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RESUMO

A gravidez ndo planejada constitui um grande problema de saude global, sendo a
estatistica mundial cerca de 40%. Esse dado reflete a necessidade de ampliacao
dos métodos de contracepcdo, principalmente para o publico masculino, visto
estarem disponiveis somente dois métodos: vasectomia e preservativo. Nesse
sentido, a proteina espermatica EPPIN (Epididymal protease inhibitor) € um alvo
farmacologico promissor para a contracep¢éo masculina ndo-hormonal devido ao
seu papel fundamental no controle da motilidade espermética apds a ejaculagéo.
A EPPIN é expressa no testiculo e epididimo, e esta presente na superficie dos
espermatozoides humanos, onde atua inibindo a motilidade espermatica via
interagcdo com a proteina seminal SEMG1 (semenogelina-1) apds a ejaculagéo.
Ligantes da EPPIN, como anticorpos anti-EPPIN e moléculas organicas de baixo
peso molecular, possuem efeitos inibitérios sobre a motilidade do espermatozoide
humano. Apesar desses avangos, pouco se sabe sobre os mecanismos pelos
guais a EPPIN modula a motilidade espermatica; além disso, sua distribuicdo
celular no espermatozoide humano ejaculado é pouco caracterizada. Assim, esta
pesquisa teve como objetivo investigar a expresséo e distribuicéo celular da EPPIN
no espermatozoide humano e sua colocalizagdo com a SEMGL1. Para isso,
utilizamos amostras de espermatozoides humanos, coletados de 3 voluntarios,
segundo critérios de normalidade da Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
(Aprovagdo CEP-FMB/UNESP: 64342822.9.0000.5411) e realizamos ensaios de
Western blot e imunofluorescéncia, utilizando os anticorpos anti-EPPIN Q20E e
S21C, que reconhecem epitopos nas regides N- e C-terminal da proteina,
respectivamente e o anticorpo anti-SEMG1 S20H. Nossos resultados mostraram
maior abundancia da EPPIN nas regides: anel posterior (99,5%), dispersa (51%)
e pos-acrossodmica (42%), da cabeca, além de marcagédo em todas as regides do
flagelo: peca de conexdo (99,5%), peca intermediaria (99,5%) e peca principal
(69,3%). Adicionalmente, observamos maior abundéancia da colocalizacdo entre a
EPPIN e SEMGL1 nas regides pds-acrossOmica e anel posterior da cabeca e todas
as regides do flagelo. Nossos resultados aumentam o conjunto de informacgfes
sobre a localizacdo da EPPIN no espermatozoide humano, bem como sugerem
fungbes adicionais para a EPPIN via interagdo com a SEMG1 no gameta
masculino, além da regulacdo da motilidade espermatica.

Palavras-chave: Interacdo proteina-proteina. Contracepcdo 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 maotility 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 SEMGL1. 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 SEMGL1 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. INTRODUCAO

Métodos contraceptivos podem inibir de forma reversivel a fertilidade,
evitando a gravidez indesejada. Esses métodos séo essenciais dentro do escopo
de acdes para o controle da natalidade e planejamento familiar . Atualmente,
diversos contraceptivos estdo disponiveis no mercado; sendo os métodos
farmacoldgicos hormonais os mais utilizados (Teal & Edelman, 2021). Nesse
contexto, vale ressaltar que a maioria dos métodos farmacologicos ou néo-
farmacoldgicos para contracepcdo sao de uso feminino, o que torna a mulher a
principal carreadora das responsabilidades e riscos associados ao Seu USO.
Mudancas nesse cenario demandam o aumento das opc¢bBes de métodos
masculinos para o controle de natalidade, trazendo maior igualdade de género das
tarefas associadas ao planejamento familiar.

De fato, apenas dois métodos de contracepg¢do estdo disponiveis para o
publico masculino, o preservativo e a vasectomia. Ambos 0os métodos apresentam
fatores que dificultam sua aplicacdo no cotidiano: a camisinha apresenta alto
indice de falha na seguranca da contracepcdo, e a vasectomia € um método
invasivo e de baixa adesdo de escolha entre adolescentes, adultos jovens e
individuos sem filhos, devido sua baixa reversibilidade (Marchi et al., 2011; Amory,
2016). A partir desse cenario, observa-se a necessidade de adquirir novas
estratégias farmacologicas reversiveis para a contracep¢do masculina, o que trara
maior balanc¢o na diviséo dos riscos e responsabilidades entre mulheres e homens
na contracepcao e planejamento familiar.

Diversas estratégias para contracepg¢do masculina encontram-se em fases de
desenvolvimento clinico ou pré-clinico (Long et al., 2019; Kent et al., 2020). Os
métodos hormonais visam a inibi¢cdo do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal via
administracdo de androgénios em combinacdo com progestinas, ocasionando
inibicdo reversivel da esteroidogénese testicular e da espermatogénese
(Piotrowska et al., 2017). No entanto, variagdes na resposta ao tratamento entre
populacdes, limitacdes associadas a via de administracdo, longa laténcia
terapéutica (3 a 4 meses) e efeitos adversos (p. ex., ganho de peso, aumento do
hematdcrito, dislipidemias, acne e alteracfes da libido) tém dificultado avangos no
desenvolvimento clinico desses medicamentos e sua chegada ao mercado
farmacéutico (Thirumalai & Amory, 2021).

Nesse sentido, estratégias farmacoldgicas para contracep¢do masculina que

nao envolvem manipula¢des hormonais tém sido exploradas como alternativa para



suplantar as limitacbes observadas com os métodos hormonais. As abordagens
nao-hormonais tém como foco a inibicdo da espermatogénese ou da fungdo do
espermatozoide, pelo blogueio de eventos fundamentais para sua capacidade de
reconhecer e fertilizar o odcito, incluindo motilidade, capacitacao, hiperativacdo e
reacao acrossdmica (O'Rand et al., 2016; Mariani et al., 2023). Nesse contexto, 0
espermatozoide emerge como uma fonte relevante de alvos farmacoldgicos
promissores para contraceptivos masculinos de uso por demanda, com efeito
rapido e seguro (Kopf, 2008; Mariani et al., 2023).

