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RESUMO 

A proteína espermática EPPIN (Epididymal Protease Inhibitor) é um alvo para contracepção 

masculina, devido ao seu papel na modulação da motilidade espermática. Composta por 

dois domínios inibidores de protease, um do tipo Kunitz (C-terminal) e outro do tipo WFDC 

(N-terminal), a EPPIN atua como um centro de interações proteicas no espermatozoide, 

destacando-se a sua ligação com a SEMG1 (semenogelina-1), proteína mais abundante do 

plasma seminal. O complexo EPPIN/SEMG1 promove a inibição da motilidade espermática 

após a ejaculação. A aquisição da motilidade ocorre após a clivagem proteolítica da SEMG1 

pela PSA (antígeno prostático específico), enzima secretada pela próstata, o que também 

resulta na liquefação do sêmen. Estudos do nosso grupo mostraram que anticorpos anti-

EPPIN específicos aos domínios Kunitz e WFDC comprometem a motilidade espermática 

e as taxas de fertilização in vitro em camundongos. Além disso, moléculas sintéticas 

miméticas à SEMG1, como o composto EP055, inibem a motilidade espermática em 

modelos não humanos via interação com a EPPIN. Apesar desses avanços, os 

mecanismos pelos quais a EPPIN exerce suas funções e sua localização subcelular no 

espermatozoide humano carecem de elucidação. Portanto, este trabalho teve como 

objetivo caracterizar o interactoma da EPPIN e sua localização celular no 

espermatozoide humano. Por meio de ensaios de coimunoprecipitação seguidos de 

espectrometria de massas (LC-MS/MS), observamos que os domínios da EPPIN se 

associam tanto a proteínas intrínsecas do espermatozoide, essenciais à função 

espermática, como AKAP4 e GAPDHS, quanto a proteínas do plasma seminal já 

conhecidas por interagirem com a EPPIN, como CLU, LTF e SEMG1. Corroborando esses 

resultados, a EPPIN foi detectada em frações subcelulares associadas à membrana e a 

proteínas solúveis, bem como em frações associadas ao núcleo, organelas e estruturas 

acessórias do flagelo. Ensaios de imunofluorescência revelaram a distribuição diferencial 

da EPPIN e sua colocalização com proteínas parceiras como a SEMG1, principalmente na 

região equatorial da cabeça e nas peças de conexão, intermediária e principal do flagelo. 

Também observamos a sua colocalização com a AKAP4 no flagelo espermático, interação 

que foi confirmada por ensaios de ligação por proximidade. A associação da EPPIN tanto 

a proteínas intrínsecas do espermatozoide quanto a proteínas seminais revela o seu papel 

multifuncional. Este trabalho amplia o conhecimento sobre a biologia do espermatozoide, 

contribuindo tanto para o desenvolvimento de novas estratégias para o diagnóstico da 

infertilidade masculina quanto para o desenho racional de ligantes da EPPIN aplicáveis à 

contracepção masculina não hormonal. Palavras-chave: contracepção masculina, 

espermatozoide humano, fertilidade, interação proteína-proteína. 



 

 

ABSTRACT 

The sperm associated protein EPPIN (Epididymal Protease Inhibitor) is a target for male 

contraception due to its ability to modulate sperm motility. Composed of two protease 

inhibitor domains, a Kunitz-type domain (C-terminal) and a WFDC-type domain (N-terminal), 

EPPIN acts as a central hub for protein interactions in the spermatozoa, highlighting its 

binding to SEMG1 (semenogelin-1), the most abundant protein in seminal plasma. The 

EPPIN/SEMG1 complex inhibits sperm motility after ejaculation. The acquisition of motility 

occurs after SEMG1 proteolytic cleavage by PSA (prostatic specific antigen), an enzyme 

secreted by the prostate, which also results in semen liquefaction. Studies from our group 

have shown that anti-EPPIN antibodies targeting epitopes on the Kunitz and WFDC domains 

inhibit sperm motility and in vitro fertilization rates in mice. Furthermore, synthetic SEMG1-

mimetic molecules, such as EP055, inhibit sperm motility in non-human models by 

interacting with EPPIN. Despite these advances, the mechanisms underlying EPPIN’s 

functions, as well as its subcellular localization in human spermatozoa, remain poorly 

understood. Thus, this study aimed to characterize the EPPIN interactome and its 

subcellular localization in human spermatozoa. Using co-immunoprecipitation assays 

followed by mass spectrometry (LC-MS/MS), we found that EPPIN domains associate with 

both intrinsic proteins of human spermatozoa essential for sperm function, such as AKAP4 

and GAPDHS, and seminal plasma proteins already known to interact with EPPIN, such as 

CLU, LTF, and SEMG1. Consistent with these results, EPPIN was detected in membrane-

associated and soluble protein fractions, as well as in fractions associated with the nucleus, 

organelles, and flagellar accessory structures. Immunofluorescence assays revealed the 

differential distribution of EPPIN and its colocalization with its binding partner SEMG1, 

mainly in the equatorial region of the head and in the connecting piece, midpiece, and 

principal piece of the flagellum. We also observed its colocalization with AKAP4 in the sperm 

flagellum, an interaction confirmed by proximity ligation assays. The association of EPPIN 

with both intrinsic sperm proteins and seminal proteins reveals its multifunctional role in 

human spermatozoa. This work expands current knowledge on sperm biology, contributing 

both to the development of new diagnostic strategies for male infertility and to the rational 

design of EPPIN ligands focused on non-hormonal male contraception. Keywords: male 

contraception, human spermatozoa, fertility, protein-protein interaction 
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1.1. INTRODUÇÃO 

Cerca de 121 milhões de gestações não planejadas ocorrem todos os anos no mundo, 

o que contribui para o crescimento desenfreado da população, além de desfechos negativos 

para a saúde da mulher e de seus filhos, instabilidade financeira e vulnerabilidade social 

para as famílias (UNFPA, 2022). Para pessoas sexualmente ativas, o método mais eficaz 

para prevenir uma gravidez é o uso de estratégias contraceptivas, que incluem métodos 

farmacológicos e não farmacológicos. 

