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RESUMO

A EPPIN (do inglés, Epididymal peptidase inhibitor), proteina antimicrobiana rica em residuos de
cisteina contendo duas sequéncias consenso de dominios de inibidores de protease do tipo
WFDC e Kunitz, é um alvo farmacolégico para o desenvolvimento de novos contraceptivos
masculinos devido ao seu papel critico na motilidade do espermatozoide. O desenvolvimento de
farmacos contraceptivos baseados nas fungbes da EPPIN requer um entendimento mais
profundo a respeito dos seus mecanismos fisiologicos e posterior avaliagdo da eficacia e
seguranca da potencial droga em modelos pré-clinicos. No presente estudo, investigamos o
perfil de expressdo da EPPIN em tecidos e em espermatozoides testiculares e epididimarios de
camundongos e identificamos potenciais proteinas que interagem com a EPPIN no
espermatozoide maduro. Para caracterizar o perfil de expresséo da EPPIN, processamos érgaos
reprodutivos e ndo-reprodutivos, além de espermatozoides para ensaios de RT-PCR, gPCR,
Western blot e imuno-histoquimica/imunofluorescéncia. Para a identificacdo dos parceiros de
ligagcdo da EPPIN, coletamos espermatozoides do corpo/cauda do epididimo e incubamos as
células com a fracédo soluvel em tampao fosfato do fluido da glandula seminal dos mesmos
animais. Realizamos ensaios de co-imunoprecipitacdo utilizando anticorpo anti-EPPIN Q20E ou
IgG de coelho (controle negativo) para imunoprecipitar a EPPIN e co-imunoprecipitar suas
proteinas parceiras, processamos as amostras para digestdo de proteinas com tripsina e
identificamos os peptideos tripticos por espectrometria de massas (LC-MS/MS). Nossos
resultados mostraram que a expressado da EPPIN (RNAm e proteina) é dependente do nivel de
andrégenos, abundantemente expressa no testiculo e epididimo, mas também presente no
ducto deferente, glandula seminal e glandula adrenal de camundongos. Observamos também
imunomarcacgdo positiva para a EPPIN na regido acrossomica e flagelo de espermatozoides
epididimarios, sugerindo potenciais acfes na reagdo acrossémica e motilidade espermética. A
co-imunoprecipitacdo com anticorpo anti-EPPIN e posterior analise por LC-MS/MS e Western
blot utilizando espermatozoides epididimarios maduros pré-incubados com fluido da glandula
seminal revelou que as proteinas SVS2, SVS3a, SVS5 e SVS6 secretadas pela glandula
seminal sdo potenciais proteinas de interacdo da EPPIN na superficie do espermatozoide.
Realizamos ensaios de Western blot das amostras obtidas nos ensaios de co-imunoprecipitagdo
utilizando anticorpos anti-EPPIN, anti-SVS2 e anti-SVS3 para confirmagdo dos resultados e
ensaios de Far-Western blot com as proteinas EPPIN e SVS2 recombinantes para investigar a
potencial interacdo proteica. Esses dados sugerem que a EPPIN é uma proteina que atua em
complexos proteicos na superficie do espermatozoide de camundongos. Nossos resultados
fornecem novas informag6es sobre os papéis fisiologicos da EPPIN em machos e destacam sua
importancia para interagdes proteina-proteina no espermatozoide, as quais podem proteger e
preparar o gameta masculino durante sua jornada pelo sistema reprodutor feminino e facilitar o
processo de fertilizagdo. Além disso, nossos dados sustentam a viabilidade do camundongo
como modelo experimental adequado para estudar as funcées e mecanismos fisiolégicos da
EPPIN, bem como para o avanco no seu desenvolvimento como alvo farmacologico para
contracepcao masculina.



ABSTRACT

EPPIN (Epididymal peptidase inhibitor), a cysteine-rich antimicrobial protein containing both
Kunitz and whey acidic protein (WAP)-type four disulfide core protease inhibitor consensus
sequences, is a target for the development of new male contraceptive drugs due to its critical role
in sperm motility. The development of contraceptive drugs based on EPPIN functions requires a
deeper understanding on its physiological roles and further evaluation of efficacy and safety of
the potential drug with preclinical models. Herein, we investigated the expression profile of
EPPIN in tissues and in spermatozoa from testis and epididymis and identified potential proteins
that interact with EPPIN in mature sperm. To characterize the expression profile of EPPIN, we
processed reproductive and non-reproductive organs, as well as spermatozoa for RT-PCR,
gPCR, Western blot and immunohistochemistry/immunofluorescence assays. For the
identification of potential EPPIN’s partners, we collected spermatozoa from the corpus/cauda
epididymis and incubated them with the phosphate-soluble fraction of seminal vesicle fluid from
the same animals. Then, we performed co-immunoprecipitation assays using anti-EPPIN Q20E
antibody or rabbit IgG (negative control) to immunoprecipitate EPPIN and co-immunoprecipitate
its partner proteins, processed samples for trypsin protein digestion and identified tryptic peptides
by mass spectrometry (LC-MS/MS). Our results showed that the Eppin is an androgen-
dependent gene, abundantly expressed in the testis and epididymis, but also present in the vas
deferens, seminal vesicle and adrenal gland of mice. We observed EPPIN-positive
immunostaining in the acrosomal region and flagellum of epididymal spermatozoa, suggesting
potential actions of EPPIN in the acrosome reaction and sperm motility. Co-immunoprecipitation
with anti-EPPIN antibody and analysis by LC-MS/MS and Western blot using mature epididymal
spermatozoa pre-incubated with seminal vesicle fluid revealed that the SVS2, SVS3a, SVS5 and
SVS6 are potential interaction proteins of EPPIN in the sperm surface. We performed Western
blot assays of the samples obtained from co-immunoprecipitation assays using anti-EPPIN, anti-
SVS2 and anti-SVS3 antibodies to confirm the co-immunoprecipitation of SVS2 and SVS3, and
Far-Western blot assays with recombinant EPPIN and SVS2 to further investigate their
interaction. Our data suggest that EPPIN is a protein that acts as a hub for the interaction of SVS
proteins in mouse spermatozoa. In addition, our results provide new insights into the
physiological roles of EPPIN in males and highlight its importance for protein-protein interactions
in the spermatozoon, which can protect and prepare the male gamete during its journey through
the female reproductive system and facilitate the fertilization process. Thus, our data provide
support for the use of the mouse as an experimental model to study physiological functions and
mechanisms of EPPIN, as well as its further development as a contraceptive drug target.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ET: enantato de testosterona

UT: endecanoato de testosterona

DMAU: undecanoato de dimetandrolona

DMA: dimetandrolona
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SACH: isdmero (S) a-cloridrina

CatSpers: canais de cétions dos espermatozoides
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EPPIN: Inibidor de protease epididimario
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Introducao




1. Introducéo

Em diversos paises, as mulheres ainda lidam com gestacdes imprevistas para elas e
seus parceiros (SEDGH; SINGH; HUSSAIN, 2014). Nos ultimos anos, o tempo que uma
mulher gasta para evitar uma gravidez aumentou drasticamente, principalmente por causa
da urbanizacdo e do desenvolvimento socioeconémico (SEDGH; SINGH; HUSSAIN, 2014).
Essa situacado é decorrente sobretudo devido ao fato de que sdo as mulheres que carregam
o fardo da contracepcdo moderna. Vale ressaltar que, em escala mundial,
aproximadamente 40% das 215 milhdes de gestagbes que ocorrem anualmente ndo sao
planejadas pelos casais (SEDGH; SINGH; HUSSAIN, 2014). Dentre essas gestacoes,
guase metade é finalizada por procedimentos de aborto induzido, e, portanto associadas a
uma série de desfechos negativos de saude, econémicos, sociais e psicolégicos para
mulheres e criancas (HARDEE et al., 2004; LOGAN et al.,, 2007; GIPSON; KOENIG;
HINDIN, 2008; TSUI; MCDONALD-MOSLEY; BURKE, 2010).

Prevenir gravidezes ndo-planeadas pode evitar aproximadamente um quarto das
mortes maternas, incluindo aquelas que resultam de procedimentos de aborto indevido
(UNITED NATIONS, 2006). Dessa forma, acbes de promocdo de planejamento familiar,
como melhorar ou aumentar 0 acesso a métodos contraceptivos, sdo importantes para
reduzir a frequéncia de aborto, evitar as graves consequéncias de saude fisica e mental
(WHO, 2011; SEDGH; SINGH; HUSSAIN, 2014) e ainda permitir ao casal a escolha de ter
ou néo filhos. Além disso, é reconhecido que aumentar a oferta de métodos contraceptivos
para a populacdo podera subsidiar um melhor planejamento familiar, qualidade de vida e
também contribuir diretamente na salde reprodutiva dos casais (AITKEN et al., 2008).

Mais especificamente, hA uma maior demanda pelo desenvolvimento de métodos
contraceptivos masculinos para controle da natalidade, cujas opc¢fes atuais sdo limitadas ao
preservativo ou a vasectomia, sendo que destes apenas o0 primeiro € de uso imediato,
reversivel, porém associado a alto indice de falhas do ponto de vista da contracepcéo. Vale
ressaltar que apesar das poucas op¢des, métodos contraceptivos masculinos representam

uma parcela significativa das escolhas contraceptivas dos casais (MARTIN et al., 2000;
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ROTH; AMORY, 2016), principalmente nos casos em que as parceiras se enquadram nos
grupos de riscos para o0 uso de “pilulas” hormonais. Nesse contexto, estratégias
farmacoldgicas para contracep¢do masculina sdo interessantes, pois tém o potencial de
suprimir a fertilidade do homem de forma temporaria, segura e efetiva (ROTH; AMORY,
2016). No cenario atual dos estudos em Farmacologia da Contracepgdo, diferentes
estratégias farmacolégicas hormonais e ndo-hormonais que promovem bloqueio reversivel
da fertilidade masculina, por inibicdo da espermatogénese ou da funcdo espermaética, estdo

em desenvolvimento pré-clinico ou clinico (ROTH; AMORY, 2016).

1.1. Métodos hormonais para contracepcao masculina

Os métodos contraceptivos masculinos hormonais dependem da inibicdo do eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal via administracdo exdgena de antagonistas dos seus
receptores ou de andrégenos em conjunto ou ndo com progestinas, ocasionando inibicdo
reversivel da esteroidogénese testicular e da espermatogénese (CHAO; PAGE;
ANDERSON, 2014; PIOTROWSKA et al., 2017).

Os ésteres de testosterona enantato de testosterona (ET) e undecanoato de
testosterona (UT) sdo exemplos de drogas androgénicas que foram utilizadas em alguns
estudos em Farmacologia da Contracep¢do. A administracdo injetavel de 200 mg de ET
semanalmente durante 6 meses ocasionou azoospermia em 65% dos homens com 4 meses
de uso (WHO, 1990). Em adicdo, 75% dos homens tiveram contagem espermatica inferior a
3 milhdes de espermatozoides/ml e apenas uma gravidez ocorreu quando casais utilizaram
somente a administracdo desse composto como método contraceptivo (WHO, 1990). Outros
estudos verificaram os efeitos contraceptivos da administracdo de UT em homens
saudaveis. Um estudo realizado na China utilizando doses mensais de 500 ou 1000 mg de
UT verificou a ocorréncia de azoospermia em 11 dos 12 homens no grupo de 1000 mg
(ZHANG et al., 1999). Posteriormente outro estudo Chinés avaliou os efeitos do tratamento

com 500 mg de UT ap6s uma dose Unica de 1000 mg. Este tratamento resultou em 43% de
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homens com azoospermia e apenas 3% dos homens mantiveram a contagem de
espermatozoides acima de 3 milhdes/ml (GU et al., 2003).

Ao comparar a administracdo de andrégenos isoladamente com a sua associacdo com
progestagenos foi detectado que a formulacdo contendo ambos compostos é capaz de
suprimir a espermatogénese de 80-95% da populacdo masculina; em contrapartida,
somente cerca de 50% dos homens que receberam andrdgenos isoladamente alcancaram
0s mesmos resultados (GU et al., 2003; TURNER et al., 2003; MOMMERS et al., 2008; GU
et al., 2009; PIOTROWSKA et al., 2017). Em um estudo, o levonorgestrel (500 mg por dia)
em combinagdo com ET (100 mg por via intramuscular por semana) durante seis meses,
causou 67% de azoospermia e 94% dos homens apresentaram concentracbes de
espermatozoides inferiores a 1 milh&o/ml, enquanto a administracdo de testosterona
isoladamente resultou em taxas de 33% de azoospermia e somente 61% dos homens com
concentracoes de espermatozoides inferiores a 1 milhdo/ml (BEBB et al., 1996).

Dessa forma, a baixa eficacia de preparagfes contendo somente androgénios em sua
composicdo promoveu um maior interesse em desenvolver formulacdes contendo ambos
compostos: androgénios e progestagenos. O undecanoato de dimetandrolona (DMAU) € um
composto que apOs administragdo sofre conversdo a dimetandrolona (DMA), sua forma
ativa que se liga tanto a receptores de androgenos (AR) como a receptores de progesterona
(PR) (ATTARDI; HILD; REEL, 2006). Doses diarias de DMAU foram capazes de diminuir os
niveis de testosterona e gonadotrofinas séricas em quantidades que s&o consideradas
eficientes para um contraceptivo (ATTARDI; HILD; REEL, 2006). Em contrapartida também
foram relatados quadros de ganho de peso, aumento do hematdcrito, redugéo de colesterol
HDL, relatos de acne e diminuicdo da libido (ATTARDI; HILD; REEL, 2006). Outro estudo
demonstrou que a administracdo didria de DMAU por 28 dias em homens saudaveis foi
capaz de suprimir acentuadamente os niveis séricos de testosterona, LH e FSH. Todavia,
efeitos indesejados como variacbes no peso, no hematdcrito, nos niveis séricos de
colesterol LDL e no desejo sexual desses individuos também foram relatados (THIRUMALAI

et al., 2019).
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Em adicdo, Behre e colaboradores (BEHRE et al., 2016) verificaram supressao
reversivel da concentrac@o de espermatozoides para niveis inferiores a 1 milhdo/mL em 24
semanas de injecdo intramuscular de 200 mg de ET combinado com 1000 mg de UT,
administrado a cada 8 semanas. No entanto, diversos eventos adversos como acne, dor no
local da inje¢cdo, aumento da libido e distirbios do humor também foram relatados.
Seguindo a recomendacdo de um comité externo de revisdo de seguranca, as injecoes

foram canceladas.

1.2. Métodos ndo hormonais para contracep¢ao masculina

O crescente arsenal de inovagdes tecnologicas tem auxiliado no entendimento da
fisiologia reprodutiva humana e também na expressado de genes/proteinas especificas do
sistema genital masculino (MELE et al., 2015; UHLEN et al., 2015; YOUNG et al., 2018).
Além disso, a utilizagdo de ensaios in silico como forma complementar a avaliacdo de
potenciais papeis e interacdes entre alvos especificos baseados principalmente em sua
estrutura tem facilitado ainda mais a selecdo de possiveis alvos contraceptivos masculinos
(IRWIN et al., 2009; YOO et al., 2015; YOUNG et al., 2018). Abordagens n&o-hormonais
para a contracepcdo masculina estdo diretamente relacionadas a eventos associados a
histéria natural do espermatozoide, que ocorrem desde sua producao até a passagem pelo
epididimo e posterior ejaculacdo. Dessa forma, estratégias ndo hormonais podem ser
baseadas na producdo de espermatozoides (alvos testiculares), no seu armazenamento e
transporte ou até mesmo estratégias que possam interferir no préprio gameta masculino
(ARIFUZZAMAN; RAHMAN; PANG, 2019). Potenciais alvos, bem como estratégias
farmacoldgicas envolvendo esses alvos ndo hormonais para a contracep¢ao masculina sao
destacados na figura 1.

Andlises aprofundadas envolvendo proteinas altamente expressas no testiculo
utilizando técnicas baseadas em anticorpos revelaram que essas proteinas podem estar

presentes em espermatogbnias, espermatocitos, espermatides redondas e espermatides

alongadas, bem como em células de Sertoli (ARIFUZZAMAN; RAHMAN; PANG, 2019).
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Dessa forma, diferentes tipos celulares podem ser alvos para acdo farmacoldgica. Tendo
em vista que no testiculo ocorre a sintese de horménios e a espermatogénese, eventos
essenciais para o desenvolvimento das caracteristicas sexuais masculinas e reproducéo,
esse 0rgao e especificamente o seu arsenal de proteinas sédo considerados potenciais alvos
para o desenvolvimento de um contraceptivo masculino ndo-hormonal (MATZUK; LAMB,
2008; FAGERBERG et al., 2014) (Figura 1).