O espermatozoide € uma célula altamente diferenciada que apresenta, em
sua estrutura, duas principais regides: a cabeca e o flagelo, unidos pela peca de
conexdo. A cabecga € composta pelo nucleo e o acrossoma sendo subdividida em
regido acrossomal (anterior), segmento equatorial e pds-acrossomal (posterior), e
anel posterior. Ja o flagelo do espermatozoide é subdividido em quatro principais
regibes: peca de conexdo, peca intermediaria, peca principal e peca final. Além
disso, o flagelo apresenta 4 estruturas essenciais para sua funcdo: axonema,
bainha mitocondrial, feixe de fibras densas e bainha fibrosa. O axonema é
composto por um complexo de “9+1” pares de microtubulos que se estende por
todo o flagelo (Eddy, 2006). A bainha mitocondrial esta presente apenas na peca
intermediaria, circundando o feixe de fibras densas, enquanto que a bainha fibrosa
€ encontrada apenas na peca principal (Eddy, 2006).

Ao deixarem os testiculos, os espermatozoides sao células morfologicamente
diferenciadas, porém funcionalmente imaturas, sendo incapazes de adquirir
motilidade progressiva, hiperativacao e fertilizar o oécito. Estas habilidades séo
adquiridas em duas etapas de maturacdo espermatica poés-testicular. A primeira
ocorre no epididimo (maturacdo espermatica) e a segunda, no sistema genital
feminino (capacitagéo) (Gervasi & Visconti, 2017). A maturac@o espermética e a
capacitacdo sdo eventos sequenciais, essenciais para a reproducéo e altamente
regulados por proteinas espermaticas e pelos fluidos que banham os gametas
masculinos durante sua jornada pelo epididimo e sistema genital feminino (Avellar
& Hinton, 2019). Alteracdes tanto na maturacdo quanto capacitacdo espermatica
sdo causas reconhecidas de infertilidade masculina.

Nesse contexto, o estudo da maturacdo e capacitacdo espermatica vem
promovendo descobertas relevantes tanto para a identificacdo de alvos que
podem ser inibidos farmacologicamente visando a contracep¢édo quanto para o

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o tratamento da



infertilidade masculina (Mariani et al., 2023). Dentre esses alvos, destacamos a
proteina espermética EPPIN (Epididymal protease inhibitor), devido ao seu papel
fundamental para o controle da motilidade espermética apds a ejaculacéo e a
possibilidade de intervencdo farmacoldgica (O'Rand et al., 2011; O'Rand et al.,
2016).

O gene EPPIN est4 localizado no cromossomo 20 humano (20q12-q13) e
codifica uma proteina de secrec¢éo de 133 residuos de aminoacidos, contendo um
peptideo sinal e duas sequéncias consenso de dominios 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 testiculo e epididimo,
sendo encontrada na estrutura do espermatozoide onde atua como um centro de
ancoragem para uma rede de interacfes proteina-proteina, fundamentais para a
modulacao da motilidade espermatica apds a ejaculagéo (Richardson et al., 2001;
Wang et al., 2005; Wang et al., 2007a). A interagdo entre a EPPIN e a SEMG1
(semenogelina-1), principal proteina do plasma seminal e componente integral do
coagulo de sémen, no espermatozoide resulta na inibicdo temporaria de sua
motilidade (Mitra et al., 2010; Silva et al., 2013). Esta s6 é recuperada apés a
clivagem da SEMGL1 pela protease prostatica 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 ndo humanos e roedores demonstraram que ligantes da EPPIN, como
anticorpos anti-EPPIN e 0s compostos experimentais B4 e EP055, apresentaram
efeito inibitério sobre a motilidade espermatica via interacdo com a regido da
EPPIN responsavel 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 farmacos contraceptivos masculinos com atividade na inibicdo da

motilidade/funcao espermatica via interacdo com a EPPIN.
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Figura 1: llustracdo esquematica do gene EPPIN e seu produto proteico. A: Localiza¢do
do gene EPPIN no cluster WFDC no cromossomo 20 humano (20q12-g13). B: Sequéncia
primaria da EPPIN humana (NP_, identificando o peptideo sinal (letras minisculas) e os
dominios 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
inteligéncia artifical AlphaFold: https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/095925 (Jumper et al.,
2021), representando o peptideo sinal (ciano), e os dominios WFDC (vermelho) e Kunitz
(azul escuro).



https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/O95925

Esse cenario refor¢ga a necessidade do melhor entendimento sobre a regulacéo
da expressdo e mecanismos de acdo da EPPIN na modulagdo da funcéo
espermatica, bem como suas fungbes fisiologicas no sistema reprodutor
masculino, incluindo aquelas relacionadas a sua interacdo com proteinas do
plasma seminal, as quais precisam ser mais exploradas. Apesar da presenca da
EPPIN no espermatozoide humano ter sido demonstrada por diversas
metodologias, 0s estudos realizados até o momento ndo exploraram
detalhadamente sua distribuicdo celular no gameta masculino. Dessa forma, 0s
resultados desse estudo visaram preencher lacunas acerca da caracterizacao da
localizacdo da EPPIN e contribuir para o entendimento da rede de interacdes
proteina-proteina dessa proteina no espermatozoide, além da sua fungdo como
moduladora da motilidade espermatica, e seu potencial envolvimento em outros
eventos que antecedem a fertilizagdo, como capacitagdo, hiperativagéo e reagéo
acrossbmica. Nossa pesquisa fornece resultados que contribui para o
entendimento dos papéis da EPPIN quanto sua caracterizagdo estrutural e
funcional com o intuito do desenvolvimento de novas estratégias farmacolégicas

para o desenvolvimento de um contraceptivo masculino ndo-hormonal



2. OBJETIVO
2.1. Objetivo geral
Investigar o perfil de expresséo e distribuigéo celular da EPPIN no

espermatozoide humano e sua colocalizacdo com a SEMG1.

2.2. Objetivos especificos

1) Avaliar a expresséao e localizac&o da EPPIN nas regides do espermatozoide
humano ejaculado.

