anticorpo 
 

Animal 
 

Empresa 
 

Catálogo 

Alexa fluor 594 

conjugated anti-rabbit 

 
Burro 

 
Jackson ImmunoResearch 

 
711-585-152 

Alexa fluor 488 

conjugated anti-rabbit 

 
Burro 

 
Jackson ImmunoResearch 

 
711-585-152 

Peroxidase-conjugated 

AffinePure Anti-Goat 

 
Boi 

 
Jackson ImmunoResearch 

 
805-035-180 

Peroxidase-conjugated 

AffinePure Anti-Rabbit 

 
Burro 

 
Jackson ImmunoResearch 

 
711-035-152 
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3.2.3. Ensaios de Western blot 

Ensaios de Western blot foram realizados conforme metodologia descrita por 

Silva et al. (2021). Resumidamente, amostras de espermatozoides (0,5-2,0 x 106 

células) foram ressuspendidas em tampão de amostra (Tris-HCl 60 mM, glicerol 

10% v/v/, SDS 2% m/v e azul de bromofenol 0,01% m/v) e aquecidas a 85ºC por 

5 min. Após centrifugação (12.000 x g, 5 min), os sobrenadantes foram coletados, 

suplementados com β-mercaptoetanol 5% v/v e incubados novamente a 85ºC por 

3 min. As amostras foram separadas por eletroforese em gel de 

poliacrilamida/SDS 4-12% e transferidas para membrana de PVDF. Em seguida, 

incubamos as membranas com os anticorpos primários anti-EPPIN Q20E e S21C 

(Tabela 1), seguido de incubação com anticorpos secundários apropriados 

conjugados com peroxidase (Tabela 2). Os resultados foram revelados com 

reagente ECL Luminol e documentados em filmes de autorradiografia. 

 
3.2.4. Ensaios de imunofluorescência 

Os ensaios de Imunofluorescência foram realizados conforme metodologia 

descrita por Silva et al. (2021) com algumas modificações. Resumidamente, uma 

alíquota dos espermatozoides (1 x 107 células/mL) foi utilizada para confecção de 

esfregaços em lâminas silanizadas. Após secagem das lâminas em temperatura 

ambiente, os esfregaços foram fixados com solução de paraformaldeído 4% em 

tampão PBS por 25 min, seguido de incubação com solução de bloqueio (tampão 

PBS contendo BSA 1%, m/v) na presença de saponina 0,1% m/v por 25 min. Em 

seguida, as lâminas foram incubadas com os anticorpos primários anti-EPPIN 

Q20E e S21C (Tabela 1) e para os ensaios de colocalização foi realizada uma 

etapa adicional de incubação com o anticorpo anti-SEMG1 (Tabela 1) em solução 

de bloqueio a 4°C durante a noite. No dia seguinte, lavamos as lâminas e as 

incubamos com os anticorpos secundários apropriados conjugados com 

fluoróforos Alexa-flúor 594 ou 488 (Tabela 2) por 1 h a temperatura ambiente. Em 

seguida incubamos as lâminas com solução de 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, 

Invitrogen) para marcação dos núcleos celulares (10 uM por uma 1,5 h). Após a 

lavagem sob proteção da luz, montamos as lâminas com processamento seminal 

por gradiente descontínuo de densidade (INGAMED cat: 50080003) seguido de 

selagem com esmalte. Posteriormente analisamos os resultados em microscópio 

de epifluorescência. As imagens foram tratadas e sobrepostas com ajuste de brilho 

e contraste utilizando o software ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij) versão 1.54d. 

http://imagej.nih.gov/ij
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Ensaios de controles negativos foram realizados na ausência de um ou de ambos 

os anticorpos primários. As imagens dos controles receberam os mesmos 

tratamentos de brilho e contraste utilizados para a EPPIN e SEMG1. 

Para analisarmos o padrão de imunomarcação da EPPIN, dividimos o 

espermatozoide em regiões da cabeça: acrossoma anterior, região equatorial, 

região pós-acrossômica, anel posterior e dispersa (marcação presente em toda a 

cabeça sem definição predominante em uma região); e flagelo: peça de conexão, 

peça intermediária e peça principal (Figura 3). Essas imunomarcações foram 

expressas como percentual do total de células analisadas, somando-se os três 

experimentos independentes. Somente espermatozoides com a morfologia 

considerada normal foram analisados. 

 
 

Figura 3. Representação esquemática da segmentação do espermatozoide humano: 
Cabeça: Amarelo - Acrossoma Anterior, Cinza - Segmento equatorial, Azul - Região pós- 
acrossômica, Vermelho - Anel posterior. Flagelo: Verde - Peça de conexão, Cinza - Peça 
intermediária, Laranja - Peça principal. 