Outro o6rgdo considerado um excelente alvo para contracep¢cdo masculina é o
epididimo. Esse 6rgao fornece um ambiente sustentavel e seguro de maturacao e posterior
armazenamento de espermatozoides até a ejaculagdo. Estudos utilizando modelos
experimentais de camundongos geneticamente modificados via delecdo ou mutacdo de
genes com expressao abundante ou especifica no epididimo demonstraram alteracbes em
eventos de maturacdo espermatica, levando a hipotese de que estes genes podem ser
alvos contraceptivos (DAVIES et al., 2004; ROBERTS et al., 2006; MATZUK; LAMB, 2008).
Por exemplo, a dele¢do do receptor HE6, membro da superfamilia de receptores acoplados
a proteina G, em camundongos resultou em infertilidade relacionada & desregulagédo da
reabsorcao dos tubulos eferentes com acumulo de liquido no testiculo e consequente
estase dos espermatozoides nos tubulos eferentes (DAVIES et al., 2004). Outras moléculas
podem interferir no transito dos espermatozoides pelo epididimo: agonistas colinérgicos
como a metoxamina (RATNASOORIYA; GILMORE; WADSWORTH, 1980), a-bloqueadores
como a prazosina (RATNASOORIYA; WADSWORTH, 1990; BHAT; SHASTRY, 2019) ou
tansulosina (RATNASOORIYA; WADSWORTH, 1994).

Em adicdo, quando o espermatozoide se torna funcionalmente maduro, ou seja, apos a
sua passagem pelo epididimo, varias proteinas transmembranares
(glicoesfingolipoproteinas, galactosiltransferase, adesinas, integrinas, etc.), proteinas da
matriz extracelular (vitronectina, fibronectina, laminina, etc.), enzimas (GAPDS), receptores
(receptores de tirosina quinase, receptores acoplados a proteina G, canais especificos de
jons, CatSpers, etc.) e transportadores (co-transportadores de cloreto de potéssio,

trocadores, etc.) estdo envolvidos na maioria das funcBes espermaticas, incluindo
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motilidade, hiperativacdo e capacidade de fertilizacdo. Essas moléculas se tornam, portanto,
opcOes de alvos moleculares para farmacos contraceptivos masculinos (KLENTZERIS et
al., 1995; REDDY; MEHERJI; SHAHANI, 1998, DARSZON et al., 2011; SIPILA,
BJORKGREN, 2016). O foco dos pesquisadores tem sido primordialmente bloquear as
funcdes de genes/proteinas associadas a motilidade e hiperativagdo do espermatozoide
(JIMENEZ et al., 2011; MANNOWETZ; MILLER; LISHKO, 2017), um método considerado
mais acessivel visto que ndo € necessério atravessar a barreira hemato-testicular. Vale
destacar que essas drogas podem ter um curto periodo de laténcia, fator que facilitaria a
adesao ao tratamento.

Perante o exposto, o conhecimento acerca da composi¢do e fisiologia do gameta
masculino é essencial para entender e focar em alvos relevantes e passiveis de intervencdo

farmacologica para a contracepg¢ao masculina.
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Espermatozoide

Figura 1. Resumo dos possiveis candidatos contraceptivos masculinos ndo hormonais em
desenvolvimento (Adaptado de ARIFUZZAMAN; RAHMAN; PANG, 2019).

1.3. O espermatozoide

O espermatozoide € o produto final da espermatogénese, evento caracterizado por
sucessivos processos de mitose, fases meioticas e pds-meidticas que ocorre no epitélio dos
tubulos seminiferos do testiculo. Durante a fase mit6tica, a linhagem de células

germinativas passa por uma série de divisdes expandindo a populagdo de espermatogobnias
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e originando espermatdcitos primarios. A primeira divisdo meibtica comeca com a ultima
fase S do ciclo celular e origina espermatocitos secundarios. A segunda fase meidtica
ocorre rapidamente sem replicacdo de DNA para produzir espermatides haploides. Apos a
formacdo de espermatides redondas ocorre o periodo pds-meiotico, fase caracterizada por
intensa remodelagdo de espermétides, formacdo do acrossoma, condensacdo nuclear,
desenvolvimento flagelar e eliminacdo de conteudo citoplasmatico, processo conhecido
como espermiogénese (TOSHIMORI; EDDY, 2015). Esses eventos resultam na producao
de uma célula altamente diferenciada em estrutura e funcdo (TOSHIMORI; EDDY, 2015),
gue posteriormente precisa sofrer diversas modificagbes bioquimicas para adquirir
capacidade de fertilizagéo.

Os principais componentes do espermatozoide de mamiferos séo a cabeca e o flagelo
(cauda), unidos pela pec¢a de conexédo (Figura 2). A cabecga contém o ndcleo, acrossoma e
pouco conteudo citoplasmatico. O nucleo contém cromatina altamente condensada e no
dominio anterior ao nicleo é encontrado o acrossoma, uma vesicula que contém enzimas
hidroliticas e moléculas fundamentais para a fertilizagdo. A partir da pe¢a de conexao, o
flagelo € dividido sucessivamente na peca intermediéria, peca principal e peca final. O
flagelo como um todo contém um complexo central de microtibulos formando o axonema,
que é cercado por fibras densas que se estendem desde a peca de conexao até o final do
flagelo. A peca intermediaria contém a bainha mitocondrial, uma hélice de mitocdndrias em
torno das fibras densas e axonema. A peca principal contém uma bainha fibrosa cercando
as fibras densas e 0 axonema, sendo a maior parte do comprimento do flagelo, enquanto a
peca final que possui 0 menor comprimento do flagelo contém apenas microtibulos

axonemais cercando as fibras densas e axonema (Figura 2) (ROOSEN-RUNGE, 1977).
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Figura 2. Caracteristicas gerais do espermatozoide de mamifero. A cabeca do espermatozoide é
anexada ao flagelo pela peca de conexdo em uma borda denominada anel posterior. As regiées do
flagelo sdo denominadas peca intermedidria, pec¢a principal e peca final. A peca intermediaria contém
a bainha mitocondrial, enquanto a peca principal contém a bainha fibrosa (Adaptado de TOSHIMORI;
EDDY, 2015). Diferencas entre a morfologia da cabeca do espermatozoide murino e humano sao
mostradas a direita.

As caracteristicas estruturais dos espermatozoides de mamiferos refletem em suas
funcbes imprescindiveis para fertilizacdo (CARRELL, 2012). O acrossoma contém enzimas
especificas e moléculas da matriz necessarias para penetracdo da célula nos revestimentos
do odcito e consequente alcance da fertilizagdo. O flagelo contém fontes de energia e uma
maquinaria caracteristica para gerar a motilidade necessaria para a chegada do
espermatozoide até o odcito. O conjunto desses eventos é essencial para a entrega do
genoma paterno ao odécito, onde os pro-nucleos masculinos e femininos vao se fundir para
comecar o desenvolvimento do zigoto (CARRELL, 2012). Nesse contexto, varias proteinas
estdo envolvidas na regulacdo das fungBes esperméaticas, incluindo motilidade,

hiperativacdo e interagdo com o odcito, fornecendo muitos alvos moleculares para a
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préxima geracdo de farmacos contraceptivos (Figura 1) (BURKS et al., 1995; KLENTZERIS

et al., 1995; DARSZON et al., 2011; ARIFUZZAMAN; RAHMAN; PANG, 2019).

1.4. Proteinas espermaticas como alvos para contracep¢ao masculina

A motivacdo para o desenvolvimento de farmacos que possam interferir na motilidade
ou hiperativacdo do espermatozoide se da principalmente pelo fato de que essas drogas
nao precisam atravessar a barreira hemato-testicular. Além disso, essas potenciais drogas
podem ter um periodo curto de laténcia, permitindo talvez que sua administragéo seja antes
da relagéo sexual (ARIFUZZAMAN; RAHMAN; PANG, 2019).

Por exemplo, a glucosilceramida sintase € uma enzima envolvida na biossintese e
metabolismo do glicoesfingolipidio, componente abundante da membrana do
espermatozoide, que caso ocorra alguma deficiéncia pode comprometer a fertilidade
(YILDIZ et al., 2006). A administracdo de miglustat (inibidor da glucosilceramida sintase) em
camundongos normais resultou em infertilidade reversivel com redugdo da motilidade
espermatica e desregulacdo na morfologia do acrossoma (VAN DER SPOEL et al., 2002).
Em contraste, a administracdo desse composto em homens saudaveis por 6 semanas nao
causou efeitos sobre a motilidade do espermatozoide, morfologia ou reacdo acrossémica
(AMORY, 2016).

Outro alvo em destaque € a GADPS, proteina flagelar especifica do espermatozoide
gue estd ligada ao citoesqueleto flagelar, desempenha um papel critico na glicélise. Foi
demonstrado que camundongos machos deficientes para GADPS possuem contagem de
espermatozoides severamente prejudicada e sd@o completamente inférteis devido a
motilidade espermatica severamente prejudicada (MIKI et al., 2004). Estudos envolvendo
inibicdo do GADPS revelaram que a administragdo do isdmero (S) a-cloridrina (SACH)
(composto quimico organico e contaminante comum de alimentos) em doses de 2,5; 5 e 10
mg/kg em ratos durante 52 dias, induziu rapido comprometimento ndo apenas da

motilidade, mas também da hiperativacdo. Este resultado foi obtido por afetar a biossintese
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de ATP e AMP ciclico apé6s inibicio do GADPS, comprometendo a capacidade de
fertilizacdo dos animais (ZHANG et al., 2012).

Outra abordagem interessante para bloquear as funcdes dos espermatozoides é focar
em proteinas transmembranares especificas de espermatozoides denominadas “Canais de
Cations dos espermatozoides”, do inglés “CatSpers” (REN, 2010). Os canais CatSpers
controlam a entrada de célcio no flagelo do espermatozoide induzida pela alcalinizacdo do
pH pelos NHEs (Na‘'/H* Exchanger, do inglés), sendo fundamental para o controle da
motilidade espermatica e reacao acrossémica (PARRISH; SUSKO-PARRISH; FIRST, 1989;
DEMARCO et al., 2003). Foi demonstrado que espermatozoides humanos incubados com
dois bloqueadores de CatSper (pristimerina e lupeol; ~1 uM) (MANNOWETZ; MILLER;
LISHKO, 2017) apresentaram motilidade e hiperativagdo diminuidas. Embora o mecanismo
molecular ainda n&do esteja completamente esclarecido, Mannowetz e colaboradores
(MANNOWETZ; MILLER; LISHKO, 2017) sugeriram que os inibidores podem atuar como
compostos contraceptivos, impedindo a hiperativacdo dos espermatozoides e evitando a
fertilizacéo.

Esse cenario demonstra a existéncia de diversos candidatos que possuem
caracteristicas essenciais para um alvo contraceptivo, ou seja, possuem papel essencial na
fertiidade e séo passiveis de manipulacdo farmacologica (KOPF, 2008). Dentre as
macromoléculas que se encaixam nesse perfil, a proteina espermatica EPPIN (do inglés,
Epididymal protease inhibitor) pode ser destacada. Esse alvo € considerado promissor
devido a sua atividade crucial no controle na motilidade dos gametas masculinos (O'RAND

et al., 2011; O'RAND; SILVA; HAMIL, 2016).

1.5. EPPIN

O gene EPPIN esta localizado em um cluster no cromossomo 20q12-q13 humano e
codifica uma proteina de secre¢cdo de 133 residuos de aminoacidos, contendo duas
sequéncias consenso de dominios inibidores de protease do tipo WFDC (do inglés, Whey-

acidic protein-type four disulfide core gene family) [C-x-/C/-[DN]-x(2)-C-x(S)-C-C] e Kunitz
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[FX(3)-G-C-x(6)-[FY]-x(5)-C] (RICHARDSON et al., 2001). Loci ortélogos conservados do
gene EPPIN foram encontrados nos cromossomos 2 e 3 de camundongos e ratos,
respectivamente (SIVASHANMUGAM et al., 2003; CLAUSS; LILJA; LUNDWALL, 2005).
Tanto em humanos quanto em roedores, a EPPIN é produzida pelas células de Sertoli do
testiculo e células epiteliais do epididimo, sendo secretada e posteriormente ligada a
superficie do espermatozoide (RICHARDSON et al., 2001; SIVASHANMUGAM et al., 2003;
(SILVA et al., 2012a).

Na superficie dos espermatozoides epididimarios, a EPPIN forma um complexo
proteico por ligacdo a clusterina (CLU) e lactotransferrina (LTF) (WANG, Z. et al., 2007).
Logo apés a ejaculacdo, os espermatozoides sdo banhados em um codgulo de sémen e a
proteina seminal semenogelina-1 (SEMG1), proteina mais abundante do plasma seminal
humano e fator inibitério endégeno da motilidade espermatica (SILVA; HAMIL; O’'RAND,
2013; MITRA; RICHARDSON; O’RAND, 2010), é inserida ao complexo de proteinas
(WANG et al.,, 2005; WANG et al., 2007). A interacdo EPPIN-SEMG1 na superficie dos
espermatozoides ejaculados resulta na inibicdo da motilidade espermatica progressiva no
coagulo de sémen (ROBERT; GAGNON, 1995; MITRA; RICHARDSON; O’'RAND, 2010;
SILVA; HAMIL; O'RAND, 2013). Somente ap6s a degradacdo da SEMG1 pelo antigeno
prostatico especifico (PSA) e consequente liquefacdo do coagulo do sémen, os
espermatozoides adquirem motilidade progressiva (ROBERT; GAGNON, 1995). Em adic¢éo,
o complexo EPPIN/LTF/CLU/SEMG1 fornece prote¢céo aos espermatozoides, uma vez que
a EPPIN (YENUGU et al., 2004; MCCRUDDEN et al., 2008), LTF e SEMG1 (BOURGEON
et al.,, 2004) sdo potentes agentes microbicidas e CLU (MATSUDA et al.,, 2003) atua
inibindo a atividade das metaloproteinases. Dessa forma, esse complexo de proteinas ajuda
a garantir a sobrevivéncia e preparacdo dos espermatozoides durante seu caminho para a
fertilizacdo (WANG et al., 2005; WANG et al., 2007).

O potencial da EPPIN como alvo farmacologico para contracepcdo masculina
prosperou quando macacos adultos imunizados com a EPPIN humana recombinante, e que

desenvolveram altos titulos de anticorpos contra EPPIN na circulacdo e no sémen,
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apresentaram inibicdo reversivel e segura da fertilidade (O'RAND et al., 2004). De maneira
interessante, os anticorpos contraceptivos anti-EPPIN isolados desses macacos, e que
reconhecem epitopo na regido C-terminal da proteina (Figura 3), inibiram a motilidade de
espermatozoides humanos in vitro, de forma semelhante & SEMG1 (O’'RAND et al., 2009;
(O'RAND; WIDGREN, 2012). Ensaios de competicdo demonstraram que 0s anticorpos
contraceptivos anti-EPPIN competiram com a SEMGL1 pela ligacdo a EPPIN, confirmando
que a regido C-terminal da EPPIN possui sequéncias complementares de interacdo com

ambos os ligantes (O’'RAND et al., 2009).

A B
Sequéncia da EPPIN Humana (SPINW1; NP_065131)
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Figura 3. Representacao estrutural da EPPIN humana. A) Representagdo esquematica da sequéncia
da EPPIN humana contendo dominios WFDC (N-terminal) e Kunitz (C-terminal). Os residuos de
cisteina sdo indicados por linhas verticais. Os residuos Tyrl07 e Phell7 sao indicados por setas
pontilhadas e sdlidas, respectivamente. As ligacdes dissulfeto sao ilustradas por linhas tracejadas
entre os residuos de cisteina indicados nos dominios WFDC e Kunitz. Os residuos D75-P133 da
regido C-terminal da EPPIN contendo o local de ligacdo para SEMG1 e LTF sdo mostrados. Caixa
cinza indica o peptideo sinal. B) Estrutura do dominio Kunitz da EPPIN apresentando alfa hélice
(vermelho), cadeias beta (verde), loop (purpura) e trés ligacdes dissulfeto (amarelo) (SILVA et al.,
2012b).

A dindmica da interacdo EPPIN-SEMGL1 foi investigada visando o desenvolvimento de
drogas que mimetizam a acdo da SEMG1 e de anticorpos contra a EPPIN resultando em
perda da motilidade espermatica (O’'RAND; SILVA; HAMIL, 2016). De fato, estudos recentes
mostraram que o composto EP055, que compete com a SEMG1 e com o anticorpo anti-
EPPIN S21C pela ligagédo a EPPIN, foi capaz de inibir a motilidade dos espermatozoides em
macacos apés 30 horas da administracdo intravenosa (O'RAND et al., 2018), com

reversibilidade total da motilidade espermatica 18 dias apds a infusdo. A hipdtese é que o
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composto EP055 causa rapida diminuicdo no pH e niveis intracelulares de calcio do
espermatozoide, afetando a motilidade esperméatica (O’RAND et al., 2018).

Todos esses dados demonstram que a EPPIN é uma proteina de superficie do
espermatozoide crucial para o controle da motilidade espermatica, podendo ser explorada
como alvo para o desenho racional de farmacos contraceptivos com acao “espermostatica”,
ou seja, capazes de inibir a locomocao dos espermatozoides. Dessa forma, considerando o
desenvolvimento de novos farmacos de ligagdo a EPPIN, sdo necessarios modelos animais
para testar a sua seguranca e eficacia in vivo em ensaios pré-clinicos, bem como para
proporcionar uma compreensdo mais profunda das fungcbes e mecanismos de acdes da
EPPIN. Para tanto, o camundongo surge como um modelo experimental interessante,
sabendo que a sequéncia primaria da EPPIN humana é altamente conservada em relacéo a
EPPIN murina, atingindo cerca de 80% de identidade em sua regiao C-terminal.