2) Investigar as regifes de colocalizacdo entre a EPPIN e sua proteina de
interacdo 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 laboratério de Reproducdo Humana
FMB/UNESP. Na segunda parte, verificamos a presenca da EPPIN nos
espermatozoides humanos por meio de ensaios de Western blot. Além disso,
analisamos o perfil de distribuicdo da EPPIN no espermatozoide ejaculado e sua
colocalizagéo entre EPPIN e SEMGL1.

Parte 1: Coleta das amostras Parte 2: Processamento das amostras
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Figura 2. Representacdo esquematica do delineamento experimental do projeto
segmentada em duas etapas: Coleta das amostras realizadas no laboratério de
Reproducdo Humana (FMB), conforme aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa, e
processamento para ensaios de Western blotting e imunofluorescéncia. Figura elaborada
pela plataforma BioRender.com.



3.2. Materiais e Métodos

3.2.1. Amostras Bioldgicas e aspectos éticos
Para que o estudo fosse realizado e as amostras coletadas e analisadas no
Laboratério de Reproducdo Humana do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu, UNESP, foi necessario aprovagdo do Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) (CEP-FMB/UNESP: 64342822.9.0000.5411) descrevendo e
estudo e elaboracdo do termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Apds a
aprovacdo da pesquisa e inicio das atividades, os espermatozoides humanos
foram isolados a partir de amostras de sémen a partir de voluntarios maiores de
18 anos, capazes de assinar o termo de consentimento livre e esclarecido e
realizaram a coleta das amostras em frascos estéreis por masturbacao. Para tal,
foram excluidos: (i) portadores de doencgas cronicas ndo transmissiveis, (ii)
tabagistas ou adictos de drogas de abuso, (iii) portadores de doencas sexualmente
transmissiveis ou de infec¢Bes do sistema geniturinario, (iv) individuos com
parametros seminais fora dos critérios da Organizacdo Mundial da Saude (OMS).
Apoés a coleta, as amostras passaram por analise macroscépica (tempo de
liquefacdo, volume, viscosidade, coloragdo e pH), e andlise microscopica
(motilidade e morfologia). Além disso, realizamos o processamento das amostras
por gradiente descontinuo de densidade por meio do preparo de tubo de centrifuga
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 diluido em meio HTF. Por ultimo,
realizamos a contagem espermatica para obtermos a concentragéo de
espermatozoides para realizarmos ensaios de Western blot e imunofluorescéncia.
A coleta das amostras e a analise seminal foram realizadas no Laboratorio de
Reprodugdo Humana do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu, UNESP. Para manter o sigilo amostras, retiramos a identificacdo como
nome e horario da coleta e incubados na estufa a 37°C para liquefagdo do sémen
e analisadas quanto aos parametros espermaticos segundo o protocolo da OMS.
Para o estudo, foram realizadas trés coletas, na qual apresentaram o
processamento e analise da amostra (Figura 2). Os resultados da analise seminal

foram informados aos voluntarios.

3.2.2. Anticorpos
Para os ensaios de Western blot e imunofluorescéncia, utilizamos anticorpos
primarios anti-EPPIN Q20E (epitopo na regidao N-terminal da EPPIN) e S21C



(epitopo na regido C-terminal da EPPIN), sendo o primeiro produzido em coelho e
cabra e o segundo, apenas em coelho (Tabela 1). Para os ensaios de
colocalizacéo, utilizamos os anticorpos anti-EPPIN Q20E, produzido em cabra, e
0 anticorpos anti-SEMG1 S20H, produzido em coelho (Tabela 1). Apos
caracterizar a localizacdo da EPPIN nas diferentes regides do espermatozoide,
investigamos as potenciais regides em que a EPPIN e sua proteina parceira
SEMGL1 se localizam no espermatozoide ejaculado. Além destes anticorpos
primarios, utilizamos anticorpos secundarios diferentes conjugados com
fluoréforos de coloracBes diferentes (Alexa-flior 594 e 488) estudou com

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

Tabela 1. Informagbes sobre os anticorpos primarios utilizados nos ensaios de
Western blot e imunofluorescéncia.

Anticorpo Animal Epitopo alvo Referéncia

Anti-EPPIN Coelho

20QGPSLADLLFPRRCPRFREE® Wang et al., 2005.
Q20E e Cabra
Anti-EPPIN
S21C Coelho  19BSMFVYGGCQGNNNNFQSKANC!?2  O’Rand et al., 2012.
Anti-SEMG-1 Coelho 353RKNFNPGNYFTKGGADC?3¢7 Wang et al., 2005.

Tabela 2. Informag@es sobre os anticorpos secundarios utilizados nos ensaios de
Western blot e imunofluorescéncia.

Anticorpo Animal Empresa Catalogo

Alexa fluor 594

. . . Burro Jackson ImmunoResearch 711-585-152

conjugated anti-rabbit
Al fl 4

e>.<a uor 88, . Burro Jackson ImmunoResearch 711-585-152
conjugated anti-rabbit
Peroxidase-conjugated

. ,J g Boi Jackson ImmunoResearch 805-035-180
AffinePure Anti-Goat
Peroxidase-conjugated

Burro Jackson ImmunoResearch 711-035-152

AffinePure Anti-Rabbit




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 10°
células) foram ressuspendidas em tampao de amostra (Tris-HCI 60 mM, glicerol
10% v/v/, SDS 2% m/v e azul de bromofenol 0,01% m/v) e aguecidas a 85°C por
5 min. Apés centrifugacéo (12.000 x g, 5 min), os sobrenadantes foram coletados,
suplementados com B-mercaptoetanol 5% v/v e incubados novamente a 85°C 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 primarios anti-EPPIN Q20E e S21C
(Tabela 1), seguido de incubagdo com anticorpos secundarios 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 imunofluorescéncia