 
4. Resultados e Discussão 

4.1. Caracterização da distribuição celular da proteína espermática EPPIN no 

espermatozoide humano. 

Inicialmente, confirmamos a capacidade do anticorpo anti-EPPIN S21C de 

detectar a proteína EPPIN em extratos proteicos totais de espermatozoides 
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humanos por ensaio de Western blot (Figura 4). Observamos a presença de 

múltiplas bandas imunorreativas para o anticorpo anti-EPPIN S21C, incluindo em 

~17 kDa, massa molecular esperada para o monômero EPPIN, além de bandas 

com massas moleculares aparentes em ~45 kDa e na faixa de ~75-90 kDa (Figura 

4). É sabido que a EPPIN pode se apresentar como múltiplas bandas em ensaios 

de Western blot, devido à sua capacidade de formar dímeros e oligômeros 

resistentes a agentes redutores (Richardson et al., 2001; Sivashanmugam et al., 

2003; Wang et al., 2005; Wang et al., 2007a; Silva et al., 2012; Mariani et al., 2020). 

Portanto, nossos resultados estão de acordo com a literatura e validam o anticorpo 

anti-EPPIN S21C para os ensaios de imunofluorescência. Vale destacar que o 

anticorpo anti-EPPIN Q20E já foi previamente validado para este tipo de ensaio 

(Wang et al., 2005). 

 

Figura 4. Detecção da EPPIN em extratos proteicos totais espermatozoides humanos por 
ensaio de Western blot utilizando o anticorpo anti-EPPIN S21C. Setas indicam bandas 
imunorreativas de ~17, ~45, ~75-90 kDa. Ensaio realizado com 0,5 a 2,0 x 106 células, 
conforme indicado. Os resultados são representativos de experimentos realizadas com 
uma amostra de sêmen. 

 

Em seguida, caracterizamos o perfil de distribuição da EPPIN em toda 

extensão do espermatozoide humano utilizando os anticorpos anti-EPPIN S21C e 

Q20E. Observamos imunomarcação positiva para a EPPIN de forma diferencial na 

cabeça e flagelo dos espermatozoides para ambos os anticorpos (Figura 5). A 

análise quantitativa do padrão de imunomarcação positiva para a EPPIN na 

cabeça do espermatozoide revelou a presença deste alvo de forma dispersa em 

toda a cabeça na maior parte das células (Q20E: 50% e S21C 53,1%), além de 

padrões mais delimitados no acrossoma anterior (Q20E: 7,5% e S21C: 1,2%) e 
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região pós-acrossômica (Q20E 41,7% e S21C 41,7%), indicando um perfil 

diferencial de imunomarcação entre essas regiões (Tabela 3 e Figura 5). 

Adicionalmente, quase todas os espermatozoides analisados apresentaram 

imunomarcação positiva para a EPPIN no anel posterior (Q20E: 99,3% e S21C 

100%), região que conecta a cabeça à peça de conexão do flagelo (Tabela 3, 

Figuras 3 e 5). Já no flagelo do espermatozoide, observamos abundante 

imunomarcação positiva para a EPPIN na peça de conexão (Q20E: 99,3% e S21C 

100%), peça intermediária (Q20E: 99,3% e S21C 100%) e na peça principal 

(Q20E: 88,3 e S21C 34,1%) (Tabela 3; Figura 5). Nenhuma imunomarcação 

positiva foi observada quando experimentos foram realizados na ausência dos 

anticorpos primários (Anexo 1). 

 

Tabela 3. Frequência de imunomarcação da EPPIN em regiões da cabeça e 
flagelo do espermatozoide utilizando os anticorpos anti-EPPIN Q20E e S21C. 

 

Imunomarcação na cabeça Anticorpo Q20E (%) Anticorpo S21C (%) 

Acrossoma anterior 7,5 1,2 

Segmento equatorial 0,7 0,0 

Região pós-acrossômica 41,8 41,8 

Anel posterior 99,3 100 

Dispersa 50,0 53,2 

Sem marcação na cabeça 0,7 3,8 

Imunomarcação no flagelo Anticorpo Q20E Anticorpo S21C 

Peça de conexão 99,3 100 

Peça intermediária 99,3 100 

Peça principal 88,4 34,2 

Sem marcação no flagelo 0,7 0,0 

Quantidade de células 

analisadas 

Anticorpo Q20E Anticorpo S21C 

146 79 
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Figura 5. Imunolocalização da EPPIN nos diferentes segmentos de marcações em 
espermatozoides humanos ejaculados. As diferentes regiões estão demarcadas de acordo 
com os símbolos: Imunomarcação na região da cabeça: Seta branca na cabeça - marcação 
acrossoma. Seta branca reduzida - marcação pós-acrossoma. Círculo branco em volta da cabeça 
- marcação dispersa. Ponta da seta branca - marcação da peça de conexão. Asterisco branco - 
marcação do anel posterior. Imunomarcação do flagelo: Seta amarela - imunomarcação na peça 
intermediária. Seta amarela pequena - imunomarcação na peça principal. DAPI: marcação de 
núcleo por 4'6-diamidino-2-fenilindol (azul). CF representa o controle de fase para representar 
cada espermatozoide. O resultado é representativo de 3 experimentos independentes. Barra de 
escala: 25 um. 
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Frente à demanda por novos métodos masculinos para o controle da 