Embora a expresséo da EPPIN tenha sido demonstrada no testiculo e no epididimo de
camundongo (SIVASHANMUGAM et al.,, 2003), o conhecimento sobre seu perfil de
expressao em tecidos reprodutivos e ndo reprodutivos ainda é limitado. Além disso, os seus
potenciais parceiros de interacdo no espermatozoide murino maduro ainda carecem de
identificacdo, considerando que o racional para o desenvolvimento de novos farmacos
capazes de interferir na funcao espermatica pode ser baseado no conhecimento acerca das
interacBes entre a EPPIN e outras proteinas. Assim, nosso laboratorio tem se dedicado ao
estudo da regulacdo da expresséao, funcdo e mecanismo de acdo da EPPIN.

Nesse contexto, construimos a hipotese de que a EPPIN presente na superficie do
espermatozoide de camundongos possui conservacdo funcional com relacdo a EPPIN
humana e interage com proteinas secretadas pela vesicula seminal, desempenhando
papeis essenciais na funcdo espermatica. Assim, neste estudo investigamos
pormenorizadamente o perfil de expressdo da EPPIN em tecidos reprodutivos e nédo
reprodutivos de camundongos e identificamos suas potenciais proteinas de interacdo no

espermatozoide maduro.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Investigar o perfil de interagdo proteina-proteina da EPPIN do espermatozoide de

camundongos, para entender o seu papel fisioldgico na fertilidade masculina e facilitar o

desenvolvimento de modelos experimentais pré-clinicos para avaliagdo de potenciais

farmacos contraceptivos masculinos ligantes dessas proteinas.

2.2. Objetivos especificos

Caracterizar o perfil de expressao e distribuicdo celular da EPPIN em tecidos de
camundongos adultos;

Caracterizar o perfil de expressao e localizacdo da EPPIN em espermatozoides de
camundongos adultos;

Verificar o impacto da maturacdo sexual na expressao do gene Eppin em tecidos de
camundongos;

Identificar as potenciais proteinas de interacdo da EPPIN nos espermatozoides de
camundongos;

Investigar o perfil de interacdo entre a EPPIN e suas proteinas parceiras.
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3. Material e métodos

3.1. Estratégias Experimentais

De forma sucinta, adotamos 0s seguintes experimentos para o desenvolvimento do

presente trabalho:

(i)

(ii)

(iif)

(iv)

v)

(vi)

(Vi)

Ensaios de PCR convencional em 6rgéos reprodutivos e ndo reprodutivos com o
objetivo de caracterizar o perfil de expressdo da Eppin em tecidos de
camundongos machos adultos (90 dias);

Ensaios de Western blot nos tecidos que demonstraram expressao positiva para
o transcrito com o intuito de verificar se a expressao também é positiva ao nivel
proteico;

Ensaios de imuno-histoquimica e imunofluorescéncia para caracterizar a
distribuicdo celular da EPPIN em tecidos e espermatozoides de camundongos
adultos (90 dias);

Ensaios de PCR em tempo real e imuno-histoquimica em amostras de testiculo,
epididimo (segmentado ou inteiro) e glandula seminal de camundongos em
diferentes periodos do desenvolvimento (10, 20, 40, 60 e 90 dias) para verificar o
impacto da maturacdo sexual na expressao do transcrito e distribuicéo celular da
EPPIN;

Ensaios de co-imunoprecipitacdo com anticorpo anti-EPPIN Q20E seguido por
espectrometria de massas com o foco em identificar as potenciais proteinas de
ligacdo da EPPIN no espermatozoide de camundongos adultos (90 dias)
incubado com fluido da glandula seminal;

Ensaios de Western blot para confirmacado dos resultados obtidos no ensaio de
espectrometria de massas;

Ensaios de Far Western blot para confirmacdo da interacdo entre EPPIN e

SVS2.



39

Para representar de forma mais clara as analises realizadas, um esquema da

estratégia experimental é apresentado na Figura 4:

Parte 1

Dissecacdo de érgéos reprodutivos e ndo reprodutivos

1. Extracdo de RNA total de 6rg&os reprodutivos e néao reprodutivos

2. Ensaios de PCR Convencional

3. Extrac&o de proteinas totais

4. Ensaios de Western Blot

5. Ensaios de Imuno-histoquimica e Imunofluorescéncia

Parte 2

Identificar as proteinas de interagdao da EPPIN e correlacionar o
perfil de expressao das proteinas de interagcao com a expresséao da EPPIN

- OB

30 minutos a 37 °C

1. Extragéo de proteinas totais dos espermatozoides incubados com fluido da glandula seminal
2. Ensaios de co-imunoprecipitagdo com anticorpo anti-EPPIN Q20E

3. Ensaios de espectrometria de massas

4. Ensaios de Western blot e imunofluorescéncia

Figura 4. Representacdo esquematica do delineamento experimental do projeto.

3.2. Anticorpos

Os anticorpos utilizados nos experimentos de Western blot, imuno-histoquimica,
imunofluorescéncia e co-imunoprecipitacdo estdo descritos detalhadamente na tabela 1
(anticorpos primérios) e tabela 2 (anticorpos secundérios). Vale destacar que alguns
anticorpos foram sintetizados por empresas especializadas apés verificagdo da

especificidade na literatura e outros ja estavam disponiveis comercialmente.
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Tabela 1. Informac8es sobre os anticorpos primarios utilizados nos ensaios de imuno-histoquimica,
imunofluorescéncia e Western blot

Anticorpo Animal Epitopo alvo Referéncia ou Empresa
; Sivashanmugam et al
Anti-EPPIN 20 39
Q20E Coelho QGPSLADLLFPRRCPRFREE 2003; Wang et al, 2007
; O’Rand et al
Anti-EPPIN 103 123 ’
S21C Coelho SMFVYGGCQGNNNNFQSKANC 2009
Kawano et al, 2014
Anti-SVS2 *¥RKNFNPGNYFTKGGADC®®
Coelho
Araki et al, 2016
Anti-SVS3 *DADADMGGALSSQE®®
Coelho
Santa Cruz
Anti-actina Cabra - Biotechnology, cat.
#1616

Tabela 2. Informacgdes sobre os anticorpos secundarios utilizados nos ensaios de imuno-
histoquimica, imunofluorescéncia e Western blot

Anticorpo Animal Empresa Catalogo
Anti-Rabbit IgG
Antibody Cabra Abcam ab64256
Alexa fluor 594 —
conjugated anti-rabbit Burro Jackson ImmunoResearch 711-585-152
Peroxidase-conjugated
AffinePure Anti-Rabbit Burro Jackson ImmunoResearch 711-035-152
Peroxidase-conjugated
AffinePure Anti-Goat Boi Jackson ImmunoResearch 805-035-180

3.3. Animais e coleta dos 6rgaos

Utilizamos camundongos C57BL/6 machos imaturos e maduros (10, 20, 40, 60 e 90
dias de idade) provenientes do biotério do Instituto Nacional de Farmacologia, Universidade
Federal de S&o Paulo — Escola Paulista de Medicina para a fase inicial do projeto. Em
adicdo, parte dos animais adultos (90 dias) foi obtida posteriormente da “Anilab Animais de
Laboratério Criacdo e Comércio” (Paulinia/SP).

Mantivemos os animais no Departamento de Farmacologia do IBB/JUNESP sob luz

controlada (ciclo claro/escuro de 12 h) e temperatura (22 a 24°C), com livre acesso a 4gua e
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racdo padrdo para roedores. Realizamos todos os procedimentos de acordo com as
diretrizes para cuidados com animais e uso de animais de laboratorio, aprovados pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais da UNESP (processos n° 1049 e n° 703) e UNIFESP
(n°9776170216) (Ver anexos | a lll).

Os animais foram eutanasiados por overdose de isofluorano por via inalatoria, seguido
de deslocamento cervical para confirmagdo da morte do animal. Em seguida, os 6érgaos
reprodutivos e nao reprodutivos dos animais foram dissecados, imediatamente congelados
em nitrogénio liquido e armazenados a -80 °C até processamento ou imersos em solugao
fixadora (paraformaldeido 4% em tampao fosfato, pH 7,4) para processamento histoldgico
em paraplast. Também coletamos espermatozoides das diferentes regides do epididimo
(segmento inicial, cabeca, corpo e cauda) para extracao de proteinas totais e ensaios de

imunofluorescéncia conforme detalhado nos itens 3.8 e 3.9.

3.4. Extracéo do RNA total

Extraimos o RNA total dos 6rgdos listados acima com reagente de TRIzol® (Life
Technologies), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Resumidamente,
homogeneizamos as amostras em reagente de TRIzol® com auxilio de um homogeneizador
Polytron (PT 1300 D, Kinematica). Ap6s centrifugacdo (10000 x g, 10 min), adicionamos
cloroférmio e homoneizamos as amostras em voértex. Apos 10 min de incubacdo e nova
centrifugacdo (10000 x g, 15 min), coletamos a fase aquosa superior contendo RNA total,
gue foi precipitado com isopropanol e lavado com etanol 75% (v/v). O RNA total foi
ressuspendido em 10-50 pl de agua livre de nucleases tratada com DEPC. As amostras
foram analisadas em espectrofotdbmetro para determinar a concentracdo de RNA e seu grau
de pureza através da relacdo A260/A280. A integridade do RNA foi analisada por
eletroforese em gel de agarose 1,5%, SYBR™ Safe (Invitrogen, cat. #533102), tampéo TBE
1x e corrida de 1h a 100V (0,6-0,7Amp), utilizando 1 pug de RNA. Dessa forma,

determinamos a integridade do RNA por observacdo das bandas correspondentes a 28S e
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18S (rRNA). Amostras que nao apresentaram bandas 18S e 28S integras e bem definidas,
e relagdo A260/A280 < 1,7 foram descartadas.

Para as amostras de glandula seminal, utilizamos o kit de extracdo de RNA total QIAzol
(Qiagen, cat. #79306), seguindo as instrucdes do fabricante. Este método é semelhante ao
método TRIzol, com a diferenca que, ao separarmos a fase aquosa contendo RNA, este é
ligado em uma coluna de silica. A coluna é lavada com tampdes de lavagem, e em seguida
com a eluicdo do RNA total em agua livre de nucleases. As amostras extraidas por esse kit

foram analisadas conforme descrito anteriormente.

3.5. Reacdo de transcriptase reversa (RT) e reagdo de polimerizacdo em cadeia
convencional (PCR)

A sintese de cDNA a partir das amostras de RNA total (2,5 ug) foi realizada com o kit
Thermoscript™ RT-PCR System (Invitrogen, cat. #11146-016), seguindo as instru¢des do
fabricante. Reagfes na auséncia de transcriptase reversa foram realizadas como controle
negativo para avaliar possivel contaminagdo gendmica das amostras analisadas. Para os
ensaios de PCR, usamos oligonucleotideos iniciadores para amplificacdo dos transcritos
Eppin e dos controles enddgenos ciclofilina A (Ppia) e proteina ribossomal S18 (Rpsl18),
descritos na tabela 3. Os ensaios de PCR foram realizados pela adicdo de aliquotas de
cDNA (250 ng) a tampdo de PCR contendo MgCl, (1,5 mM), dNTPs (0,2 mM cada),
oligonucleotideo iniciador senso e anti-senso dos genes alvos (0,4 uM cada) e Taq DNA
polimerase (1 U) em volume final de 20 pl. As condi¢cdes do PCR foram: 95°C/1min, seguido
de 95°C/1min — 60°C/1min — 72°C/1min por 30 (Eppin) ou 25 (Rps18) ciclos, e 72°C/3min.
Os produtos de DNA resultantes foram misturados com tampéo de carregamento (glicerol
60%, Tris-HCI pH 7,6 10 mM, EDTA 60 Mm, azul de bromofenol 0,03% e xileno cianol FF
0,03%) e aplicados em gel de agarose (1,5%) preparado em tampao TBE. Apos
eletroforese, os resultados foram documentados em fotodocumentador GBOX® Chemi XRQ
(Syngene). Os produtos de DNA esperados foram entdo purificados do gel utilizando o kit

EasyPure Gel QuickExtraction kit (TransBionovo, cat. #EG101-01) e, posteriormente,
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sequenciados por empresa terceirizada (BPI, Botucatu-SP) para confirmacdo da sua
identidade.

Tabela 3. Informacdes sobre os oligonucleotideos iniciadores usados nos ensaios de RT-PCR e
gPCR

N° de Eficiéncia )
) ) ) _ Amplicon
Transcrito acessono Primer Sentido Sequéncia (5’-3’) da (o)
NCBI amplificacdo P
) Ep_F + tcttgtgctatttggcectgcet
Eppin NM_029325 104% 204
Ep_R - tcccagcgtatcctctgttc
S18_F + gttcgccagaatgaagctttc
Rps18 NM_011296 104% 207
S18_F - tactgtcgtgggttctgcat
Ppia_F + tctccttcgagctgtttge
Ppia NM_008907 o g 9agelgtia 107% 150
Ppia_R - gcgtgtaaagtcaccaccct

3.6. Ensaios de PCR em tempo real (qPCR)

Para a realizacdo dos experimentos de gPCR, primeiramente testamos as
concentracdes de 100, 200 e 300 nM de oligonucleotideos iniciadores utilizando amostra de
segmento inicial do epididimo de camundongo adulto (5,0 ng/reacdo) como controle
positivo. Verificamos que as curvas de amplificacdo foram muito semelhantes entre as
condicBes testadas e também confirmamos amplificacdo de produto Unico, conforme curvas
de dissociacdo apresentadas e banda Unica em gel de agarose (Anexo V). Considerando
esses resultados, optamos pela utilizacdo da concentracdo de 100 nM desses
oligonucleotideos iniciadores para a realizacao dos experimentos subsequentes.

Os experimentos de gPCR foram realizados em duplicada ou triplicata, com controles
negativos consistindo de auséncia de cDNA, utilizando o termociclador QuantStudio 3TM
(AppliedBiosystems), kit PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (AppliedBiosystems, cat.
#A25741), para os ensaios de quantificacdo absoluta, ou Kappa Master Mix SYBR Universal
(KappaBiosystems, cat. #KK4612), para os ensaios de expressao relativa. As sequéncias e
eficiéncia de amplificagdo dos oligonucleotideos iniciadores utilizados nesses ensaios estao

descritas na tabela 3.
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Os ensaios de gPCR foram realizados para avaliar os niveis relativos do transcrito
Eppin no testiculo e epididimo de camundongos em diferentes fases da maturacdo sexual
(10, 20, 40, 60 e 90 dias de idade), utilizando a expressao do transcrito do gene Ppia ou
Rps18 como controle endégeno. Os cDNAs (5 ng/reacdo) foram amplificados em reacao
contendo 100 nM de cada oligonucleotideo iniciador (concentracdo escolhida ap0s os
ensaios de padronizacdo citados anteriormente), nas seguintes condi¢Ges: 40 ciclos de
denaturacdo a 95°C (15 s) e anelamento a 60°C (1 min). A andlise da curva de dissociacédo
foi realizada ao final de cada reacdo para controle de qualidade. O cyclethreshold (Ct) e a
eficiéncia de cada reagdo foram determinados de acordo com algoritmos do sistema
utilizado. A expressao relativa de cada transcrito foi determinada conforme metodologia
descrita por (PFAFFL, 2001).

A quantificacdo absoluta do transcrito Eppin nas diferentes regides do epididimo foi
realizada a partir de curva de titulacdo do produto de PCR, obtido a partir de ensaios de
PCR convencional, conforme descrito por RIBEIRO et al., 2015. A curva de titulacdo foi
construida com diluicbes seriadas do produto variando entre 2,0 x 10° a 20 copias,
determinadas a partir da sua concentracdo molar e constante de Avogrado, em funcéo dos
valores de Ct. Em paralelo, amostras de cDNA do epididimo (segmento inicial, cabeca,
corpo e cauda; 5 ng) de camundongos adultos foram submetidas ao ensaio de qPCR em
tempo real. Os respectivos valores de Ct das amostras foram comparados a curva de
regressao linear da curva de titulagdo para obtencéo do valor aproximado do numero de

cOpias do transcrito Eppin para cada segmento do epididimo.

3.7. Ensaios de imuno-histoquimica

Para os ensaios de imuno-histoquimica fixamos o testiculo, epididimo, glandula seminal
(camundongos com 40, 60 e 90 dias) e glandula adrenal (camundongos com 90 dias) em
solucéo de paraformaldeido 4% em tampao fosfato (Na,HPO, anidro 10 mM, NaH,PO,H,0
1,4 mM, NaCl 150 mM) pH 7,4 por 24 h. Cortamos os testiculos apds algumas horas de

imersédo, para romper a tdnica e auxiliar na penetracdo do fixador. Em seguida, lavamos os
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orgdos em 4gua corrente e os mantivemos em alcool 70% a 4°C até as préximas etapas do
processamento histologico. Apds o processamento para inclusdo em paraplast (McCormick,
cat. #39502004), seccionamos 0s blocos (4 um) em micrétomo e utilizamos as sec¢des nos
ensaios de imuno-histoquimica.