Os ensaios de Imunofluorescéncia foram realizados conforme metodologia
descrita por Silva et al. (2021) com algumas modificagfes. Resumidamente, uma
aliquota dos espermatozoides (1 x 107 células/mL) foi utilizada para confecgédo de
esfregacos em laminas silanizadas. Apos secagem das laminas em temperatura
ambiente, os esfregacos foram fixados com solucéo de paraformaldeido 4% em
tampao PBS por 25 min, seguido de incubag¢do com solugéo de bloqueio (tampé&o
PBS contendo BSA 1%, m/v) na presenca de saponina 0,1% m/v por 25 min. Em
seguida, as laminas foram incubadas com o0s anticorpos primarios anti-EPPIN
Q20E e S21C (Tabela 1) e para os ensaios de colocalizacdo foi realizada uma
etapa adicional de incubag¢do com o anticorpo anti-SEMG1 (Tabela 1) em solucdo
de blogueio a 4°C durante a noite. No dia seguinte, lavamos as laminas e as
incubamos com o0s anticorpos secundarios apropriados conjugados com
fluoroforos Alexa-flior 594 ou 488 (Tabela 2) por 1 h a temperatura ambiente. Em
seguida incubamos as laminas com solucdo de 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI,
Invitrogen) para marcacao dos nucleos celulares (10 uM por uma 1,5 h). Apés a
lavagem sob protecdo da luz, montamos as laminas com processamento seminal
por gradiente descontinuo de densidade (INGAMED cat: 50080003) seguido de
selagem com esmalte. Posteriormente analisamos os resultados em microscopio
de epifluorescéncia. As imagens foram tratadas e sobrepostas com ajuste de brilho

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



http://imagej.nih.gov/ij

Ensaios de controles negativos foram realizados na auséncia de um ou de ambos
0s anticorpos primérios. As imagens dos controles receberam 0s mesmos
tratamentos de brilho e contraste utilizados para a EPPIN e SEMGL1.

Para analisarmos o padrdo de imunomarcacdo da EPPIN, dividimos o
espermatozoide em regides da cabeca: acrossoma anterior, regido equatorial,
regido pos-acrossdmica, anel posterior e dispersa (marcagao presente em toda a
cabeca sem definicdo predominante em uma regido); e flagelo: peca de conexao,
peca intermediaria e peca principal (Figura 3). Essas imunomarcacdes foram
expressas como percentual do total de células analisadas, somando-se os trés
experimentos independentes. Somente espermatozoides com a morfologia

considerada normal foram analisados.

Acrosséma
Anterior (AA)

Peca de
conexao (PC)

Peca
Segmentos do | Intermediaria

flagelo do (PI)
espermatozoide

Segmento | Segmentos da
Equatorial (SE) | cabega do
espermatozoide

Pega
Principal
(PP)

Regiao
Pos-acrossomica (PA)

Anel Posterior (AP)

Figura 3. Representagdo esquematica da segmentacdo do espermatozoide humano:
Cabeca: Amarelo - Acrossoma Anterior, Cinza - Segmento equatorial, Azul - Regiao pés-
acrossémica, Vermelho - Anel posterior. Flagelo: Verde - Peca de conexdo, Cinza - Peca
intermedidria, Laranja - Peca principal.

4. Resultados e Discusséo
4.1. Caracterizacdo da distribuicao celular da proteina espermatica EPPIN no
espermatozoide humano.

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

detectar a proteina EPPIN em extratos proteicos totais de espermatozoides
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humanos por ensaio de Western blot (Figura 4). Observamos a presenca de
multiplas bandas imunorreativas para o anticorpo anti-EPPIN S21C, incluindo em
~17 kDa, massa molecular esperada para o monémero EPPIN, além de bandas
com massas moleculares aparentes em ~45 kDa e na faixa de ~75-90 kDa (Figura
4). E sabido que a EPPIN pode se apresentar como muiltiplas bandas em ensaios
de Western blot, devido a sua capacidade de formar dimeros e oligbmeros
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 estdo de acordo com a literatura e validam o anticorpo
anti-EPPIN S21C para os ensaios de imunofluorescéncia. Vale destacar que o
anticorpo anti-EPPIN Q20E j& foi previamente validado para este tipo de ensaio
(Wang et al., 2005).

Espermatozoides
(x108)
PM (kDa) 55710 2,0

150 —
130 — |
100 —
75-90 kDa
70 — -
53 — «—45kDa

Figura 4. Deteccdo 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 10° células,
conforme indicado. Os resultados séo representativos de experimentos realizadas com
uma amostra de sémen.

Em seguida, caracterizamos o perfil de distribuicho da EPPIN em toda
extensdo do espermatozoide humano utilizando os anticorpos anti-EPPIN S21C e
Q20E. Observamos imunomarcag¢éo positiva para a EPPIN de forma diferencial na
cabeca e flagelo dos espermatozoides para ambos os anticorpos (Figura 5). A
andlise quantitativa do padrdo de imunomarcagdo positiva para a EPPIN na
cabeca do espermatozoide revelou a presenca deste alvo de forma dispersa em
toda a cabeca na maior parte das células (Q20E: 50% e S21C 53,1%), além de

padrées mais delimitados no acrossoma anterior (Q20E: 7,5% e S21C: 1,2%) e
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regido pos-acrossdmica (Q20E 41,7% e S21C 41,7%), indicando um perfil
diferencial de imunomarcacdo entre essas regibes (Tabela 3 e Figura 5).
Adicionalmente, quase todas o0s espermatozoides analisados apresentaram
imunomarcagéo positiva para a EPPIN no anel posterior (Q20E: 99,3% e S21C
100%), regido que conecta a cabeca a peca de conexdo do flagelo (Tabela 3,
Figuras 3 e 5). Ja no flagelo do espermatozoide, observamos abundante
imunomarcacdao positiva para a EPPIN na peca de conexao (Q20E: 99,3% e S21C
100%), peca intermediaria (Q20E: 99,3% e S21C 100%) e na peca principal
(Q20E: 88,3 e S21C 34,1%) (Tabela 3; Figura 5). Nenhuma imunomarcacao
positiva foi observada quando experimentos foram realizados na auséncia dos

anticorpos primarios (Anexo 1).

Tabela 3. Frequéncia de imunomarcacdo da EPPIN em regides da cabega e
flagelo do espermatozoide utilizando os anticorpos anti-EPPIN Q20E e S21C.