Para o público feminino, opções contraceptivas hormonais vêm sendo utilizadas desde 

os anos 1960, e diversas opções hormonais e não-hormonais estão disponíveis atualmente 

(Christin-Maitre, 2013; Howard & Benhabbour, 2023). Ainda assim, de 15 a 30% dos casais 

que utilizam métodos contraceptivos optam por métodos masculinos para contracepção, os 

quais se resumem a dois: (i) o preservativo, popularizado desde o século XVIII, de uso 

imediato e reversível, mas que apresenta risco de falha de 13 a 16%, principalmente 

associado ao uso incorreto pelo usuário (Anderson & Baird, 2002; Sundaram et al., 2017); 

e (ii) a vasectomia, utilizada desde o início do século XX, um método cirúrgico e eficaz, 

porém com baixo índice de reversibilidade (Nickels & Yan, 2023). Além disso, estudos 

apontam que cerca de 75% dos homens têm interesse em utilizar novos métodos de 

inibição da fertilidade (Nguyen & Jacobsohn, 2023). Esse dado revela o interesse do público 

masculino em ter autonomia contraceptiva e em dividir as tarefas relacionadas ao 

planejamento familiar com suas parceiras. 

O compartilhamento das tarefas contraceptivas, bem como a promoção da saúde 

reprodutiva e do planejamento familiar serão diretamente impactados pela entrada de novos 

métodos contraceptivos masculinos no mercado. Os estudos em contracepção masculina 

hormonal focam principalmente nas preparações farmacológicas compostas por 

androgênios e progestinas, que inibem a espermatogênese ao bloquear a secreção de 

gonadotrofinas pela adeno-hipófise (Nieschlag, 2011; Thirumalai & Amory, 2021). No 

entanto, este método apresenta um longo tempo de latência - de 3 a 4 meses - para a 

indução de oligospermia ou azoospermia, já que a espermatogênese é um processo longo, 

que leva cerca de 72 dias em homens, o que também impacta o tempo de reversão do seu 

efeito após a suspensão do tratamento (Thirumalai & Amory, 2021). Além disso, estratégias 

hormonais têm efeitos adversos típicos de preparações contendo hormônios esteroides 

sexuais ou seus análogos, que dificultam a implementação desta classe de contraceptivos 

(Thirumalai & Amory, 2021). Para superar esse desafio, surgem então os contraceptivos 

masculinos não hormonais como alternativa reversível e eficaz, propondo a inibição 
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temporária da fertilidade sem alterar os níveis plasmáticos de hormônios sexuais 

(Thirumalai & Amory, 2021; Mariani et al., 2023). As estratégias não hormonais visam evitar 

a fecundação, inibindo reversivelmente a produção e a fisiologia do espermatozoide ou 

impedindo sua chegada ao sêmen durante a ejaculação (O'Rand et al., 2016). 

Os espermatozoides saem dos testículos morfologicamente diferenciados, porém 

imóveis e inaptos para fertilização do oócito. Para aquisição dessas habilidades, os 

gametas devem passar por duas etapas de maturação pós-testicular (Fig. 1) (Gervasi et al., 

2016). A primeira, chamada de maturação epididimária, ocorre durante o trânsito dos 

espermatozoides pelo epidídimo, onde adquirem capacidade de se moverem 

progressivamente a partir da interação com componentes do fluido luminal epididimário, o 

que também os torna aptos para passar pela segunda etapa de maturação pós-testicular - 

a capacitação (Fig. 1) (Aitken et al., 2007; Aitken & Nixon, 2013; Freitas et al., 2017). Esta 

ocorre após a ejaculação no trato reprodutor feminino e envolve uma série de eventos 

bioquímicos e moleculares que preparam o espermatozoide para a fertilização (Fig. 1) 

(Aitken & Nixon, 2013; Gervasi et al., 2016).  

No contexto da fertilização natural, a capacitação espermática é mediada por diversos 

componentes seminais e do trato reprodutor feminino (Bedford, 1970; Hunter & Hall, 1974; 

Aitken, 2006). Durante a capacitação, os espermatozoides mudam seu padrão de 

motilidade de progressivo para hiperativado e adquirem potencial para sofrer a exocitose 

acrossomal e fertilizar o oócito (Fig. 1) (Freitas et al., 2017; Gervasi & Visconti, 2017). Como 

os espermatozoides são essencialmente células silenciosas do ponto de vista da 

transcrição gênica e da tradução proteica, sua função é essencialmente regulada por 

eventos como modificações proteicas pós-traducionais, interações proteína-proteína e fluxo 

iônico através da membrana plasmática (De Jonge, 2005; Freitas et al., 2017; Puga Molina 

et al., 2018). Nesse sentido, os processos associados aos eventos pós-testiculares são 

cruciais para a fertilidade masculina, o que torna o espermatozoide maduro um alvo 

potencial para a contracepção masculina não hormonal. 
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