Realizamos o0s ensaios de imuno-histoquimica conforme descrito por SILVA et al.,
2012a, com algumas modificacdes. As laminas foram desparafinizadas, hidratadas e
submetidas ao protocolo de recuperagdo antigénica por incubagdo com tampdo citrato
(citrato de s6dio 10 mM, Tween-20 0,05% v/v) pH 6,0 por 15 min sob fervura em micro-
ondas. Apoés lavagem em tampéo fosfato pH 7,4, incubamos as laminas em solugéo de
H,0, 30%:Metanol (1:2, v/v) por 30 min a temperatura ambiente, sob protec¢ao da luz, para
blogueio da peroxidase enddégena. Em seguida, incubamos as laminas em tampéao fosfato
por 5 min e solucdo de blogueio (BSA 3%, m/v em tampé&o fosfato) por 1 h a temperatura
ambiente. ApoOs lavagem em tampdo fosfato, incubamos as l&minas com o anticorpo
primario anti-EPPIN Q20E (4,6 ug/ml) diluido em solucdo de blogueio a 4°C em camera
escura e Umida durante a noite.

Ao final da incubacéo lavamos as laminas e sequencialmente incubamos com solucao
de blogueio por 15 min e com anticorpo secundario especifico (4 pg/ml) por 30 min a
temperatura ambiente. Utilizamos o sistema Vectastain Standard ABC (Vector, cat. #K-
6105) para evidenciar o imunocomplexo formado pelo anticorpo secundério anti-coelho
ligado ao anticorpo primério, de acordo com protocolo sugerido pelo fabricante. Em seguida,
lavamos as laminas e revelamos com solucdo de diamino-benzidina (DAB, Vector, cat. #SK-
4100) por 10 min a temperatura ambiente. Contracoramos as laminas com hematoxilina por
~2 min, desidratamos e montamos em Permount (Fisher Sci., cat. #570104). Realizamos o
controle negativo com anticorpo primario anti-EPPIN Q20E pré adsorvido com excesso
molar de 10X da EPPIN recombinante. Analisamos os resultados em microscépio Olympus
Cover-018, capturamos as imagens por camera digital (cellsens) e editamos as imagens
capturadas com programa de documentacado e edicdo de imagens Photoshop v. 12 (Adobe

Systems Inc.) ou ImageJ (RUEDEN et al., 2017).
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3.8. Ensaios de Imunofluorescéncia

Para os ensaios de imunofluorescéncia utilizamos o protocolo descrito por SILVA et al.,
2012a. Coletamos espermatozoides do testiculo e das diferentes regides do epididimo
(segmento inicial, cabeca, corpo e cauda) de camundongos a partir da incubacdo dos
tecidos em tampéo fosfato pH 7,4 seguida da realizacdo de cortes com tesouras para
permitir a saida dos espermatozoides para o0 meio. Apds 10 min de incubacdo, removemos
os tecidos do meio, lavamos as células com tampao fosfato por 2 vezes, e realizamos a
contagem espermatica em camara de Neubauer. Diluimos a suspensdo de
espermatozoides para 5,0 x10° células/ml e confeccionamos esfregacos em laminas. Ap6s
secagem em temperatura ambiente, fixamos os esfregacos com 4% de paraformaldeido em
agua deionizada por 20 min e incubamos por 25 min com solucao de bloqueio contendo 3%
de albumina de soro bovina em tampéo fosfato (NaCl 130 mM, KCI 2 mM, Na,HPO, 1,4
mM) suplementado com saponina (0,02% m/v).

Apbs essa etapa, incubamos as laminas com o anticorpo primario anti-EPPIN Q20E (5
pg/ml) diluido em solucéo de bloqueio a 4°C em camera escura e Umida durante a noite (16-
18 horas). No dia seguinte, lavamos as laminas com tampao fosfato e incubamos com
anticorpo secundério conjugado com fluoréforo Alexa fldor 594 por 1 h a temperatura
ambiente. Em seguida incubamos as laminas com solucdo de 4,6-diamidino-2-fenilindole
(DAPI, Invitrogen, cat. #D1306) para marcacdo dos nucleos celulares. Apds lavagem com
tampdao fosfato sob prote¢cdo da luz, montamos as laminas com Prolong Gold (Molecular
Probes, cat. #P36930) seguindo de selagem com esmalte. Ensaios de controle negativo
foram realizados na auséncia de anticorpo primario. As imagens foram visualizadas com
microscoépios Nikon E800 ou Leica CTR 4000 usando filtros de excitacdo apropriados. As
imagens obtidas foram editadas em software ImageJ para ajuste de brilho e contraste. Para
os esfregagcos obtidos a partir da suspensdo de células testiculares, identificamos as
espermatides alongadas maduras (estagios 15-16) com base nas suas caracteristicas
morfoldgicas (formato do nucleo e da cabecga, comprimento do flagelo) (BREHM; STEGER,

2005).
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3.9. Ensaios Western blot

Realizamos os ensaios de Western blot em amostras de espermatozoides isolados do
epididimo (cabeca contendo segmento inicial, corpo e cauda) bem como em 6érgaos que
apresentaram expressdo positiva do transcrito EPPIN. Realizamos os experimentos de
acordo com a metodologia descrita por SILVA et al., 2010. Espermatozoides de diferentes
regibes do epididimo (segmento inicial/cabeca, corpo e cauda) foram isolados em tampao
fosfato pH 7,4, além do testiculo, epididimo, ducto deferente, glandula seminal e glandula
adrenal que foram dissecados. Em seguida tanto os espermatozoides isolados como 0s
tecidos foram ressuspendidos em tampao de lise RIPA (NP-40 1% v/v, deoxicolato de sédio
0,5%, SDS 0,1% m/v) contendo coquetel inibidor de protease (Sigma, cat. #P8340).
Determinamos a concentracdo de proteinas totais utilizando o método de Bradford (Bio-Rad
Protein Assay, cat. #500-0006) para amostras de tecidos, e MicroBCA (Pierce Micro BCA
Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific, cat. #23235) para amostras de
espermatozoides, usando albumina de soro bovina (BSA) como padrdo. Separamos 0s
extratos proteicos totais (50 e 20 ug para tecidos e espermatozoides, respectivamente) em
eletroforese por gel de acrilamida 4-12% em sistema NuPage Bis-Tris (Invitrogen, cat.
#NP0321BOX) a 200 V por 25 min, utilizando tampéo de corrida (Thermo Fisher Scientific,
cat. #NP0002). Em seguida, transferimos as proteinas do gel para membrana de PVDF
(BioRad, cat. #88520) em sistema de transferéncia semi-seco Trans-Blot Semi-Dry
ElectrophoreticTransfer Cell (BioRad, cat. #170-3940) a 15 V por 1 h, utilizando tampé&o de
transferéncia (Thermo Fisher Scientific, cat. #NP0006). Verificamos a conformidade da
transferéncia por coloracdo da membrana com solucdo de amido black 0,1% por 2 min.

Apos ativagdo com metanol, incubamos as membranas em solugdo de bloqueio
[tampao TBS-T (Tris-HCI pH 8,0 100 mM, NaCl 150 mM e Tween 20 0,05%, v/v), contendo
5% de leite desnatado (m/v)] por 1,5 h. Em seguida, lavamos as membranas com tamp&ao
TBS-T e incubamos com anticorpo anti-EPPIN Q20E (0,4 pg/ml e 1,5 pg/ml para amostras
de tecido e espermatozoide, respectivamente), anticorpo anti-EPPIN S21C (0,4 pug/ml e 1,5

pHg/ml para amostras de tecido e espermatozoide, respectivamente), anticorpo anti-SVS2
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(0,2 pg/ml), anticorpo anti-SVS3 (0,2 pg/ml) e anticorpo anti-actina (0,03 pg/ml) como
controle positivo das amostras, bem como, anticorpos secundarios apropriados conjugados
com enzima peroxidase (0,01/ml). Submetemos entdo as membranas para revelacdo das
bandas imunorreativas com reagente Luminol Super Signal West Femto Maximum
Sensitivity Substrate (Pierce, cat. #34095), utilizando sistema fotodocumentador G-BOX
(SYNGENE). Ensaios de controle negativo para o anticorpo anti-EPPIN foram realizados na
presencga de anticorpo primario pré-adsorvido com 10 vezes de excesso molar da EPPIN de
rato recombinante ou utilizando 1gG de coelho (Vector Laboratories, cat. #11000) em
substituicdo ao anticorpo anti-EPPIN. Para o controle dos anticorpos primarios anti-SVS2 e
anti-SVS3 utilizamos os préprios anticorpos bloqueados com 30 vezes de excesso molar do

peptideo referente ou auséncia de anticorpo primario.

3.10. Ensaios de co-imunoprecipitagéo

Para os ensaios de co-imunoprecipitacdo, utilizamos o kit MS Compatible Magnetic IP,
protein A/G, (Pierce, cat. #90409), de acordo com as recomendacdes do fabricante.
Coletamos aproximadamente 14,0 x 10° espermatozoides do corpo/cauda do epididimo,
sendo necessario dois a trés camundongos adultos para coletar esse numero de
espermatozoides, em tampdo fosfato (fosfato de sédio 100 mM, NaCl 150 mM, pH 7,2;
Thermo Fisher Scientific, cat. #28372). Também coletamos a fracdo do fluido da glandula
seminal soluvel em tampéo fosfato. Para isso, transferimos o fluido total para tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml contendo 1 ml de tampéao fosfato por glandula. Apés centrifugacéo
rapida (10.000 x g, 30 s), coletamos a fracao soluvel e descartamos o precipitado.

Incubamos os espermatozoides com a fracdo solavel do fluido da glandula seminal por
30 min, a 37°C (5% CO,/95% ar) em volume final de ~3 ml. Apds lavagem das células com
tampédo fosfato em duas etapas de centrifugacdo (800 x g, 4°C, 10 min), adicionamos o
tampédo de lise (500 ul/50 mg de pellet de células) contendo coquetel de inibidores de
protease (Sigma, cat. #P8340) e processamos as amostras por: 1) agitacdo em vortex por

30 s; 2) um ciclo de sonicacdo a 30 Hz/1 min em gelo; 3) homogeneizacdo em
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homogeneizador Polytron (PT 1300 D, Kinematica), 17000 x g, 1 min em gelo; 4) incubacéo
a 4°C por 1 hora sob agitacdo e; 5) trés ciclos de congelamento em nitrogénio liquido e
descongelamento em gelo. Centrifugamos as amostras (13.000 x g, 10 min) e realizamos a
guantificacdo de proteinas totais no extrato pelo método “Micro BCA” (Pierce, cat. #23235),
utilizando BSA como padréo.

Na etapa seguinte, adicionamos 5 g de anticorpo anti-EPPIN Q20E ao lisado (400-
1000 pg de proteinas totais). Apds incubacgdo durante a noite (16-18 h) a 4°C sob agitacao,
adicionamos ao lisado as nanoesferas magnéticas acopladas a proteina A/G (25 pul) e
incubamos por 1 h a temperatura ambiente para formacdo do imunocomplexo
nanoesferas/anticorpo/EPPIN/proteinas parceiras. Em seguida, lavamos o imunocomplexo
com tampao de lavagem A e B, utilizando suporte magnético DynaMag-2 Magnet (Thermo
Scientific, cat. #12321D), por 3 vezes cada. Por fim, eluimos as proteinas co-
imunoprecipitadas em tampao de elui¢do utilizando o0 mesmo suporte magnético, e secamos
os eluatos em concentrador a vacuo (Labconco, CentriVap Concentrador). Ensaios de
controle negativos foram realizados substituindo o anticorpo por 5 pg de IgG de coelho
(Vector Laboratories, cat. #1-1000). As amostras secas foram armazenamos a -80°C até a
etapa seguinte. Esquema representativo do ensaio de co-imunoprecipitacdo € demonstrado

na figura 5.
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Figura 5. Representacao esquematica do ensaio de co-imunoprecipitagdo utilizado neste estudo.

3.11. Digestdo enzimatica das proteinas em solucéo

Resumidamente, adicionamos ureia 6M (Life Science, cat. #0568) e tris(2-carboxietil)
fosfina (TCEP) 10 mM (Sigma Aldrich, Cat. #646547) ao precipitado e incubamos as
amostras a 37°C por 30 min, para a desnaturacdo e reducdo das ligacdes dissulfeto. Em
seguida, adicionamos iodoacetamida 0,5 M e incubamos por mais 30 min a temperatura
ambiente, para alquilacdo dos residuos de metionina. Apds a etapa de alquilacéo,
adicionamos bicarbonato de trietilaménio 50 mM (Sigma Aldrich, cat. #T7408), para diminuir
a concentragao de ureia (<1M), 100 ng de enzima tripsina (Promega, cat. #V5111) e
incubamos durante a noite a 37°C, para digestdo enzimética das proteinas. Interrompemos
a reacao pela adigao de 10 ul de acido formico 5% (v/v). Apés centrifugagao (15.000 x g, 2
min), para sedimentar qualquer material insollvel, submetemos os digestos tripticos as
colunas de dessalinizagdo PeptideCleanup C18 Spin (Agilent Technologies, cat #5188-

2750), segundo as recomendacdes do fabricante.



51

3.12. Sequenciamento peptidico espectrometria de massas

As andlises labell free de espectrometria de massas foram realizadas em equipamento
de nanocromatografia liquida Ultimate 3000 LC (Dionex) acoplado ao espectrdmetro de
massas Q-Exactive (Thermo Fisher Scientific). A ionizacdo foi obtida utilizando fonte
Nanospray ion source (Picochip). O modo de operacéo utilizado foi ionizacdo positiva pelo
método DDA. Os espectros MS foram adquiridos de m/z 200 a m/z 2000, resolucdo de
70.000 e 100 ms de tempo de injecdo. A camara de fragmentag&o foi condicionada com
energia de colisdo entre 29 a 35% com resolucdo de 17.500, 50 ms de tempo de injec¢éo,
4,0 m/z de janela de isolamento e exclusdo dindmica de 10 s. Os dados de espectrometria

foram entdo adquiridos por meio do software Thermo Xcalibur (verséo 4.0.27.19).

3.13. Analise dos dados de espectrometria de massas

Os dados brutos no formato RAW foram submetidos ao software PatternLab, verséo
4.0.0.84 (CARVALHO et al.,, 2016), para identificacdo das proteinas. Os principais
parametros utilizados foram: banco de dados NCBI (taxonomia Mus musculus); enzima
tripsina; permissdo de 2 clivagens perdidas; modificacdo poés-traducional:
carbamidometilacdo dos residuos de cisteinas; modificacdo pos-traducional variavel:
oxidacdo dos residuos de metionina; erros de tolerancia MS 40 ppm e MS/MS de 0,0200
ppm. A taxa de FDR (Falso Discovery) maxima foi considerada de 1%.

As interagBes proteicas também foram investigadas usando o software STRING (versédo
10.5, http://string-db.org) (SZKLARCZYK et al., 2017) com os parametros basicos: Score >

0,40, e valor de p < 1.0e-16.

3.14. Ensaios Far Western blot

Primeiramente, realizamos etapas de transformacao da Eppin murina inserida no vetor
pPET-28a(+)-TEV (sequéncia da Eppin codifica os residuos de aminoacidos P22-T134 da
Eppin murina: NM_029325 e NP_083601) em E. coli One Shot BL21 (DE3) pLysS

guimicamente competente (GenScript, cat. #44037) em meio de cultura LB suplementado
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com glicose 5% e canamicina (50 ug/mL), de acordo com as instru¢des do fabricante. A
inducdo da expressdo da proteina foi realizada com adicdo de isopropil-B-D-
tiogalactopiranosideo (IPTG) ao meio de cultura em concentracdo final de 1 mM e a
purificacdo foi realizada a partir dos pellets de bactérias congelados, por cromatografia de
afinidade em condigbes denaturantes, conforme metodologia descrita por SILVA et al.,
2012h. Utilizamos também a proteina recombinante SVS2 (do inglés, “Seminal vesicle
secretory protein 2”) (GenScript, cat. #U3857DK220-5), além da EPPIN humana e SEMG1
disponiveis no laboratorio (SILVA et al., 2012b)

Realizamos os experimentos de acordo com metodologias descritas por WANG et al.,
2005 e WU; LI; CHEN, 2007 com algumas modificacdes. Separamos as proteinas
recombinantes EPPIN murina (1 pg) ou SVS2 (1 ug) por eletroforese em gel de acrilamida
4-12% em sistema NuPage Bis-Tris (Invitrogen, cat. #NP0321BOX) conforme descrito
anteriormente (ver item 3.9). Apds ativacdo com metanol, incubamos as membranas em
solugéo de bloqueio [tamp&o TBS-T (Tris-HCI pH 8,0 100 mM, NaCl 150 mM e Tween 20
0,05%, v/v), contendo 1% de BSA (m/v)] por 1 h. Em seguida, lavamos as membranas com
tampao TBS-T e incubamos com as proteinas recombinantes EPPIN murina (3 pg/ml) ou
SVS2 (3-5 pg/ml) em solucdo de bloqueio [tamp&o TBS-T (Tris-HCI pH 8,0 100 mM, NaCl
150 mM e Tween 20 0,01%, v/v), contendo 0,5% de BSA (m/v)] durante a noite (16-18 h) a
4°C sob agitacdo. No dia seguinte incubamos as membranas em solugdo de bloqueio
[tamp&o TBS-T (Tris-HCI pH 8,0 100 mM, NaCl 150 mM e Tween 20 0,05%, v/v), contendo
5% de leite desnatado (m/v)] por 1,5 h. Em seguida, lavamos as membranas com tampao
TBS-T e incubamos com anticorpo anti-EPPIN Q20E (1,3 pg/ml) ou anticorpo anti-SVS2
(0,15 pg/ml).