Imunomarcacéo na cabeca | Anticorpo Q20E (%) | Anticorpo S21C (%)
Acrossoma anterior 7,5 1,2
Segmento equatorial 0,7 0,0

Regido pos-acrossdémica 41,8 41,8

Anel posterior 99,3 100

Dispersa 50,0 53,2

Sem marcagédo na cabeca 0,7 3,8
Imunomarcacgéo no flagelo Anticorpo Q20E Anticorpo S21C

Peca de conexdo 99,3 100

Peca intermediaria 99,3 100

Peca principal 88,4 34,2

Sem marcacgéao no flagelo 0,7 0,0
Quantidade de células Anticorpo Q20E Anticorpo S21C

analisadas 146 79
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Anti-EPPIN S21C Anti-EPPIN Q20E

DAPI

Alvos

Sobreposi¢ao

Figura 5. Imunolocalizacdo da EPPIN nos diferentes segmentos de marcacbes em
espermatozoides humanos ejaculados. As diferentes regies estdo demarcadas de acordo
com os simbolos: Imunomarcacdo na regido da cabeca: Seta branca na cabeca - marcagéo
acrossoma. Seta branca reduzida - marcagdo poés-acrossoma. Circulo branco em volta da cabeca
- marcacdao dispersa. Ponta da seta branca - marcacao da peca de conexao. Asterisco branco -
marcacao do anel posterior. Imunomarcacéo do flagelo: Seta amarela - imunomarcacgéo na peca
intermediaria. Seta amarela pequena - imunomarcac¢do na peca principal. DAPI: marcacao de
nacleo 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 a demanda por novos métodos masculinos para o controle da
natalidade, a EPPIN representa um dos principais alvos para o desenvolvimento
de novos farmacos contraceptivos masculinos ndo hormonais que podem afetar a
funcdo espermatica (Drevet, 2018). Neste estudo, caracterizamos de forma
detalhada o perfil de localizagdo da EPPIN no espermatozoide humano, um
parametro importante para a andlise de suas funcbes e avaliacdo do efeito
espermiostéatico de seus potenciais ligantes (Mariani et al., 2023).

Estratégias experimentais diferentes deram lastro a hipotese de que a EPPIN
atua como elemento central de uma rede de interacdo proteina-proteina com papel
essencial na funcao espermética (O'Rand et al., 2011; Mariani et al., 2023). Nesse
contexto, a presenca da EPPIN no flagelo dos espermatozoides ejaculados
humanos fornece suporte para participacdo desta proteina em eventos
bioquimicos e moleculares para o controle da motilidade espermatica (Wang et al.,
2005; Wang et al., 2007a). Nossos resultados foram de encontro com esses
estudos, visto que observamos imunomarcacdo positiva para a EPPIN nas
diferentes segmentacdes do flagelo (peca de conexdo, intermediaria e principal)
com ambos os anticorpos Q20E e S21C em quase todos os espermatozoides
analisados (Tabela 3). Dessa forma, é possivel propor que a auséncia da EPPIN
no flagelo do espermatozoide pode ser um marcador de disfuncdo do gameta
masculino.

Além disso, o perfil de imunomarcacao positiva para a EPPIN na cabeca do
espermatozoide observado em nosso estudo sugere seu envolvimento em outras
funcbes associadas a fertiidade do gameta masculino, como a reacao
acrossdmica. Vale ressaltar que a SEMGL1, principal proteina ligante da EPPIN
oriunda do plasma seminal, é capaz de inibir a reagédo acrossémica e a fertilizacéo
do odcito 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 reacdo acrossémica
espontanea e induzida por iono6foro de célcio em espermatozoides humanos
(Zhang et al., 2010). Neste estudo, Zhang et al. (2010) demonstraram que a
inducdo de reacdo acrossdmica com ionoforo de calcio alterou a localizagédo da
EPPIN na cabega do espermatozoide humano, que passou a ser
predominantemente no segmento equatorial. De forma consistente, observamos

baixa frequéncia de imunomarcacao positiva para a EPPIN nesta regido da cabeca
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do espermatozoide, visto que nosso estudo foi realizado com espermatozoides
recém-coletados e que nao foram expostos a indutores da reacao acrossémica.
Nossos resultados reforcam a necessidade de estudos adicionais para investigar
0 potencial envolvimento da EPPIN na reagdo acrossdmica, o que pode abrir
novas perspectivas para sua exploracdo como alvo para contracepc¢do masculina,

devido ao papel essencial deste evento espermatico na reproducao.

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

Em virtude da relevancia da interagdo EPPIN/SEMG1 para a fertilidade
masculina, um dos objetivos do nosso estudo foi a realizacdo da colocalizagéo
entre a EPPIN e SEMG1 para entendermos sua distribuicdo em espermatozoides
humanos ejaculados. Observamos padrdo de imunomarcacdo positiva para a
SEMG1 no flagelo em toda sua extensao (peca de conexdo, peca intermediaria e
peca principal) e na cabeca, com maior intensidade no acrossoma anterior, regiao
pos-acrossdmica e anel posterior (Figura 6). Ensaios de controle negativo
realizaram na auséncia de um dos anticorpos utilizados demonstraram a
especificidade das imunomarcagfes observadas (Anexo ).

Estudos realizados com a EPPIN demonstraram que ela atua como um centro
para ancoragem de diversas proteinas oriundas do proprio 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
€ uma proteina multifuncional, atuando ndo apenas na inibicdo da motilidade
espermatica, mas também na modulacdo da capacitacdo esperméatica e
hiperativacao, formacgdo do coagulo de sémen e protecao do espermatozoide no
ambiente uterino (Robert & Gagnon, 1999; Mitra et al., 2010; Sakaguchi et al.,
2020). Camundongos nos quais o gene Svs2 (ortélogo do SEMG1 humano) foi
deletado apresentaram grau severo de subfertilidade devido a morte prematura
dos espermatozoides no trato reprodutor feminino (Kawano et al., 2014). Além
disso, macacos que se tornaram inférteis apdés a imunizacdo com a EPPIN
recombinante humana apresentaram alteracdes na liquefacdo do sémen, evento
mediado pela agéo hidrolitica da serino protease PSA sobre a SEMG1 (O'Rand et
al., 2004). Dessa forma, é provavel que os efeitos diversos da SEMG1 sobre a
funcéo espermatica dependam da sua ligacdo a EPPIN. Nossos resultados vao de

encontro a esta hipotese, visto que observamos colocalizacdo entre as duas
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proteinas tanto na cabeca quanto no flagelo dos espermatozoides. Vale destacar,
entretanto, que experimentos adicionais serdo necessarios para quantificar o perfil
de colocalizagéo da EPPIN com a SEMG1 no espermatozoide humano.