natalidade, a EPPIN representa um dos principais alvos para o desenvolvimento 

de novos fármacos contraceptivos masculinos não hormonais que podem afetar a 

função espermática (Drevet, 2018). Neste estudo, caracterizamos de forma 

detalhada o perfil de localização da EPPIN no espermatozoide humano, um 

parâmetro importante para a análise de suas funções e avaliação do efeito 

espermiostático de seus potenciais ligantes (Mariani et al., 2023). 

Estratégias experimentais diferentes deram lastro à hipótese de que a EPPIN 

atua como elemento central de uma rede de interação proteína-proteína com papel 

essencial na função espermática (O'Rand et al., 2011; Mariani et al., 2023). Nesse 

contexto, a presença da EPPIN no flagelo dos espermatozoides ejaculados 

humanos fornece suporte para participação desta proteína em eventos 

bioquímicos e moleculares para o controle da motilidade espermática (Wang et al., 

2005; Wang et al., 2007a). Nossos resultados foram de encontro com esses 

estudos, visto que observamos imunomarcação positiva para a EPPIN nas 

diferentes segmentações do flagelo (peça de conexão, intermediária e principal) 

com ambos os anticorpos Q20E e S21C em quase todos os espermatozoides 

analisados (Tabela 3). Dessa forma, é possível propor que a ausência da EPPIN 

no flagelo do espermatozoide pode ser um marcador de disfunção do gameta 

masculino. 

Além disso, o perfil de imunomarcação positiva para a EPPIN na cabeça do 

espermatozoide observado em nosso estudo sugere seu envolvimento em outras 

funções associadas à fertilidade do gameta masculino, como a reação 

acrossômica. Vale ressaltar que a SEMG1, principal proteína ligante da EPPIN 

oriunda do plasma seminal, é capaz de inibir a reação acrossômica e a fertilização 

do oócito em espermatozoides humanos e de modelos experimentais, como 

camundongos (Robert & Gagnon, 1999; de Lamirande, 2007; Kawano & Yoshida, 

2007; de Lamirande & Lamothe, 2010; Sakaguchi et al., 2020). Anticorpos anti- 

EPPIN também demonstraram capacidade de inibir a reação acrossômica 

espontânea e induzida por ionóforo de cálcio em espermatozoides humanos 

(Zhang et al., 2010). Neste estudo, Zhang et al. (2010) demonstraram que a 

indução de reação acrossômica com ionóforo de cálcio alterou a localização da 

EPPIN na cabeça do espermatozoide humano, que passou a ser 

predominantemente no segmento equatorial. De forma consistente, observamos 

baixa frequência de imunomarcação positiva para a EPPIN nesta região da cabeça 
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do espermatozoide, visto que nosso estudo foi realizado com espermatozoides 

recém-coletados e que não foram expostos a indutores da reação acrossômica. 

Nossos resultados reforçam a necessidade de estudos adicionais para investigar 

o potencial envolvimento da EPPIN na reação acrossômica, o que pode abrir 

novas perspectivas para sua exploração como alvo para contracepção masculina, 

devido ao papel essencial deste evento espermático na reprodução. 

 
4.2. Colocalização da EPPIN e SEMG-1 no espermatozoide humano. 

Em virtude da relevância da interação EPPIN/SEMG1 para a fertilidade 

masculina, um dos objetivos do nosso estudo foi a realização da colocalização 

entre a EPPIN e SEMG1 para entendermos sua distribuição em espermatozoides 

humanos ejaculados. Observamos padrão de imunomarcação positiva para a 

SEMG1 no flagelo em toda sua extensão (peça de conexão, peça intermediária e 

peça principal) e na cabeça, com maior intensidade no acrossoma anterior, região 

pós-acrossômica e anel posterior (Figura 6). Ensaios de controle negativo 

realizaram na ausência de um dos anticorpos utilizados demonstraram a 

especificidade das imunomarcações observadas (Anexo I). 