Submetemos entdo as membranas para revelacdo das bandas imunorreativas com
reagente Luminol Super Signal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Pierce, cat.
#34095), utilizando sistema fotodocumentador G-BOX (Syngene). Realizamos no minimo
dois experimentos independentes para cada condicdo (EPPIN no gel e SVS2 em solug&o ou

SVS2 no gel e EPPIN em solucéo). Ensaios de controle positivo foram realizados com
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amostras de SEMG1 (2 pug) incubadas com EPPIN humana recombinante (1 pg) e
posteriormente com anticorpo anti-EPPIN Q20E. Ensaios de controle negativo para os
anticorpos primarios foram realizados sem incubacdo das membranas com proteina

recombinante ou em amostras de BSA (0,5 pg) em substituicdo a proteina recombinante no

gel.

3.15. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM). Utilizamos
0 teste Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade dos dados e o teste F (dois
grupos) ou de Bartlett (trés ou mais grupos) para verificar a homocedasticidade dos dados.
As analises entre dois grupos foram realizadas utilizando teste t de Student, enquanto as
diferencas entre mais de dois grupos, por andlise de variancia de uma via (ANOVA),
seguida pelo pés teste de Tukey. Foram consideradas significativas as diferencas
associadas a probabilidade p < 0,05. O tratamento estatistico dos dados foi

operacionalizado pelo programa GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Teste_Kolmogorov-Smirnov
https://pt.wikipedia.org/wiki/Teste_Kolmogorov-Smirnov
https://pt.wikipedia.org/wiki/Teste_Kolmogorov-Smirnov
https://pt.wikipedia.org/wiki/Teste_Kolmogorov-Smirnov
https://pt.wikipedia.org/wiki/Teste_Kolmogorov-Smirnov
https://pt.wikipedia.org/wiki/Teste_Kolmogorov-Smirnov
https://pt.wikipedia.org/wiki/Teste_Kolmogorov-Smirnov
https://pt.wikipedia.org/wiki/Teste_Kolmogorov-Smirnov
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4. Resultados

4.1 - Capitulo 1: Perfil de expresséao e distribuicao celular da EPPIN em tecidos e no
espermatozoide de camundongos

4.1.1. A EPPIN é diferencialmente expressa em tecidos reprodutivos de camundongos
machos adultos

A andlise por RT-PCR revelou produtos amplificados do transcrito Eppin (204 pb) no
testiculo, epididimo (segmento inicial, cabega, corpo e cauda), ducto deferente e glandula
seminal (Figura 6A). Ndo observamos RNAm da Eppin na préstata e nos 6rgdos néao
reprodutivos, com excec¢do da glandula adrenal (Figura 6A). Confirmamos a identidade do
transcrito Eppin no segmento inicial, glandula seminal e glandula adrenal por
sequenciamento de DNA (dados ndo mostrados).

Consistente com os dados de RNAm, a analise de Western blot revelou a expressao da
EPPIN no testiculo, epididimo, ducto deferente, glandula seminal e glandula adrenal (Figura
6B). Observamos a presenca de duas bandas imunorreativas com massas moleculares
aparentes de ~14 e ~21 kDa no testiculo. Nas diferentes regides do epididimo, ducto
deferente e glandula seminal, detectamos uma banda imunorreativa de ~14 kDa, e somente
no ducto deferente observamos uma segunda banda imunorreativa de ~36 kDa (Figura 6B).
Na glandula adrenal, detectamos duas bandas imunorreativas de ~14 e ~70 kDa (Figura
6B), confirmando o local de expressdo da EPPIN fora do sistema genital masculino de
camundongos adultos. A especificidade do anticorpo anti-EPPIN Q20E foi demonstrada
pela presenca de bandas imunorreativas (~15, ~19 e ~36 kDa) para o0 alvo ao utilizar
amostras de EPPIN recombinante humana e murina (controles positivos). Além disso,
evidenciamos auséncia de bandas imunorreativas em amostras de testiculo e corpo do
epididimo incubadas com o anticorpo primario pré-adsorvido com a EPPIN humana
recombinante (Figura 6B, controle negativo), também dando suporte a especificidade do
anticorpo utilizado.

Ambos os experimentos de RT-PCR e Western blot indicaram maior abundéancia na

expressdo da EPPIN no corpo do epididimo, em comparagdo com as outras regides desse
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orgao (Figura 6A, B). De acordo com esta observacdo, a analise qPCR absoluta mostrou
que o transcrito Eppin foi ~3 e ~5 vezes maior no segmento inicial e corpo do epididimo

guando comparado as regides da cabeca e cauda, respectivamente (Figura 6C, D).
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Figura 6. Perfil de expressao da EPPIN em 6rgaos reprodutivos e néo reprodutivos de camundongos
adultos (90 dias). (A) Imagens invertidas representativas de géis de agarose mostrando a detecgéo
de mRNA da Eppin por RT-PCR. Testiculo (Te), segmento inicial do epididimo (Sl), cabeca do
epididimo (Cb), corpo do epididimo (Cp), cauda do epididimo (Ca), ducto deferente (DD), glandula
seminal (VS), préstata (Pr), cérebro (Ce), cerebelo (Cr), glandula salivar (GS), timo (Ti), coracao (Co),
traqueia (Tr), pulmao (Pu), baco (Ba), figado (Fi), estbmago (Es), duodeno (Du), célon (Cl), glandula
adrenal (GA), rim (Ri), bexiga (Be), gastrocnémio (Ga), gordura do epididimo (Ge). PM indica uma
escada padrdo de 100 pares de bases (pb). (B) Deteccao da EPPIN por Western blot utilizando
anticorpo anti-EPPIN Q20E e extratos proteicos totais de tecidos de camundongos adultos machos
gue mostraram positividade para o transcrito Eppin como apresentado em (A). Setas indicam bandas
imunorreativas de ~14, ~21, ~36 e ~70 kDa nos tecidos analisados. A especificidade do anticorpo
para a EPPIN foi demonstrada apés incubacdo do anticorpo em amostras de EPPIN humana e
murina recombinantes (controles positivos). O controle negativo foi realizado com anticorpo primario
pré-adsorvido com EPPIN recombinante (painel direito). Detec¢do da actina foi usada como controle
enddgeno das amostras utilizadas. PM indica escala padrao de proteina (kDa). Os resultados em (A)
e (B) séo representativos de experiéncias realizadas com trés camundongos. (C) Andlise de PCR em
tempo real mostrando o numero de copias/5 ng de RNA do transcrito Eppin no segmento inicial (SI),
cabeca (Cb), corpo (Cp) e cauda (Ca) do epididimo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas
(p <0,05; ANOVA seguida do pés-teste de Tukey). Os resultados foram expressos como média +
EPM (n = 5/grupo). (D) Mapa de calor mostrando a expressdo do transcrito Eppin nas diferentes
regibes do epididimo, de acordo com os resultados apresentados em (C). Amarelo indica o menor
nivel de expresséo, laranja, nivel intermediario e vermelho, alto nivel de expresséo.
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4.1.2. A EPPIN é expressa por células de Sertoli e células da linhagem espermatogénica no
testiculo e células epiteliais no epididimo de camundongos machos adultos

Com o foco na caracterizagdo da distribuicdo celular da EPPIN, realizamos ensaios de
imuno-histoquimica no testiculo, epididimo, glandula seminal e glandula adrenal de
camundongos adultos. No testiculo, detectamos imunomarcacao positiva para a EPPIN nos
compartimentos epitelial e luminal dos tubulos seminiferos, independente da fase da
espermatogénese (Figura 7A). No epitélio seminifero, observamos imunomarcacao para a
EPPIN no citoplasma de algumas células de Sertoli e de espermatécitos primarios,
espermatides iniciais (redondas) e tardias (alongadas), mas ndo em espermatogdnias
(Figura 7B). Células peritubulares e intersticiais ndo apresentaram imunomarcagao para a
EPPIN (Figura 7A, B).

No epididimo, observamos imunomarcacao positiva para EPPIN nas células principais
do epitélio em todas as regides (Figura 7B-E), bem como nas células apicais e basais do
segmento inicial e cabeca (Figura 7B, C). A abundancia de imunomarcagao positiva para
EPPIN foi maior no compartimento epitelial do corpo epididimério em comparacao as outras
regides do epididimo (figura 7C-E). Além disso, imunomarcacgéo positiva para EPPIN foi
observada em espermatozoides luminais presentes no epididimo (Figura 7D, E). N&o foi
observada nenhuma imunomarcacdo no espaco intersticial e na musculatura lisa que
envolve o ducto epididimario. A especificidade das imunomarcacfes foi confirmada pela
auséncia de marcacdo quando incubamos as laminas com o anticorpo primario pré-

adsorvido com a EPPIN humana recombinante (Figura 7, C-E, insertos).
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Figura 7. Localizacdo imuno-histoquimica da EPPIN no testiculo (A,B) e epididimo (C-F) de
camundongos adultos. (A) Imagem representativa em menor aumento mostrando imunomarcagao
positiva para a EPPIN nos tabulos seminiferos, destacada em marrom. Imagem representativa no
aumento de 100x evidenciando imunomarca¢do para EPPIN em célula de Sertoli (inserto superior,
asteriscos). (B) Imagem representativa em maior aumento mostrando imunomarcac¢ao positiva para a
EPPIN em espermatdcitos primarios (seta fechada preta), espermétides redondas (cabeca de seta) e
alongadas (seta pontilhada preta). (C-F) Imagens representativas mostrando imunomarcac¢ao positiva
para a EPPIN no segmento inicial (C), cabe¢a (D), corpo (E) e cauda (F) do epididimo.
Imunomarcacdo positiva para a EPPIN na regido supranuclear/apical (seta pontilhada preta) e na
regido basal (seta fechada preta) das células epiteliais do segmento inicial e cabeca do epididimo, no
citoplasma de células principais de todas as regides do epididimo em forma de puncta (cabeca de
seta preta) e nos espermatozoides luminais (asterisco preto). Controle negativo foi realizado com
anticorpo primario previamente incubado com EPPIN recombinante (insertos). Os cortes foram
contracorados com hematoxilina. Os resultados sdo representativos de 3 experimentos
independentes. Lu: l[imen; ES: epitélio seminifero; Ep: epitélio; Is: intersticio. Barra de escala: 100
pm em A, 10 um no inserto superior em A e 20 um em B-F.
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4.1.3. A EPPIN é expressa nas células epiteliais da glandula seminal e nas células do cértex
e medula da glandula adrenal

Na glandula seminal, observamos imunomarcacéo positiva para a EPPIN no citoplasma
de células epiteliais tanto na curvatura priméria quanto secundaria do epitélio (Figura 8A, B).
Células intersticiais e da musculatura lisa ndo apresentaram imunomarcacao positiva para a
EPPIN (Figura 8A, B). O conteudo luminal do 6rgdo também nado apresentou sinais
evidentes de imunomarcagéao positiva para essa proteina (Figura 8A, B).

Na glandula adrenal, observamos imunomarcacao positiva para a EPPIN no coértex e
medula (Figura 8C-F). No cortex da glandula adrenal, a imunomarcacéo foi detectada no
citoplasma de células presentes nas zonas glomerulosa (periférica), fasciculada (central) e,
em menor quantidade na zona reticulada (interna) (Figura 8D, E). Na medula da glandula
adrenal, observamos intensa imunomarcacéo para a EPPIN no citoplasma das células

cromafins, derivadas da crista neural embrionéria (Figura 8F).
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Figura 8. Localizagdo imuno-histoquimica da EPPIN na glandula seminal (A, B) e glandula adrenal
(C-F) de camundongos adultos. (A, B) Imagens representativas da imunomarcagéo positiva para a
EPPIN no citoplasma das células epiteliais (seta) da regido distal da glandula seminal. Lu: limen; Ep:
epitélio; Is: intersticio; e Mu: musculo liso. (C) Imagem representativa em menor aumento mostrando
imunomarcacgdo positiva para a EPPIN nas células da medula e cortex adrenal. (D, E) Imagem
representativa em maior aumento mostrando imunomarcacgdo positiva para a EPPIN no citoplasma
de células das zonas glomerulosa, fasciculada (seta) e reticulada (cabeca de seta) do cortex adrenal.
(F) Imagem representativa em maior aumento mostrando imunomarcagdo positiva para a EPPIN no
citoplasma das células cromafins (seta pontilhada) da medula adrenal. Re: zona reticulada; Fa: zona
fasciculada; Gl: zona glomerulosa. Controle negativo foi realizado com anticorpo primario
previamente incubado com EPPIN recombinante (insertos em A e C). Os cortes foram contracorados
com hematoxilina. Os resultados séo representativos de 3 experimentos independentes. Barra de
escala: 50 umem A e C, e 20 um em B-F.
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4.1.4. A imunolocalizacdo da EPPIN no espermatozoide murino sofre alteracdes durante o
seu transito do testiculo até a cauda do epididimo

Nossos ensaios de Western blot utilizando anticorpo anti-EPPIN Q20E confirmaram a
expressao da EPPIN em espermatozoides coletados do segmento inicial/cabeca, corpo e
cauda do epididimo (Figura 9A). Observamos a presenc¢a de duas bandas imunorreativas
com massas moleculares aparentes de ~14 kDa (de maior intensidade) e ~19 kDa (de
menor intensidade) (Figura 9A). Ndo detectamos nenhuma banda imunorreativa quando as
membranas foram incubadas com anticorpo primario pré-adsorvido com EPPIN humana
recombinante (Figura 9A, controle negativo).

Nossos ensaios de imunofluorescéncia revelaram fraca imunomarcacgédo para EPPIN no
flagelo de espermatozoides coletados do testiculo e do segmento inicial do epididimo
(Figura 9B). Essa imunomarcacao tornou-se mais intensa nos espermatozoides isolados da
cabeca, corpo e cauda do epididimo, nos quais observamos a presenca da EPPIN tanto na
peca intermediaria quanto nas pecas principal e final do flagelo (Figura 9B). Os
espermatozoides coletados do corpo e da cauda do epididimo mostraram evidente
imunomarcacédo para EPPIN nas regides do acrossoma anterior e pés-acrossomal (Figura

9B).
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Figura 9: Efeito da maturacdo espermatica sobre a expressao e distribuicdo celular da EPPIN em
espermatozoides testiculares e epididimarios. (A) Deteccdo da EPPIN por Western blot utilizando
extratos proteicos totais de espermatozoides da cabeca (incluindo segmento inicial), corpo e cauda
do epididimo. As setas indicam as bandas de ~14 e ~19 kDa imunorreativas para o anticorpo anti-
EPPIN Q20E. O controle negativo foi realizado com anticorpo primario pré-adsorvido com EPPIN
recombinante (painel da direita). O anticorpo contra actina foi utilizado como controle interno. PM
indica padrdo de peso molecular. (B) Deteccdo da EPPIN em espermatozoides em diferentes
estagios de maturacdo isolados do testiculo e das diferentes regides do epididimo por
imunofluorescéncia. Imunomarcacao para a EPPIN em vermelho presente no acrossoma anterior
(asterisco), regido pds acrossdmica (cabeca de seta), peca intermediaria (seta pontilhada), principal
(seta sodlida) e final (seta aberta) do flagelo dos espermatozoides. O nlcleo das células foi corado
com DAPI em azul. Testiculo: T; segmento inicial: Sl, cabeca: Ch, corpo: Co; e cauda: Cd; CF:
contraste de fase de espermatozoide da cauda do epididimo. Os resultados sdo representativos de
experimentos independentes realizados com espermatozoides de 3 camundongos. Barra de escala:
50 pm.
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4.1.5 A maturacdo sexual exerce impacto positivo na expressao da EPPIN no testiculo,
epididimo e glandula seminal de camundongos

Observamos aumento da expressao relativa do transcrito Eppin no testiculo (Figura
10A, B), no epididimo (Figura 10C, D) e na glandula seminal (Figura 10E) durante a
maturacao sexual. No testiculo, os ensaios de gPCR demonstraram aumento de 5 vezes na
expressao relativa do transcrito Eppin em camundongos de 20 dias quando comparados
aos camundongos de 10 dias de idade (Figura 10A). Além disso, observamos que a
expressao desse transcrito foi aumentada em camundongos com 40 dias de idade em
comparagdo com animais de 10 e 20 dias de vida (Figura 10A). A expresséo relativa do
transcrito Eppin estabilizou a partir dos 40 dias de idade, uma vez que ndo detectamos
diferengca entre camundongos com 40, 60 e 90 dias de idade (Figura 10A).
Consistentemente com nossos dados de gPCR, detectamos 0 mesmo padréo de expressao
guando comparamos a abundancia de bandas em amostras de cDNA dos testiculos de
camundongos em diferentes idades pelo ensaio de PCR convencional (Figura 10B).