Em conjunto, nossos resultados auxiliam na compreenséo da EPPIN e seu
mecanismos de ligacdo fornecendo novas perspectivas a respeito dos
mecanismos que podem estar envolvidos no controle da motilidade do
espermatozoide e sua exploracdo como alvo terapéutico para elaboracdo de

novas estratégias farmacolégicas masculinas para o controle de natalidade. .
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DAPI

EPPIN Semenogelina-1

Figura 6. Colocalizacdo EPPIN/SEMG-1 nos diferentes segmentos de marcagdes em
espermatozoides humanos ejaculados. As diferentes regides estdo demarcadas de
acordo com os simbolos: Imunomarcacgédo na regido da cabeca: Seta branca pontilhada -
marcacao pos-acrossoma. Circulo branco em volta da cabega - marcagéo dispersa. Ponta
da seta branca - marcacéo da peca de conexdo. Imunomarcacéo do flagelo: Seta amarela
- imunomarcacao na peca intermediaria. Seta amarela pequena - imunomarcagao na peca
principal. O resultado é representativo de 1 imagem do experimento de colocalizagao.
Legenda: CF corresponde a controle de fases. Sobreposi¢do representa a juncéo entre
EPPIN e SEMG1 e # corresponde ao recorte entre EPPIN (verde), SEMG1 (vermelho) e
colocalizacao entre EPPIN e SEMG1. Barra de escala: 25 um.
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5. Concluséo

Nossos resultados fornecem novos entendimentos sobre o papel da EPPIN
na funcéo espermaética e fertilidade masculina. A caracterizacdo pormenorizada do
seu perfil de distribuicdo na cabeca e do flagelo do espermatozoide humano abre
portas para novas abordagens para investigacdes acerca da EPPIN como alvo
multifuncional para contracepcdo masculina visando a inibicdo de eventos
espermaticos como motilidade e reacdo acrossémica. Do ponto de vista fisiolgico,
oferecemos evidéncias adicionais da relevancia da EPPIN como proteina
espermatica essencial para que a SEMG1 promova seus efeitos modulatérios
sobre a fungdo espermatica, tanto aqueles que ocorrem via flagelo (motilidade e
hiperativacdo) quanto via cabeca (reacdo acrossdmica). . Portanto, este estudo
refor¢a a relevancia da continuidade dos estudos sobre a EPPIN na fertilidade
masculina visando sua potencial aplicacdo como alvo para contracepgao
masculina, cujo desenvolvimento contribuird para a queda das taxas de gestacdes
nao-planejadas e para melhor distribuicdo das tarefas contraceptivas entre
homens e mulheres.
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ANEXOS

Anexo 1. Figura suplementar

DAPI -) Anti-EPPIN Sobreposigao

DAPI| (-) Anti-EPPIN Anti-SEMG1

DAPI Anti-EPPIN (-) Anti-SEMG1

Figura Suplementar 1. Controle negativos na auséncia de anticorpo primario (-). A
primeira fileira apresenta imagem do controle negativo para EPPIN e SEMG-1. A fileira
mediana apresenta controle negativo da EPPIN na presenca de imunomarcacdo da
SEMG-1. Fileira inferior apresenta os controles negativos para SEMG-1 na presenca de
imunomarcacdo da EPPIN. Resultados representativos de trés experimentos
independentes. Barra de escala: 25 um.




Anexo 2. Termo de Consentimento Livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
RESOLUGAO 466/2012

(Participante maior de 18 anos)

CONVIDO, o Senhor para participar do Projeto de Pesquisa intitulado “Avaliagdo do perfil
de expressao e distribuicao celular da EPPIN (Epididymal Protease Inhibitor) no
espermatozoide humano: um alvo para contracep¢cdao masculina”, que sera
desenvolvido por mim Ana Clara Ferrari Themer (Aluna de graduagdo em Enfermagem),
com orientacdo do pesquisador Professor Dr. Erick José Ramo da Silva (Instituto de
Biociéncias de Botucatu da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”).

Estou desenvolvendo uma pesquisa na area da contracep¢do masculina. Para que eu
possa ter um resultado nesse momento preciso coletar amostras de sémen, que serdo
identificadas com o nome e horario da coleta. Serdo analisadas quanto aos parametros
espermaticos segundo o protocolo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Os resultados
da andlise do sémen serdo informados aos voluntarios. (O projeto exposto possui risco
minimo para os voluntarios, devido apresentar fatores de constrangimento. Para
reducao dos riscos, os voluntarios terdo acesso a uma sala reservada e privativa para
a realizacdo da coleta da amostra, e serdo esclarecidas todas as suas duvidas sobre
o procedimento ou de outros aspectos do estudo. Nao ocorrera, em hipotese alguma,
a divulgacao de dados confidenciais ou coercdo para participar da pesquisa).

Informo que o material biolégico colhido do Senhor ndo sera usado em sua totalidade e
parte dele sera armazenado no Departamento de Biofisica e Farmacologia, Instituto de
Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual Paulista”. Para reutilizagéo desse material
sera escrito um novo projeto de pesquisa, com um novo termo de consentimento para que
o Senhor assine nova autorizagdo para utilizagdo desse material. Além disso, o Senhor
respondera um questionario que levara uns 15 minutos de duragéo.

Seu beneficio em participar sera a colaboragéo voluntaria para avangos novos métodos de
controle da natalidade focados no homem (contracepcdo masculina), oferecendo aos
casais novas formas reversiveis e seguras prevengdo da gravidez. Dessa forma, sua
participagdo no projeto auxiliara para a geragdo de novos conhecimentos na area e
colaborara para o planejamento familiar.