Estudos realizados com a EPPIN demonstraram que ela atua como um centro 

para ancoragem de diversas proteínas oriundas do próprio espermatozoide, como 

lactotransferrina (LTF), clusterina (CLU), e do plasma seminal, como SEMG1, 

resultando em um complexo multiproteico conhecido como EPC (Eppin Protein 

Complex) (Wang et al., 2007a; O'Rand et al., 2011). Vale destacar que a SEMG1 

é uma proteína multifuncional, atuando não apenas na inibição da motilidade 

espermática, mas também na modulação da capacitação espermática e 

hiperativação, formação do coágulo de sêmen e proteção do espermatozoide no 

ambiente uterino (Robert & Gagnon, 1999; Mitra et al., 2010; Sakaguchi et al., 

2020). Camundongos nos quais o gene Svs2 (ortólogo do SEMG1 humano) foi 

deletado apresentaram grau severo de subfertilidade devido à morte prematura 

dos espermatozoides no trato reprodutor feminino (Kawano et al., 2014). Além 

disso, macacos que se tornaram inférteis após a imunização com a EPPIN 

recombinante humana apresentaram alterações na liquefação do sêmen, evento 

mediado pela ação hidrolítica da serino protease PSA sobre a SEMG1 (O'Rand et 

al., 2004). Dessa forma, é provável que os efeitos diversos da SEMG1 sobre a 

função espermática dependam da sua ligação à EPPIN. Nossos resultados vão de 

encontro a esta hipótese, visto que observamos colocalização entre as duas 
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proteínas tanto na cabeça quanto no flagelo dos espermatozoides. Vale destacar, 

entretanto, que experimentos adicionais serão necessários para quantificar o perfil 

de colocalização da EPPIN com a SEMG1 no espermatozoide humano. 

Em conjunto, nossos resultados auxiliam na compreensão da EPPIN e seu 

mecanismos de ligação fornecendo novas perspectivas a respeito dos 

mecanismos que podem estar envolvidos no controle da motilidade do 

espermatozoide e sua exploração como alvo terapêutico para elaboração de 

novas estratégias farmacológicas masculinas para o controle de natalidade. . 
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Figura 6. Colocalização EPPIN/SEMG-1 nos diferentes segmentos de marcações em 
espermatozoides humanos ejaculados. As diferentes regiões estão demarcadas de 
acordo com os símbolos: Imunomarcação na região da cabeça: Seta branca pontilhada - 
marcação pós-acrossoma. Círculo branco em volta da cabeça - marcação dispersa. Ponta 
da seta branca - marcação da peça de conexão. Imunomarcação do flagelo: Seta amarela 
- imunomarcação na peça intermediária. Seta amarela pequena - imunomarcação na peça 
principal. O resultado é representativo de 1 imagem do experimento de colocalização. 
Legenda: CF corresponde a controle de fases. Sobreposição representa a junção entre 
EPPIN e SEMG1 e # corresponde ao recorte entre EPPIN (verde), SEMG1 (vermelho) e 
colocalização entre EPPIN e SEMG1. Barra de escala: 25 um. 
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5. Conclusão 

Nossos resultados fornecem novos entendimentos sobre o papel da EPPIN 

na função espermática e fertilidade masculina. A caracterização pormenorizada do 

seu perfil de distribuição na cabeça e do flagelo do espermatozoide humano abre 

portas para novas abordagens para investigações acerca da EPPIN como alvo 

multifuncional para contracepção masculina visando a inibição de eventos 

espermáticos como motilidade e reação acrossômica. Do ponto de vista fisiológico, 

oferecemos evidências adicionais da relevância da EPPIN como proteína 

espermática essencial para que a SEMG1 promova seus efeitos modulatórios 

sobre a função espermática, tanto aqueles que ocorrem via flagelo (motilidade e 

hiperativação) quanto via cabeça (reação acrossômica). . Portanto, este estudo 

reforça a relevância da continuidade dos estudos sobre a EPPIN na fertilidade 

masculina visando sua potencial aplicação como alvo para contracepção 

masculina, cujo desenvolvimento contribuirá para a queda das taxas de gestações 

não-planejadas e para melhor distribuição das tarefas contraceptivas entre 

homens e mulheres. 
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Anexo 1. Figura suplementar 
 

 

 

Figura Suplementar 1. Controle negativos na ausência de anticorpo primário (-). A 
primeira fileira apresenta imagem do controle negativo para EPPIN e SEMG-1. A fileira 
mediana apresenta controle negativo da EPPIN na presença de imunomarcação da 
SEMG-1. Fileira inferior apresenta os controles negativos para SEMG-1 na presença de 
imunomarcação da EPPIN. Resultados representativos de três experimentos 
independentes. Barra de escala: 25 um. 
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Anexo 2. Termo de Consentimento Livre e esclarecido 
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Anexo 3. Aprovação do Comitê de Ética 
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Anexo 4. Aprovação do Hospital das Clínicas para elaboração do estudo 
 

 