No epididimo, ensaios de gqPCR demonstraram aumento de 77 vezes nos niveis
relativos do transcrito Eppin no epididimo inteiro de camundongos com 20 dias quando
comparados aos camundongos com 10 dias de idade (Figura 10C). Andlises da expresséo
relativa dos niveis do transcrito Eppin de acordo com cada regido do epididimo revelaram
aumento no segmento inicial de animais com 90 dias quando comparados aos
camundongos com 60 dias de idade (Figura 10D). Em contraste, os niveis relativos de
RNAmM Eppin permaneceram inalterados quando comparamos 0s segmentos cabeca, corpo
e cauda do epididimo de animais com 40, 60 e 90 dias de idade (Figura 10D).

Na glandula seminal, detectamos aumento de 4 vezes na expressdo relativa do
transcrito Eppin em camundongos de 40 e 60 dias quando comparados aos camundongos
de 20 dias de idade, e 5 vezes na expressao relativa do transcrito Eppin em camundongos
de 90 dias quando comparados aos animais de 20 dias (Figura 10E). Nao detectamos
nenhuma diferenca na expressao desse transcrito na glandula seminal de camundongos a

partir de 40, 60 e 90 dias de idade (Figura 10E).
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Figura 10. Impacto da maturacéo sexual na expressao do transcrito Eppin no testiculo e epididimo
de camundongos. (A) Expressao relativa do transcrito Eppin no testiculo de camundongos em
diferentes estagios de maturagdo sexual (10, 20, 40, 60 e 90 dias de idade). Os valores foram
normalizados utilizando o transcrito Ppia como controle enddgeno e expressos em relacdo a
guantidade de RNAm alvo determinada no grupo de 10 dias de idade. Os valores foram expressos
como média £+ EPM, n = 5 animais / grupo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos (p <0,05; ANOVA seguida do pés-teste de Tukey). (B) Imagem invertida
da eletroforese em gel de agarose de produtos de PCR para a detec¢do do transcrito Eppin nos
testiculos de camundongos de 10, 20, 40, 60 e 90 dias de idade. Expresséao relativa do transcrito
Eppin no epididimo inteiro (C) e (D) em cada segmento do epididimo de camundongos em diferentes
estagios de maturagdo sexual (10, 20, 40, 60 e 90 dias de idade). Os valores foram normalizados
utilizando o transcrito Ppia como controle enddégeno e expressos em relacdo a quantidade de RNAm
alvo determinada no grupo de 10 dias de idade. Os valores foram expressos como média + EPM, n =
5 animais / grupo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
(p <0,05; teste t de Student).
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Nossos ensaios de imuno-histoquimica com amostras de testiculo (Figura 11),
epididimo (Figura 12) e glandula seminal (figura 11) de camundongos de 40, 60 e 90 dias

nao mostraram diferenca evidente na abundancia e imunodistribuicdo da EPPIN.

Testiculo

Glandula seminal

Figura 11. Impacto da maturacdo sexual sobre a distribuicdo celular da EPPIN no testiculo e
glandula seminal de camundongos. Imagens representativas mostrando localizagdo imuno-
histoquimica da EPPIN no testiculo e glandula seminal de camundongos de 40, 60 e 90 dias de
idade. Controle negativo foi realizado com anticorpo priméario previamente incubado com EPPIN
recombinante (insertos). Os cortes foram contracorados com hematoxilina. Os resultados sao
representativos de 3 experimentos independentes. Lu: limen; ES: epitélio seminifero; Ep: epitélio; Is:
intersticio; Mu: masculo liso. Barra de escala: 20 pum.
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Segmento inicial

Cabeca
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Figura 12. Impacto da maturacdo sexual sobre a distribuicdo celular da EPPIN no epididimo de
camundongos. Imagens representativas mostrando localizagdo imuno-histoquimica da EPPIN nas
diferentes regides do epididimo de camundongos de 40, 60 e 90 dias de idade. Controle negativo foi
realizado com anticorpo primario previamente incubado com EPPIN recombinante (insertos). Os
cortes foram contracorados com hematoxilina. Os resultados séo representativos de 3 experimentos
independentes. Lu: lamen; Ep: epitélio; Is: intersticio; Mu: misculo liso. Barra de escala: 20 um.
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4.2. Capitulo 2: Proteinas de interacdo da EPPIN no espermatozoide de camundongos
4.2.1. A EPPIN murina presente na superficie do espermatozoide possui proteinas parceiras
oriundas do fluido da glandula seminal e do préprio espermatozoide

A fim de identificar potenciais parceiros de ligacdo a EPPIN em espermatozoides
murinos maduros, realizamos ensaios de co-imunoprecipitacdo seguida por LC-MS/MS
usando anticorpo anti-EPPIN Q20E em amostras de espermatozoides isolados do
corpo/cauda do epididimo pré-incubados com a fracéo soluvel em tampéo fosfato do fluido
da glandula seminal. Primeiramente confirmamos a capacidade do anticorpo em
imunoprecipitar a EPPIN por: 1) identificacdo de sequéncias peptidicas tripticas referentes a
EPPIN por LC-MS/MS: “'GPSLADLLFPRR*,
®RFREECEEHQERD* e °®)kKCLNPQQDICSLPKD’® correspondentes a EPPIN de
camundongos (Figura 13A, B); e 2) deteccdo da presenca da EPPIN em amostras de
imunoprecipado através de ensaios Western blot usando anticorpo anti-EPPIN S21C: uma
banda imunorreativa com peso molecular aparente de ~14 kDa correspondente a EPPIN foi
observada (Figura 13C, linha 1). Ensaios de controle negativo ndo apresentaram bandas
correspondentes a EPPIN (Figura 13C, linha 2-4), demonstrando a especificidade do

anticorpo anti-EPPIN.
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Figura 13. Identificacdo da EPPIN em espermatozoides obtidos do corpo/cauda do epididimo de
camundongos adultos por ensaios de co-imunoprecipitacdo usando anticorpo anti-EPPIN Q20E
seguida de LC-MS/MS e Western blot. (A) Sequéncia primaria da EPPIN de camundongo mostrando
os peptideos tripticos identificados por LC-MS/MS em vermelho. Os dominios WFDC e Kunitz sédo
identificados por sublinhados pontilhados e continuos, respectivamente. (B) Espectro do péptido
triptico representativo do peptideo KCLNPQQDICSLPK correspondente aos residuos 68-81 da
EPPIN de camundongo. (C) Western blot apds co-imunoprecipitacdo com anticorpo anti-EPPIN em
espermatozoides maduros de camundongo pré incubados com fluido da glandula seminal. Linha 1:
Amostra imunoprecipada com anticorpo anti EPPIN Q20E e revelada com anticorpo anti-EPPIN
S21C. Seta indica banda imunorreativa de ~14 kDa; Linha 2: Amostra de controle negativo
imunoprecipitada com Q20E e revelada com IgG de coelho; Linha 3: Amostra de controle negativo
imunoprecipitada com 1gG de coelho e revelada com anticorpo anti-EPPIN S21C; Linha 4: amostra
de controle negativo imunoprecipitada com anticorpo anti-EPPIN Q20E e revelada apenas com
anticorpo secundario. Os resultados sado representativos de 3 experimentos independentes
realizados com espermatozoides de 2-3 camundongos por experimento.

Os peptideos tripticos identificados pela espectrometria de massas foram
correspondentes a proteinas com duas origens distintas: proteinas com origem do fluido da
glandula seminal e proteinas intrinsecas do préprio espermatozoide. Em pelo menos dois
dos trés experimentos independentes realizados, detectamos proteinas provenientes do
fluido da glandula seminal: SVS2 (Figura 14A-C; n=3), SVS3a (Figura 14D-F; n=2), SVS5

(Figura 15A, B; n=3) e SVS6 (Figura 15C, D; n=3), e proteinas intrinsecas do préprio
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espermatozoide: GAPDS (Figura 16A, B; n=3) e VDAC2 (Figura 16C, D; n=3). Na Tabela S1
mostramos uma lista de outras proteinas identificadas por LC-MS/MS em pelo menos dois
dos trés experimentos independentes realizados. Agrupamos as proteinas encontradas em
3 grupos funcionais: funcdo reprodutiva, fungcdo imunoldgica e participacdo em vias de
sinalizacdo celular, bem como 9 subgrupos: regulacdo positiva da motilidade espermatica,
formacdo de plugue copulatério, regulacdo positiva ou negativa da capacitacdo,
desfosforilagdo do fosfatidilinositol, inibicdo de serino proteases, agcdo antimicrobiana e
regulacdo positiva da reacéo acrossémica (Tabela S1).

Em relacdo as SVS2 e SVS3a, proteinas de origem da glandula seminal, também
realizamos ensaios de Western blot nas amostras ap6s a co-imunoprecipitacdo. Usando
anticorpo anti-SVS2 detectamos uma banda imunorreativa com peso molecular aparente de
~45 kDa correspondente a SVS2 (Figura 14C, linha 1). N&o observamos a presenca desta
banda imunorreativa quando foi realizada imunoprecipitacdo com IgG de coelho
substituindo o anticorpo anti-EPPIN Q20E (Figura 14C, linha 2) ou quando foram realizados
ensaios de Western blot usando o anticorpo anti-SVS2 pré-incubado com peptideo
bloqueador (Figura 14C, linha 3).

Usando anticorpo anti-SVS3 detectamos uma banda imunorreativa com peso molecular
aparente de ~31 kDa correspondente a SVS3 (Figura 14F, linha 1). Ndo observamos a
presenca desta banda imunorreativa quando foi realizada imunoprecipitacdo com IgG de
coelho substituindo o anticorpo anti-EPPIN Q20E (Figura 14F, linha 2) ou quando foram
realizados ensaios de Western blot usando o anticorpo anti-SVS3 pré-incubado com

peptideo bloqueador (Figura 14F, linha 3).
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Figura 14. Identificacdo da SVS2 e SVS3a em espermatozoides obtidos do corpo/cauda do

epididimo de camundongos adultos por ensaios de co-imunoprecipitacdo usando anticorpo anti-
EPPIN Q20E seguida de LC-MS/MS e Western blot. (A) Sequéncia primaria da SVS2 de
camundongo mostrando os peptideos identificados por LC-MS/MS em vermelho. (B) Espectro do
peptideo triptico representativo do peptideo KSGGSAFGQVKS correspondente aos residuos 125-
136 da SVS2 de camundongo. (C) Sequéncia primaria da SVS3a de camundongo mostrando os
peptideos identificados por LC-MS/MS em vermelho. (D) Espectro do peptideo triptico representativo
do peptideo KSYAAQLKS correspondente aos residuos 124-132 da SVS3a de camundongo. (E)
Western blot da SVS2 apds co-imunoprecipitagdo com anticorpo anti-EPPIN em espermatozoides
maduros de camundongo pré incubados com fluido da glandula seminal. Linha 1. Amostra
imunoprecipada com anticorpo anti-EPPIN Q20E e revelada com anticorpo anti-SVS2. Seta indica
banda imunorreativa de ~45 kDa; Linha 2: Amostra de controle negativo imunoprecipitada com 1gG
de coelho e revelada com anticorpo anti-SVS2; Linha 3: amostra de controle negativo
imunoprecipitada com anti-EPPIN Q20E e revelada com anticorpo anti-SVS2 incubada com um
excesso molar de 30x do peptideo da SVS2. Os resultados sdo representativos de trés experimentos
realizados com espermatozoides de dois a trés camundongos por experimento. (F) Western blot da
SVS3 apo6s co-imunoprecipitagdo com anticorpo anti-EPPIN em espermatozoides maduros de
camundongo pré incubados com fluido da glandula seminal. Linha 1: Amostra imunoprecipada com
anticorpo anti-EPPIN Q20E e revelada com anticorpo anti-SVS3. Seta indica banda imunorreativa de
~31 kDa; Linha 2: Amostra de controle negativo imunoprecipitada com IgG de coelho e revelada com
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anticorpo anti-SVS3; Linha 3: amostra de controle negativo imunoprecipitada com anti-EPPIN Q20E
e revelada com anticorpo anti-SVS3 incubada com um excesso molar de 30x do peptideo da SVS3.
Os resultados sao representativos de trés experimentos realizados com espermatozoides de dois a
trés camundongos por experimento.
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Figura 15. Identificacdo da SVS5 e SVS6 por espectrometria de massas LC-MS/MS apds co-
imunoprecipitacdo usando anticorpo anti-EPPIN Q20E e espermatozoides do corpo/cauda do
epididimo de camundongos adultos. (A) Sequéncia primaria da SVS5 de camundongo mostrando os
peptideos identificados por LC-MS/MS em vermelho. (B) Espectro do peptideo triptico representativo
do peptideo RGSQAGGGMSSFKT correspondente aos residuos 101-114 da SVS5 de camundongo.
(C) Sequéncia primaria da SVS6 de camundongo mostrando os peptideos identificados por LC-
MS/MS em vermelho. (D) Espectro do peptideo triptico representativo do peptideo
RFSQAIEEFSSESSEANSPKS correspondente aos residuos 27-47 da SVS6 de camundongo.
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Figura 16. Identificacdo de GAPDSH e VDAC2 por espectrometria de massas a partir de ensaios de
co-imunoprecipitacdo usando anticorpo anti-EPPIN Q20E e espermatozoides de corpo/cauda
epididimo de camundongos adultos. (A) Sequéncia primaria da GADPS de camundongo mostrando
os peptideos identificados por LC-MS/MS em vermelho. (B) Espectro de peptideo triptico
representativo do peptideo RVPTPNVSVVDLTCRL correspondente aos residuos 338-353 de
GADPS de camundongo. (C) Sequéncia primaria do VDAC2 de camundongo mostrando os
peptideos identificados por LC-MS/MS em vermelho. (D) Espectro de peptideo triptico representativo
do peptideo RSNFAVGYRT correspondente aos residuos 178-187 do VDAC2 de camundongo.
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Em adicdo, realizamos ensaios de Far western blot para confirmar a interacao entre a
EPPIN e a SVS2. A incubacdo da EPPIN (fixa ha membrana) com a SVS2 em solucao,
seguida de Western blot com o anticorpo anti-SVS2 gerou a presenca de bandas
imunorreativas com massas moleculares aparentes de ~26, 36 e 60 kDa (Figura 17A). A
incubacéo da SVS2 (fixa na membrana) com a EPPIN em solucéo, seguida de Western blot
com anticorpo anti-EPPIN Q20E resultou na deteccdo de banda imunoreativa com massa
molecular aparente de ~44 kDa (Figura 17B). N&o observamos nenhuma banda
imunorreativa nos ensaios de controle negativo (EPPIN sem incubagcdo com SVS2 ou BSA

incubada com SVS2) demonstrando a especificidade da ligacdo dos anticorpos anti-SVS2 e
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anti-EPPIN Q20E, respectivamente (Figura 17). Em conjunto, esses resultados confirmam a

existéncia de interacdo entre essas proteinas.
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Figura 17. Interacdo entre EPPIN e SVS2 in vitro. A) Far Western blot demonstrando que a SVS2 se
liga a EPPIN. Linha 1) Deteccdo da EPPIN com anticorpo anti-EPPIN Q20E. Linha 2) Detec¢éo da
interacdo entre EPPIN-SVS2 apds incubacdo da SVS2 recombinante na membrana referente a
EPPIN recombinante e posterior incubagcdo com anticorpo anti-SVS2. Linha 3) A especificidade do
anticorpo anti-SVS2 foi confirmada apés incubacdo da membrana referente a EPPIN sem a presenca
de SVS2. Linha 4) A especificidade da interacdo EPPIN-SVS2 foi confirmada apos incubacéo da
membrana referente a BSA com SVS2 recombinante e posterior incubagao com anticorpo anti-SVS2.
Setas indicam bandas imunorreativas de ~15, ~25 e ~35 kDa (Linha 1 e 2). B) Far Western blot
demonstrando que a EPPIN se liga a SVS2. Linha 1) Detec¢do da SVS2 com anticorpo anti-SVS2.
Linha 2) Deteccdo da interacdo entre SVS2 e EPPIN apés incubacdo da EPPIN recombinante na
membrana referente a SVS2 recombinante e posterior incubagdo com anticorpo anti-EPPIN Q20E.
Linha 3) A especificidade do anticorpo anti-EPPIN foi confirmada apds incubacdo da membrana
referente a SVS2 sem a SVS2. Linha 4) A especificidade da interacdo SVS2-EPPIN foi confirmada
apos incubacéo da membrana referente a BSA com EPPIN recombinante e posterior incubagéo com
anticorpo anti-EPPIN Q20E. Seta indica banda imunorreativa de ~44 kDa (Linha 1 e 2). Os resultados
sao representativos de dois experimentos independentes.
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Com base nos nossos resultados a respeito das potenciais proteinas que interagem
com a EPPIN murina na superficie do espermatozoide, construimos redes de interacfes
proteina-proteina referentes as proteinas do fluido da glandula seminal (Figura 18),
intrinsecas do proprio espermatozoide (ver figura suplementar S1) e de ambos os casos
(ver figura suplementar S2). De acordo com a plataforma “STRING” e levando em
consideracéo as proteinas secretadas pela glandula seminal, a EPPIN atua na superficie do

espermatozoide por ligacdo direta com a SVS2 e indiretamente com a SVS3a, SVS5 e



77

SVS6 via SVS2 (Figura 18). Em contrapartida, ao serem avaliadas possiveis interacdes
entre a EPPIN e proteinas do proprio espermatozoide, a plataforma “STRING” néo

demonstrou afinidade entre as proteinas (ver Figura suplementar S2).