Fique ciente de que sua participacdo neste estudo € voluntaria e que mesmo apos ter dado
seu consentimento para participar da pesquisa, vocé podera retira-lo a qualquer momento,
sem qualquer prejuizo na continuidade do seu tratamento.

Sera garantido o direito a assisténcia integral e gratuita a vocé em caso de quaisquer danos
decorrentes da participacdo nesta pesquisa e pelo tempo que for necessario. Vocé tem
direito de buscar indenizagao diante de eventuais danos decorrentes desta pesquisa.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera elaborado em 2 cépias iguais, o
qual 01 copia sera entregue ao Senhor (a) devidamente rubricada, e a outra via sera



arquivada e mantida pelos pesquisadores por um periodo de 5 anos apds o término da
pesquisa.

Qualquer duvida adicional vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa através dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que funciona de 22 a 62 feira
das 8:00 as 12:00 horas e das 13:30 as 17:00 horas, na Chacara Butignolli s/n°® em Rubido
Junior — Botucatu - Sdo Paulo. Os dados de localizacao dos pesquisadores estao abaixo
descritos:

Ap6s terem sido retirada todas minhas duvidas a respeito deste estudo, CONCORDO em
participar de forma voluntaria, estando ciente que todos os meus dados estarao
resguardados através do sigilo que os pesquisadores se comprometeram. Estou ciente que
os resultados desse estudo poderdo ser publicados e revistas cientificas.

Botucatu, /1

Pesquisador Participante da Pesquisa

Nome Ana Clara Ferrari Themer

Endereco: Ruas Dos Costas, n° 585 - Vila Aparecida
Telefone: (14) 997783524

Email: ana.f.themer@unesp.br

Nome Erick José Ramo da Silva
Endereco:

Telefone: (11) 985444389
Email: ejr.siiva@unesp.br
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo do perfil de expressao e distribuigao celular da EPPIN (Epididymal Protease
Inhibitor) no espermatozoide humano: um alvo para contracepgdo masculina.

Pesquisador: ERICK JOSE RAMO DA SILVA

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 64342822.9.0000.5411

Instituicao Proponente: Departamento de Farmacologia
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.766.492

Apresentagao do Projeto:

A gravidez ndo planejada constitui um grande problema de satde global, sendo a estatistica mundial cerca
de 40%. Esse dado reflete a necessidade

de ampliagdo dos métodos de contracepgdo, principalmente para o publico masculino, visto estarem
disponiveis somente dois métodos: vasectomia

e preservativo. Nesse sentido, a proteina espermatica EPPIN (Epididymal protease inhibitor) € um alvo
farmacolégico promissor para a contracepgao

masculina devido ao seu papel fundamental para o controle da motilidade espermatica apds a ejaculagéo. A
EPPIN é expressa no testiculo e

epididimo, e esta presente na superficie dos espermatozoides humanos, onde atua inibindo a motilidade
espermatica via interagdo com a proteina

seminal SEMG1 (semenogelina-1). Sua relevancia para a contracepgdo masculina é evidenciada pelos

Enderego: Chacara Butignolli , s/n

Bairro: Rubi&o Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1609 E-mail: cep@fmb.unesp.br
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efeitos inibitérios de anticorpos anti-EPPIN e

de ligantes organicos de baixo peso molecular sobre a motilidade do espermatozoide humano. No entanto
,pouco se sabe sobre os mecanismos elos quais a EPPIN modula a motilidade espermatica, bem como sua
distribuicdo celular no espermatozoide humano ejaculado. Assim, esta

pesquisa tem como objetivo investigar a expresséo e distribuicdo celular da EPPIN no espermatozoide
humano e sua colocalizagdo com a SEMG1.

Para isso, realizaremos ensaios de Western blot e imunofluorescéncia nas amostras de espermatozoides
humanos, coletados no Laboratério de

Reproducdo Humana do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu. Os voluntarios
doadores de sémen nesse estudo deverdo ser

maiores de 18 anos, tendo como critérios de exclusao: (i) portadores de doengas crénicas nao
transmissiveis, (ii) tabagistas ou adictos de drogas de

abuso, (iii) portadores de doencas sexualmente transmissiveis ou de infecgdes do sistema geniturinario, (iv)
individuos com parametros seminais

fora dos critérios da Organizagdo Mundial da Saude (OMS). A realizagdo deste projeto contribuira para o
melhor entendimento dos papéis da EPPIN

na reprodugédo, fomentando inovagéo radical em estratégias farmacolégicas para o controle da natalidade.
Trata-se de um estudo experimental que visa investigar a expressao e distribui¢do celular da EPPIN no
espermatozoide humano, visando ampliar o

conhecimento acerca do seu envolvimento em eventos associados a fungdo espermatica. O grupo amostral
sera constituido por pacientes que

fornecerem amostras de sémen para exame de espermograma, conduzido no Centro de Reprodugéo
Assistida da Faculdade de Medicina de

Botucatu (FMB) - UNESP. N&o sera feita nenhuma intervengao ou tratamento nesses pacientes.

Endereco: Chacara Butignolli , s/n

Bairro: Rubi&o Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1609 E-mail: cep@fmb.unesp.br
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Objetivo da Pesquisa:

Investigar o perfil de expresséo e distribuicéo celular da EPPIN no espermatozoide humano e sua
colocalizagdo com a SEMG1, visando ampliar o

conhecimento acerca do seu envolvimento em eventos associados a fungéo espermatica.

Objetivo Secundario:

- Avaliar a expressdo da EPPIN nas regides do espermatozoide humano ejaculado.

- Investigar a colocalizagao entre a EPPIN e sua proteina de interagdo SEMG1 no espermatozoide humano
ejaculado

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os os riscos associados ao protocolo sdo minimos e incluem o risco de constrangimento para a coleta do
material. Para mitigar tais riscos, in formamos que o voluntario tera a sua disposi¢do uma sala reservada e
privativa para coleta do material em horario agendado; sera instruido de forma acolhedora para que se sinta
confortavel e tera todas as suas

duvidas esclarecidas antes da realizagao da coleta do material biolégico.