Svsb

Svs6

Svs3a

Svs2

Figura 18. Rede de interagdo entre as potenciais proteinas de interagdo da EPPIN provenientes do
fluido da glandula seminal mostrando interacdo direta entre EPPIN e SVS2 e interacdo indireta com
SVS3a, SVS5 e SVS6. EPPIN: inibidor da protease do epididimo; SVS2: Proteina secretada pela
glandula seminal 2; SVS3a: Proteina secretada da glandula seminal 3 isoforma a; SVS5: Proteina
secretada pela glandula seminal 5 e SVS6: Proteina secretada pela glandula seminal 6. A rede de
interacdo foi construida usando a plataforma "STRING: redes de associacdo de proteinas
funcionais".
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5. Discusséo

No presente estudo, caracterizamos o perfil de expressdo da EPPIN em tecidos e no
espermatozoide de camundongos, ampliando a sua expressao para outros Orgdos em
adicdo ao testiculo e epididimo e identificamos potenciais parceiros de ligacdo da EPPIN no
espermatozoide murino. Nossos achados fornecem suporte para afirmar que o camundongo
€ um modelo experimental pré-clinico adequado para estudos in vivo da EPPIN e dos
potenciais farmacos que podem produzir efeitos contraceptivos interagindo com essa
proteina espermética. De fato, nossos resultados demonstram que a EPPIN atua como
elemento espermatico central para uma rede de interacdo proteina-proteina que pode ter
papel crucial para a fungdo espermatica em camundongos. Dessa forma, a validagdo do
camundongo como modelo experimental para os estudos da EPPIN facilitara as pesquisas
em farmacologia da contracepgdo e consequentemente o avango no desenvolvimento de
uma nova estratégia contraceptiva.

Segundo Metz (METZ, 1978), os primeiros passos para 0 descobrimento de um alvo
contraceptivo ndo-hormonal incluem o isolamento e caracteriza¢do do alvo seguido de uma
demonstracéo do potencial papel desse alvo na reproducgéo. Atualmente, a EPPIN é um dos
mais promissores alvos para o desenvolvimento de farmacos contraceptivos masculinos
nao hormonais que possam interferir em algum evento crucial na fisiologia normal do

espermatozoide (DREVET, 2018).

5.1. Perfil de expressédo e distribuicdo celular da EPPIN em tecidos e no
espermatozoide de camundongos

Estudos em humanos, ratos e camundongos indicaram expressao abundante da EPPIN
no testiculo e epididimo (RICHARDSON et al., 2001; SIVASHANMUGAM et al., 2003;
(SILVA et al.,, 2012a) como um produto sintetizado e secretado por células de Sertoli
testiculares e células epiteliais epididimarios, aparecendo na superficie do espermatozoide
testicular, epididimério e ejaculado (RICHARDSON et al., 2001; SIVASHANMUGAM et al.,

2003; WANG et al., 2005; WANG et al., 2007). Nossos resultados mostraram que as células
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epiteliais do ducto deferente e da glandula seminal sdo fontes adicionais da EPPIN no
sistema genital masculino murino. Considerando a deteccdo da expressao da EPPIN no
ducto deferente e glandula seminal de ratos em um estudo anterior (SILVA et al., 2012a),
SuUpomos que a sua expressao em 6rgaos reprodutivos masculinos seja conservada entre
roedores. Vale ressaltar que tanto o ducto deferente como a glandula seminal tém a mesma
origem embrionéria do epididimo: o ducto mesonéfrico (ROBAIRE; HINTON, 2015),
sugerindo que essa estrutura embrionaria contribui para a expressao da EPPIN no sistema
genital masculino durante a vida pés-natal.

A presenca da EPPIN na glandula seminal nos levou a pensar na hipétese de que a
proteina pode ser secretada por esse 6rgdo e posteriormente se ligar a superficie do
espermatozoide durante a ejaculacdo. Para testar essa hipétese realizamos ensaios de
imuno-histoquimica na glandula seminal e Western blot no fluido da glandula seminal (dado
ndo mostrado). Os resultados nao sustentaram a hipGtese criada, visto que nao
apresentaram evidéncias da presenca da EPPIN no fluido da glandula seminal, sugerindo
gue a proteina ndo é secretada por esse epitélio. A presenca da EPPIN nas células
epiteliais da glandula seminal abre novas fronteiras para o estudo das funcdes que essa
proteina exerce no sistema genital masculino e também acerca das suas contribuigbes para
a fisiologia da glandula seminal.

Em relacdo ao perfil de expressao da EPPIN em 6rgédos nao reprodutivos, a glandula
adrenal foi o Unico local que detectamos expressdo positiva para esse alvo em
camundongos machos. Podemos hipotetizar que neste local a EPPIN pode desempenhar
alguns papéis como bactericida (YENUGU et al.,, 2004; MCCRUDDEN et al., 2008) e
inibidor de protease (WANG et al., 2007; MCCRUDDEN et al., 2008), atuando como um dos
membros do arsenal da imunidade inata da glandula adrenal. No entanto, estudos
adicionais serdo necessdrios para testar essas hipoteses. Além disso, a producao local de
andrégenos pela zona reticular da glandula adrenal pode contribuir na inducdo da
expressao da EPPIN nesse 6rgdo, em consequéncia desse gene ser altamente dependente

de androgenos (SIVASHANMUGAM et al., 2003; WILLEMS et al., 2010; SILVA et al,,
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2012a). Vale destacar que em 6rgaos nao reprodutivos de humanos e ratos, a EPPIN foi
encontrada na traquéia/pulméao e cérebro, respectivamente, mas ndo na glandula adrenal
(SILVA et al., 2012a; SCOTT et al., 2017), sugerindo que fora do sistema genital masculino
a EPPIN pode ser diferencialmente expressa entre as espécies.

Em nossos ensaios de Western blot, detectamos a presenca da EPPIN em diferentes
pesos moleculares de acordo com o tecido analisado. Ja é conhecido que a EPPIN pode
estar presente em diferentes formas, incluindo proteina completa e processada, além de
diferentes formas de organizacdo estrutural como mondémeros, dimeros e oligbmeros
(RICHARDSON et al., 2001; SIVASHANMUGAM et al., 2003; WANG et al., 2005; WANG et
al., 2007; MITRA; RICHARDSON; O’'RAND, 2010; SILVA; HAMIL; O'RAND, 2013). Além
disso, o alto ponto isoelétrico da EPPIN, em conjunto com a grande quantidade de residuos
de cisteinas em sua composi¢ao, bem como outras possiveis modificagfes pos-traducionais
também podem contribuir para esse perfil de bandas identificado.

Nossos dados de imuno-histoquimica mostram que a EPPIN é altamente expressa nos
epitélios seminifero e epididimario murinos, sendo consistente com dados anteriores da
literatura (SIVASHANMUGAM et al., 2003; WANG et al.,, 2007; SILVA et al.,, 2012a). A
presenca da EPPIN em células de Sertoli e espermatogénicas indica a existéncia de
multiplas fontes dessa proteina dentro dos tdbulos seminiferos. Nesse caso, a
imunomarcacdao positiva para EPPIN em espermatécitos e espermatides pode ser resultado
da absorcdo da EPPIN pelas células da linhagem germinativa apds secrecao pelas células
de Sertoli ou que as préprias células espermatogénicas sejam capazes de sintetizar a
EPPIN (SIVASHANMUGAM et al., 2003; WANG et al., 2007).

A auséncia de imunomarcacdo para a EPPIN em espermatogdnias sugere que a
expressao da EPPIN varia de acordo com o tipo de célula da linhagem germinativa. Em
adicdo, € importante destacar que nossos ensaios de imuno-histoquimica demonstraram
imunomarcacgédo positiva para a EPPIN em algumas mas nédo todas as células de Sertoli
analisadas. Além disso, o perfil de marcacéo observado para essas células nao foi 0 mesmo

identificado em humanos e ratos (RICHARDSON et al.,, 2001; SILVA et al.,, 2012).
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Diferencas quanto ao método de fixacdo do tecido ou anticorpos utilizados nesses estudos
podem ter contribuido para essas diferengas entre nossos resultados e o descrito na
literatura. .

Em conjunto, esses dados sugerem que a EPPIN pode atuar como uma proteina
multifuncional no testiculo, atuando por dois caminhos: 1) modulacdo da espermatogénese;
e 2) protecdo do epitélio seminifero contra proteases liberadas por células germinativas
apoptéticas, propriedade importante para a manutencdo da homeostasia testicular. Dessa
forma, os papéis especificos que a EPPIN pode exercer no testiculo merecem uma
investigacdo mais aprofundada. Estudos funcionais e morfologicos utilizando modelos
experimentais de camundongos geneticamente modificados via delecdo ou mutacdo da
Eppin no testiculo, poderiam fornecer evidéncias do papel especifico da EPPIN durante o
processo de espermatogénese.

Apbés a espermatogénese, 0s espermatozoides imaturos funcionalmente sao
transportados até o epididimo onde vao sofrer alteracdes que garantem a sua maturacgao,
principalmente por meio de interagbes com proteinas secretadas pelo epitélio epididimario
(ROBAIRE; HINTON, 2015; SIPILA; BJORKGREN, 2016). O epididimo apresenta um
arsenal especifico de proteinas secretadas no limen de acordo com sua segmentacao
(segmento inicial, cabeca, corpo e cauda), proporcionando ao espermatozoide um ambiente
seguro e sustentavel durante sua jornada através das regides epididimarias proximais e
armazenamento em estado quiescente na cauda (ROBAIRE; HINTON, 2015). Nesse
contexto, a identidade, proporcdo e funcionalidade dessas proteinas secretadas pelo
epitélio epididimario pode variar conforme a regido do epididimo e com o estagio de
maturacdo do gameta masculino.

Nossos resultados mostram um padrdo especifico de expressédo da EPPIN de acordo
com o segmento epididimario analisado, com uma maior expressao do alvo no corpo do
epididimo tanto no nivel de RNAm como a nivel proteico. Corroborando com esses
achados, verificamos que a presenca da EPPIN no espermatozoide murino se torna mais

abundante em espermatozoides coletados a partir do corpo do epididimo, ou seja, em
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espermatozoides maduros. Esse mesmo perfil de marcacao para a EPPIN em amostras de
espermatozoides foi demonstrado por Silva e colaboradores (SILVA et al., 2012a), que
sugeriram que a EPPIN presente no espermatozoide é secretada pelo epitélio do
epididimo.Com esses achados, sugerimos que a secrecao da EPPIN pelas células epiteliais
ocorre em maior propor¢do no corpo do epididimo devido a sua maior abundancia de
expressao nesse segmento em comparacao as demais regides, o que pode afetar
dinamicamente sua capacidade de interagir com o0s espermatozoides em maturacado
(RICHARDSON et al., 2001; SIVASHANMUGAM et al., 2003; SILVA et al., 2012a).

Além disso, a imunomarcacgéo positiva para a EPPIN na regido acrossdémica e flagelo
de espermatozoides maduros suporta o papel ativo desta proteina em alguns eventos
fisiolégicos como reacao acrossdmica e motilidade espermatica. Zhang e colaboradores
(ZHANG et al., 2010) demonstraram que o bloqueio de EPPIN na superficie do
espermatozoide humano com anticorpos anti-EPPIN foi capaz de inibir a reacéo
acrossdmica induzida pelo ionéforo A23187, demonstrando o potencial da EPPIN neste
evento chave para a fertilizagéo.

A analise dos niveis relativos do transcrito Eppin no testiculo, epididimo e glandula
seminal de camundongos sexualmente imaturos e maduros revelou uma correlagéo positiva
da expressao desse alvo de acordo com o estagio de desenvolvimento pds-natal, atingindo
estabilidade na puberdade precoce. Possivelmente este evento esta correlacionado com o
aumento dos niveis de andrégenos no plasma, sabendo que a expressdo da EPPIN é
dependente de andrégenos (SIVASHANMUGAM et al., 2003; SILVA et al., 2012a). E
conhecido que o0s niveis plasmaticos de testosterona em camundongos crescem
rapidamente entre 15 e 40 dias de idade, aumentando gradualmente apds essa idade e
atingindo um platd por volta dos 100 dias de idade (WANG et al.,, 2015). Esse dado é
consistente com a regulacdo positiva dos niveis do transcrito Eppin observados no testiculo,
epididimo e glandula seminal de camundongos com 10, 20 e 40 dias de idade, sem
alterac@es significativas em animais considerados adultos. O aumento nos niveis de RNAmM

da Eppin entre camundongos com 60 e 90 dias de idade especificamente no segmento
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inicial, no entanto, sugere que fatores testiculares também podem desempenhar um papel
importante na regulacdo da Eppin. Além disso, é sabido que as regifes proximais do
epididimo s&o mais sensiveis a andrégenos (SIPILA; BJORKGREN, 2016), o que explica o
achado dessa diferenca somente nessa regido e ndo nos demais seguimentos

epididimarios.

5.2. Proteinas de interacdo da EPPIN no espermatozoide de camundongos

A compreensdo do perfil de interacdo proteina-proteina de um alvo € um passo crucial
para descobrir suas fungdes fisiologicas. No espermatozoide ejaculado humano, a EPPIN
tem sido descrita como uma proteina central em um complexo conhecido como complexo
proteico EPPIN (EPC, do inglés) (WANG et al., 2005; WANG et al., 2007). O EPC contém
pelo menos trés proteinas de ligacdo a EPPIN: LTF, CLU e SEMG1, que possuem papéis
na protecdo e funcdo do espermatozoide (WANG et al.,, 2005; WANG et al., 2007). No
presente estudo, utilizamos ensaios de co-imunoprecipitagdo com anticorpo anti-EPPIN,
seguida de identificacdo de proteinas por LC-MS/MS, com o intuito de investigar parceiros
de ligacdo da EPPIN em espermatozoides murinos maduros. Considerando que a EPPIN
presente no espermatozoide maduro pode interagir com proteinas do plasma seminal,
decidimos pré-incubar os espermatozoides com o fluido retirado das glandulas seminais
para mimetizar a secrecdo que banha o0 espermatozoide durante a ejaculagéo.
Primeiramente, confirmamos a capacidade do anticorpo anti-EPPIN Q20E em
imunoprecipitar a EPPIN, como demonstrado pela presenca de peptideos tripticos e bandas
imunorreativas correspondentes a EPPIN murina por LC-MS/MS e Western blot,
respectivamente.

Entre as possiveis proteinas parceiras da EPPIN identificadas em pelo menos dois dos
trés experimentos independentes realizados, quatro delas (SVS2, SVS3, SVS5 e SVS6) sdo
secretadas pelo epitélio da glandula seminal como componentes principais do sémen de
roedores (KAWANO; YOSHIDA, 2007; YOSHIDA; KAWANO; YOSHIDA, 2008). As SVSs

sdo membros da familia REST (do inglés, rapid evolving seminal-vesicle-transcribed),
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familia conhecida por desempenhar papéis na formacédo do coagulo do sémen, funcéo e
protecdo do espermatozoide (YOSHIDA; KAWANO; YOSHIDA, 2008). No total, sete SVSs
(SVS1-SVS7) foram descritas em camundongos e apresentam varias fungbes, como
formacdo do plugue copulatério (SVS1-SVS3) (MANGELS et al., 2015); regulacdo da
resposta imunoldgica (SVS4) (GALDIERO et al., 1989); inibicdo da atividade de serino-
proteases (SVS5 e SVS6) (CLAUSS; LILJA; LUNDWALL, 2005) e controle (estimulacdo ou
inibicdo) da fungdo espermética, incluindo motilidade (SVS7) e capacitagdo (SVS2 e SVS3)
(KAWANO; YOSHIDA, 2007; KAWANO et al., 2014; ARAKI et al., 2016). Vale ressaltar que
a SVS2, SVS3, SVS4, SVS5 e SVS6 séo codificados por genes localizados em loci génicos
ortdlogos que codificam proteinas REST humanas: SEMG1 e SEMG2. A SEMGL1 interage
com o espermatozoide no coagulo de sémen, atuando como um fator inibitério da
motilidade, capacitagdo e reagdo acrossbmica (ROBERT; GAGNON, 1995; DE
LAMIRANDE et al., 2001; MITRA; RICHARDSON; O'RAND, 2010; SILVA; HAMIL; O’'RAND,
2013). A atividade inibitoria da SEMG1 sobre a motilidade espermética se da pela sua
ligagdo a EPPIN (WANG et al.,, 2005; O'RAND et al., 2009; MITRA; RICHARDSON;
O’RAND, 2010; SILVA; HAMIL; O'RAND, 2013) e somente apds a degradacdo da SEMG1
pela serino-protease prostatica PSA a motilidade do espermatozoide ejaculado humano é
ativada, processo que também resulta na liquefacdo do sémen (O’RAND et al., 2011).