Beneficios:

Colaboragédo voluntaria para avangos na contracepg¢do masculina para expandir novas formas
farmacoldgicas reversiveis para o sexo masculino.

Dessa forma, a participaga@o dos voluntarios auxiliara na caracterizagdo de um alvo terapéutico para a
contracepgdo masculina focada na perda da

funcdo do espermatozoide. Trata-se de uma estratégia radicalmente inovadora, cujo desenvolvimento
colaborara para o planejamento familiar e promogao de igualdade de género nas tarefas associadas ao
controle de natalidade.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de pesquisa relevante, sendo um estudo experimental que visa investigar a expressao e
distribuicdo celular da EPPIN no espermatozoide humano, visando ampliar o

conhecimento acerca do seu envolvimento em eventos associados a fungdo espermatica. O grupo amostral
sera constituido por pacientes que fornecerem amostras de sémen para exame de espermograma,
conduzido no Centro de Reproducdo Assistida da Faculdade de Medicina de

Botucatu (FMB) - UNESP. Nao sera feita nenhuma intervencgéo ou tratamento nesses pacientes.

Endereco: Chacara Butignolli , s/n

Bairro: Rubi&o Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1609 E-mail: cep@fmb.unesp.br
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Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Carta de anuéncia institucional(HC/FMB). projeto, folha de rosto e TCLE devidamente modificado e carta
resposta.

Recomendacgdes:

Néo ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Apbs analise em REUNIAO EXTRAORDINARIA, o Colegiado deliberou APROVAGCAO do PROJETO de
Pesquisa apresentado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Conforme deliberagdo do Colegiado, em REUNIAO EXTRAORDINARIA do Comité de Etica em Pesquisa
FMB/UNESP, realizada em 21/11/2022, do PROJETO de Pesquisa apresentado encontra-se APROVADO.
O projeto de pesquisa devera ter inicio somente apés aprovacgado deste CEP.

Ao final da execugdo da pesquisa, o Pesquisador devera enviar o Relatério Final de Atividades, na forma de
Notificagdo, via Plataforma Brasil.

Atenciosamente,

Comité de Etica em Pesquisa FMB/UNESP

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 11/11/2022 Aceito
do Projeto ROJETO_1952281 .pdf 15:15:08
Outros Encaminhamento_Pendencias_CEP_An| 11/11/2022 |ERICK JOSE RAMO | Aceito

a_Clara_11112022.pdf 15:14:42 | DA SILVA
Declaracao de Cartas_Anuencia.pdf 11/11/2022 |ERICK JOSE RAMO | Aceito
Instituicdo e 15:11:33 |DASILVA
Infraestrutura
Projeto Detalhado / | Projeto_IC_AnaClara_final_rev2.pdf 11/11/2022 |ERICK JOSE RAMO | Aceito
Brochura 15:08:36 |DA SILVA
Investigador
TCLE / Termos de | TCLE_Revisado_Final.pdf 11/11/2022 |ERICK JOSE RAMO | Aceito
Assentimento / 15:08:08 [DASILVA

Endereco: Chacara Butignolli , s/n

Bairro: Rubi&o Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1609 E-mail: cep@fmb.unesp.br
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Justificativa de TCLE_Revisado_Final.pdf 11/11/2022 |ERICK JOSE RAMO | Aceito
Auséncia 15:08:08 |[DA SILVA
Folha de Rosto folhaDeRosto_Ana_Clara_Assinada.pdf | 02/09/2022 [ERICK JOSE RAMO | Aceito
17:26:59 |DA SILVA
Situacao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
BOTUCATU, 21 de Novembro de 2022
Assinado por:
SILVANA ANDREA MOLINA LIMA
(Coordenador(a))
Endereco: Chacara Butignolli , s/n
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Anexo 4. Aprovacao do Hospital das Clinicas para elaboragao do estudo

HOSPITAL DAS CLINICAS
FACULDADE DE MEDICINA DE BOTUCATU - UNESP

ANUENCIA DO HCFMB

DECLARO que tenho CIENCIA e AUTORIZO a realizagéo do projeto de pesquisa intitulado

Avaliagio do perfil de expressdo e distribuigdo celular da EPPIN (Epididymal Protease Inhibitor) FMB
no espermatozoide humano: um alvo para contracepgao masculina.

a ser desenvolvido pelo (a) pesquisador (a)
Ana Clara Ferrari Theme

sob a orientagdo do (a)
Erick José Ramo da Silva

tendo como cenario de pesquisa o Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Botucatu (HCFMB).

Esta autorizagdo esta condicionada ao cumprimento do (a) pesquisador (a) aos
requisitos da Resolugdo 466/12 CNS e suas complementares, comprometendo-se o (a)
mesmo (a) a utilizar os dados pessoais dos participantes da pesquisa, exclusivamente,
para os fins cientificos, mantendo o sigilo e garantindo a ndo utilizagéo das informacoes
em prejuizo das pessoas e/ou das comunidades.

DECLARO ainda, que o projeto de pesquisa ndo devera acarretar nenhum 6nus
financeiro para o SUS ou para o participante da pesquisa. Caso contrario, tenho
a liberdade de retirar minha anuéncia a qualquer momento da pesquisa sem
penalizagéo alguma.

Antes de iniciar a pesquisa, o (a) pesquisador (a) devera apresentar a esta Instituicdo

o Parecer Consubstanciado devidamente aprovado, emitido por Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos, credenciado ao Sistema CEP/CONEP.

Botucatu, 29 de Agosto de 2022

Prof. Adsoc. André Luis Balbi
Superintendente do HCFMB

Sipe: 339 - 2022

ID HCFMB: 1381311
Superintendéncia do Hospital das Clinicas Académico/ rotina hospitalar
Distrito de Rubi&o Junior s/n — CEP 18618 970 Académico/ com fomento )9‘ DGA A
Botucatu | Sao Paulo | Brasil & Academicol sem fomento () :

Tel. (14) 3811-6215 | 3811-6218 | 3811-6100 | Fax. 3882-5387

2 P: inado/UPi IN
www.hcfmb.unesp.br | pesquisadgaa@hcfmb.unesp.br atrocinadalIREOL
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