Vale ressaltar que a SVS2 € considerada ortéloga a SEMG1 devido as suas
semelhangas estruturais e funcionais, apesar do baixo grau de conservagdo na sequéncia
primaria entre essas proteinas. Além disso, a SVS2 €& um fator inibitério da capacitacdo
espermatica (ARAKI et al.,, 2016) e promove a sobrevivéncia espermética no Utero
(KAWANO et al., 2014). Sabe-se que a degradacdo da SVS2 ligada ao espermatozoide
ocorre no istmo e no oviduto, permitindo que 0s espermatozoides se tornem capacitados e
sofram a reacdo acrossbmica (KAWANO; YOSHIDA, 2007; KAWANO et al.,, 2014).
Camundongos knock-out para o gene Svs2 séo subférteis, em parte devido a auséncia do
coagulo do sémen associado a morte prematura de espermatozoides antes que eles atinjam

o0 oviduto (KAWANO et al.,, 2014). Recentemente, Araki et al (ARAKI et al.,, 2016)
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demonstraram que a SVS3 murina atua facilitando os efeitos inibitérios da SVS2 sobre a
capacitacdo espermatica in vitro. Assim como a SVS2, a SVS3 possui residuo de cisteina
em sua estrutura primaria, caracteristica estrutural que ndo € encontrada nas demais
proteinas SVS’s murinas. Esses dados sustentam a hip6tese de uma acao sinérgica entre
proteinas SVS’s no controle da fungéo espermatica (ARAKI et al., 2016).

Nossa abordagem de bioinformatica em conjunto com os dados de Far-Western blot
permitiram investigar interacéo direta entre a EPPIN e SVS2. Em contrapartida, verificamos
interacdo indireta da SVS3, SVS5 e SVS6 com a EPPIN via SVS2. Assim, nossos dados
suportam a hipotese da SVS2 ser ort6loga a SEMG1, uma vez que a EPPIN emerge como
uma proteina parceira de ligagdo da SEMG1 em humanos (WANG et al., 2005) e SVS2 em
camundongos. Com base em nossos achados, propomos que a interagcdo EPPIN-SVS2 no
espermatozoide murino previna sua capacitacdo prematura ao mesmo tempo em que
fornece protecdo contra o ataque de patdgenos e proteases nas porcdes iniciais do sistema
reprodutor feminino (Figura 19). Além disso, supomos que a SVS3 atua facilitando os
efeitos inibitorios do complexo EPPIN-SVS2 (Figura 19). Nossa hipétese € que quando 0s
espermatozoides atingem as regides uterinas perto do oviduto, uma enzima semelhante a
PSA humana degrada a SVS2, desfaz o complexo com EPPIN-SVS2-SVS3 e permite a
capacitacdo espermatica e eventos relacionados, como reacdo acrossémica e fertilizacéo
(Figura 19). No camundongo foram identificados 13 genes funcionais e 9 pseudogenes para
calicreinas (LUNDWALL, 2013), familia a qual pertence a PSA. Curiosamente o gene
ortélogos da PSA humana no genoma murino é um pseudogene, reforcando a hipétese de
que outra calicreina é responsavel pela degradagdo da SVS2. Todavia, experimentos

adicionais s@o necessarios para fornecer suporte a esse modelo de trabalho.
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Figura 19: Mecanismo proposto que mostra a potencial relevancia fisiolégica da interagcdo EPPIN-
SVS2 no espermatozoide murino. A EPPIN é encontrada na superficie do espermatozoide maduro.
Apbs a ejaculacdo, o complexo SVS2-SVS3 é ligado a EPPIN na superficie do espermatozoide
levando a formag@o de um novo complexo proteico que protege o0s espermatozoides contra
patdgenos e proteases do (tero (espermatozoide protegido em verde) e impede a capacitacdo
precoce. No oviduto, local de fertilizagéo, uma enzima do tipo PSA degrada a SVS2 interrompendo
sua interacdo com a EPPIN e SVS3, facilitando a capacitacdo espermatica e posterior fertilizacao.

Finalmente, outras potenciais proteinas parceiras da EPPIN identificadas, foram a
GADPS e VDAC2, intrinsecos do préprio espermatozoide. O GADPS é uma isoforma
enzimatica especifica do espermatozoide envolvida na via glicolitica, desempenhando
papéis essenciais na motilidade espermatica (MIKI et al., 2004; WELCH et al., 2006).
Camundongos knockout sdo inférteis, em parte, devido a defeitos na motilidade dos
espermatozoides (MIKI et al., 2004) e semelhante a EPPIN, atualmente o GAPDS se tornou
um alvo farmacolégico para a contracep¢ado masculina (SEXTON et al., 2011).

O VDAC2 é um membro da familia de canais de anions dependentes de voltagem, ou
porinas mitocondriais que desempenha fungbes na espermatogénese, maturacdo do
espermatozoide e na fertilizacdo. O VDAC2 foi encontrado na membrana mitocondrial
externa e regido acrossdmica dos espermatozoides de mamiferos, desempenhando papel
no influxo de Ca* necessario para motilidade espermatica, capacitacdo e reacdo
acrossbmica (LIU et al., 2011; MARTINEZ-ABAD et al., 2017). Curiosamente, a incubacao
de espermatozoides humanos com SEMG1 ou anticorpo anti-EPPIN S21C causou
diminuicdo na concentracdo de Ca* intracelular através de um mecanismo desconhecido

(O'RAND; WIDGREN, 2012). A identificacdo do VDAC2 como uma potencial proteina
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parceira da EPPIN fornece novas interpretacdes a respeito dos mecanismos que podem

estar envolvidos no controle da motilidade do espermatozoide.
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6. Concluséo

Nossos achados mostram que a expressao da EPPIN ndo é restrita ao testiculo e
epididimo, mas também esta presente no ducto deferente, glandula seminal e glandula
adrenal de camundongos machos. Além disso, nosso estudo elucidou as potenciais
proteinas de interacdo da EPPIN no espermatozoide murino. Proteinas secretadas pela
glandula seminal, como a SVS2, emergem como parceiros de interacdo da EPPIN na
superficie do espermatozoide murino, dando lastro & hipétese da conservacao funcional da
EPPIN humana e murina. Essas interacdes proteina-proteina na superficie do
espermatozoide envolvendo a EPPIN como elemento central indicam a importancia dessa
proteina para funcéo espermética.

Em conjunto, nossas descobertas abrem novas fronteiras para o estudo das funcdes
gue a EPPIN exerce nos novos locais de expressdo e suportam o potencial do camundongo
como modelo experimental para ensaios pré-clinicos envolvendo a EPPIN e suas proteinas
parceiras como alvos farmacolégicos para contracepcdo masculina. A identificacdo das
proteinas de interacdo da EPPIN no presente estudo pode auxiliar no racional para o
desenvolvimento de drogas com propriedades contraceptivas que possam interferir em
mecanismos cruciais para a funcionalidade e capacidade de fertilizacdo do gameta

masculino.
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8. Material Suplementar
Materiais suplementares para:
Proteinas de interacdo da EPPIN no espermatozoide de camundongos:

identificacdo, expresséo e potenciais papeis fisiolégicos
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Figura suplementar S1. Rede de interagdo entre as potenciais proteinas de interagdo da EPPIN
provenientes do proprio espermatozoide. EPPIN: inibidor da protease do epididimo; GADPHS:
Gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase; VDAC2: Proteina 2 do canal seletivo de &nions dependente
de voltagem. A rede de interacao foi construida usando a plataforma "STRING: redes de associacao

de proteinas funcionais".
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Figura suplementar S2. Rede de interagdo entre as potenciais proteinas de interacdo da EPPIN
provenientes do préprio espermatozoide e fluido da glandula seminal. EPPIN: inibidor da protease do
epididimo; GADPHS: Gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase; VDAC2: Proteina 2 do canal seletivo de
anions dependente de voltagem; Acr: Acrosina. Svs2: Proteina secretada pela glandula seminal 2;
SVS3a: Proteina secretada da glandula seminal 3 isoforma a; Svs5: Proteina secretada pela glandula
seminal 5 e Svs6: Proteina secretada pela glandula seminal 6. A rede de interagéo foi construida
usando a plataforma "STRING: redes de associagdo de proteinas funcionais".
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Tabela S1: Proteinas identificadas em espermatozoides incubados com fluido de glandula seminal de camundongos apds co-
imunoprecipitagdo com anticorpo anti-EPPIN Q20E e espectrometria de massas

Cédigo de acesso no Contagem de

Proteina Sigla NCBI Grupo Subgrupo Cobertura Score sequéncias NSAF Experimento
. NP_001264175 Reacéo 0,025 3,58 1 0,00001 1
Acrosina Acr Acrossomica 0,025 3,86 1 0.00001 2
Proteina ancora de 0.210 99.12 20 0.0001 1
quinase 4 isoforma A Akap4 NP_033781 0.01 2.07 1 0.00002 3
Proteina de fibra densa odf2 NP_001171132 0.191 69.41 15 0.0001 1
externa 2 isoforma A Motilidade 0.02 6.62 3 0.0018 3
. - o 0.039 4.07 1 0.00001 1
Anidrase carb6nica 2 Car2 NP_033931 esperméatica 0.073 6.01 > 0.00003 >
Proteina rica em cisteina 0.049 2.68 1 0.00003 1

associada a mitocéndria Smcp NP_032600
do espermatozoide 0.035 9.62 2 0.00003 3
0.019 3.43 1 0.00000009 1
0.085 30.13 5 0.00007 2
Proteina de ligacso & Reacéo 0.025 3,86 1 0.00001 2
o isof%rr‘;a | Acrbp NP_058541 acrossomica 0.492 69.76 7 0.0004 2
0.22 4.79 2 0.0003 3
0.525 55.36 6 0.0006 2
0.08 1.60 1 0.0002 3
Proteina secretada pela Formacéo do 0.207 84.14 17 0.0001 1
glandula seminal 1 Svsl NP_766476 plugue 0.020 9.28 2 0.00001 2
. copulatério 0.100 29.33 7 0000.5 1
Transglutaminase 4 Tgm4 NP_808579 0.019 4.60 1 0.000007 >
Fungéo Formacéo do 0.253 5.82 2 0.0001 1
P - plugue 0.424 18.95 4 0.0003 2
Prtoégt'ir(‘; I‘é expressa no Pate4 NP_064660 reprodutiva copulatorio; 06 201.8 26 0.0007 2
P motilidade 0.301 37.09 14 0.0008 3
espermatica 0.169 24.49 6 0.0001 2
= 0.184 14.36 3 0.0001 1
Antigeno da glandula Sva NP 033325 rie%fi'\?g%z 0.221 35.12 5 0.0003 2
seminal = cagacita 30 0.101 12.40 4 0.00006 2
pacitag 0.061 2.95 2 0.0001 3
Dominio do nucleo Widel Protecio contra 0.125 2.77 1 0.00006 1
de quatro dissulfureto 5p NP_001039019 ba(i:térias 0.125 2.86 1 0.00006 2
WAP 15 Fungéo 0.036 9.62 1 0.00003 2
Proteina secretada pela imunolégica Indugéo da 0.681 69.35 10 0.0009 1
glandula seminal 4 Svs4 NP_033326 _resposta 0.66 42.27 8 0.0005 2
imunoldgica

Fosfatidilinositol Sinalizaco Desfosforilagcao 0.003 14.01 1 0.00001 1
fosfatase Ptprqg NP_001074901 Celula(i de 0.003 13.63 1 0.00001 2
fosfatidilinositol 0.003 10.12 1 0.0011 3
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Titulo do projeto: "Estudo da EPPIN como macromolécula-alvo para contracepgdo masculina: desenvolvimento de um
modelo animal para avaliar a eficacia de farmacos contraceptivos masculinos.".

Parecer Consubstanciado da Comissao de Etica no Uso de Animais UNIFESP/HSP

Em escala mundial, quase metade das gestagdes nédo sao planejadas pelos casais, causando a morte de 80 mil mulheres
anualmente devido a complicagbes por abortos. E reconhecido que a entrada de novos métodos contraceptivos masculinos
no mercado facilitara o planejamento familiar, auxiliando na redugio desses nimeros e na promogao da sadde da familia.
O gene EPPIN (Epididymal protease inhibitor) € um alvo promissor para a contracepgdo masculina devido ao seu papel
critico na fertilidade. Em humanos, a EPPIN esta presente na superficie dos espermatozoides, onde tem papel na
motilidade espermatica. Estudos in vitro demonstraram gue anticorpos anti-EPPIM reduziram a motilidade do
espermatozoide humano, indicando que é possivel inibir a funcdo espermadtica pela manipulagdo farmacolégica dessa
proteina. O avango no desenvolvimento da EPPIN como alvo de farmacos contraceptivos depende da compreensao dos
mecanismos pelos quais esta modula a motilidade espermatica in vivo. Nesse sentido, o objetivo deste projeto é investigar
o papel do gene Eppin na fertilidade masculina utilizando camundongos como modelo experimental. Realizaremos ensaios
funcionais, moleculares e de interagdo proteina-proteina visando avancar no entendimento do papel da EPPIN na
reprodugdo e no seu potencial como alvo terapéutico para contracepgao masculina.

ANIMAIS - Serdo utilizados:

35 Camundongos isogénico C57BL/6J, Género: Machos, Peso: 10 g, idade: 21 dias
35 Camundongos isogénico C57BL/6J, Género: Machos, Peso: 20 g, idade: 40 dias
15 Camundongos isogénico C57BL/6J, Género: Machos, Peso: 30 g, idade: 60 dias
30 Camundongos isogénico C57BL/6J, Género: Machos, Peso: 40 g, idade: 90 dias
15 Camundongos isogénico C57BL/G6J, Género: Fémeas, Peso: 35q, idade: 90 dias

Procedéncia: Laboratorio de Experimentagdo Animal do INFAR (LEA-INFAR)
Manutengao: Laboratorio de Experimentagao Animal do INFAR (LEA-INFAR)

50 Camundongos isogénico C57BL/6J, Género: Machos, Peso: 40 g, idade: 90 dias

Procedéncia: Laboratorio de Experimentagao Animal do INFAR (LEA-INFAR)
Manutengao: Biotério do departamento de farmacologia do IBB/UNESP

VIGENCIA DO ESTUDO:
Inicio previsto para: 04/2016 com término previsto para: 01/2021

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sdo Paulo/Hospital Sao Paulo, na reunido de
11/04/2016, ANALISOU ¢ APROVOU todos os procedimentos apresentados neste protocolo.,

1. Comunicar toda e qualquer alteragdo do protocolo.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do protocolo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devemn ser mantidos em local seguro por 5 anos para possivel
auditoria dos drgaos competentes,
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s~ Comrt pE Erica em Pesquise SP

4. Relatérios parciais de andamento deverdo ser enviados anualmente & CEUA até a concluséo do protocolo.

Atenciosamente

mgw
Profa. Dra. Monica Levy Andersen

Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sao Paulo
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Anexo 4. Padronizacdo dos ensaios de RT-gPCR para deteccéo dos transcritos Eppin, Ppia e Rps18
em amostras de RNA total de 6rgdos de camundongos. Os experimentos foram realizados na
presenca (+) ou auséncia (-) de amostras de cDNA de segmento inicial de camundongos adultos em
duplicata. (A) Curvas de amplificacdo e de dissociacdo dos transcritos citados anteriormente na
presenca de 100, 200 e 200 nM de oligonucleotideos iniciador. A seta na curva de amplificacdo do
transcrito Rps18 em 200 nM de primer indica contaminacédo. (B) Gel de agarose contendo as reacfes
de gPCR em (A). *indica a contaminacao da amostra (-) para a amplificacéo do transcrito Rps18 em
200 nM de primer. PM indica marcador de DNA de 100 pares de base. (C) Curva de eficiéncia de
amplificacdo dos transcritos Eppin, Ppia e Rps18 a partir de curva de padrdo de cDNA em triplicata.
Os valores da inclinacdo da reta (+ erro padrdo) séo -3,241 + 0,0134; -3,174 + 0,124; e -3,238 *
0,066 para Eppin, Ppia e Rps18, respectivamente.
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