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RESUMO

Cerca de 40% das 215 milhdes de gestacdes que ocorrem anualmente no planeta ndo séo
planejadas pelos casais, das quais 20% acabam em abortamentos. Este cenério reforca a
necessidade do desenvolvimento de novos métodos contraceptivos, em especial os masculinos,
cujas opcdes atuais limitam-se ao preservativo e vasectomia. A EPPIN (Epididymal protease
inhibitor) € uma proteina rica em residuos de cisteina que contém em sua sequéncia primaria 0s
dominios inibidores de protease do tipo WFDC (N-terminal) e Kunitz (C-terminal). A EPPIN é
encontrada na superficie do espermatozoide, onde exerce um papel fundamental essencial na
funcdo do gameta masculino. A relevancia da EPPIN como alvo espermatico para contracepcao
masculina foi demonstrada pelos efeitos inibitérios de anticorpos anti-EPPIN e de ligantes
organicos de baixo peso molecular sobre a motilidade do espermatozoide humano e de primatas
nao-humanos. O desenvolvimento de farmacos contraceptivos com alto grau de eficacia e
seguranca baseados na EPPIN como alvo molecular requer um profundo entendimento de suas
funcbes e mecanismos moleculares pelos quais esta proteina regula a fertilidade masculina.
Visando fomentar avangos nesse sentido, investigamos o papel da EPPIN em eventos
associados a motilidade e capacitacdo espermatica, bem como impacto da maturagdo pos-
testicular sobrea distribuigdo celular da EPPIN em espermatozoides de camundongos. Para
determinar o efeito da maturagéo e capacitacdo espermatica sobre a localizacao da EPPIN no
espermatozoide murino, realizamos ensaios de Western blot e imunofluorescéncia. Para
investigar o papel da EPPIN no controle da motilidade espermatica, avaliamos o efeito de
anticorpos anti-EPPIN que reconhecem epitopos nos dominios Kunitz (anticorpo S21C e F21C)
e WFDC (anticorpo Q20E) sobre pardmetros de motilidade e cinematica por analise
computadorizada (CASA). Detectamos uma dindmica na presenca da EPPIN na frac@o soluvel
em Triton X-100, na fracdo enriquecida de membrana, e em associacdo com estruturas do
citoesqueleto de espermatozoides epididimarios, sugerindo uma associacdo entre o grau de
maturacao espermatica e a distribuicao celular da EPPIN. Observamos que o anticorpo S21C,
mas nao o F21C, inibiu a motilidade espermatica progressiva e hiperativada. Em suporte a estes
achados, o anticorpo S21C alterou os parametros de cinematica que descrevem a
progressividade (VSL, VAP e STR) e o vigor (VCL, ALH e LIN) do movimento espermatico.
Interessantemente, o fragmento S21C Fab reproduziu efeitos similares ao total, indicando que a
ligacdo monovalente ao epitopo S21C é suficiente para afetar a motilidade e hiperativacéo
espermatica. Por sua vez, o anticorpo Q20E (inteiro e fragmento Fab) inibiu a motilidade
progressiva e os parametros de cinematica (VAP, VCL, ALH) de forma menos intensa em
comparagéo ao anticorpo S21C. Visando investigar o mecanismo de a¢ao associado aos efeitos
dos anticorpos anti-EPPIN sobre a motilidade progressiva e hiperativada, avaliamos a
fosforilagdo da proteina quinase A (PKA) e a producdo de adenosina 3’-5’- monofosfato ciclico
(AMPc) associados a capacitacdo por Western blot e AlphaScreen. Nossos resultados
demonstraram que o anticorpo S21C induziu aumento na PKA total/PKA fosforilada, sem alterar
e os niveis intracelulares de AMPc. Em concluséo, o dominio Kunitz da EPPIN desempenha
papel essencial na regulacdo da motilidade espermatica e hiperativacao, e seu dominio WFDC
pode contribuir para com estes efeitos. A presenca da EPPIN em estruturas associadas ao
citoesqueleto celular reforca o seu envolvimento em eventos associados a motilidade
espermatica. Os achados deste estudo contribuem para o desenvolvimento da EPPIN como alvo
farmacologico para contracepcao masculina.



ABSTRACT

Around 40% of pregnancies globally are unintended; among them, 20% are terminated in
abortion. This scenario reinforces the need for new contraception methods, especially male
options, which are currently limited to condoms and vasectomy. EPPIN (Epididymal protease
inhibitor) is a cysteine-rich protein containing both WFDC (N-terminal) and Kunitz (C-terminal)
protease inhibitor consensus sequences. EPPIN is present on the surface of spermatozoa, where
it plays a critical role in sperm function. The suitability for male contraceptive pharmacological
interventions targeting EPPIN was demonstrated by the inhibitory effects of anti-EPPIN antibodies
and small molecular ligands on sperm motility in human and non-human primate models.
Developing effective and safe contraceptive drugs targeting EPPIN functions requires a deeper
understanding of its physiological roles and mechanisms regulating male fertility. Here, we
investigated the role of EPPIN in events associated with sperm motility and capacitation and the
impact of pos-testicular maturation on the relative stability of EPPIN in mouse spermatozoa. We
evaluated whether epididymal transit and capacitation modulate EPPIN distribution and
localization in mouse spermatozoa by Western blot and immunofluorescence assays. We
evaluated the effects of antibodies anti-EPPIN (IgG and Fab fragments) mapping sequences in
EPPIN WFDC (Q20E antibody) and Kunitz (S21C and F21C antibody) domains on mouse sperm
motility and kinematic parameters by computer-assisted sperm analysis (CASA). We detected
the presence of EPPIN in different protein fractions of mouse spermatozoa: (i) soluble fraction,
(i) membrane-enriched fraction, and (iii) in association with sperm cytoskeleton and flagellar
accessory structures. The presence of EPPIN associated with membrane and cytoskeleton
structures reinforces its involvement in events related to mouse sperm motility. Moreover,
epididymal sperm maturation, but not capacitation, was associated with changes in the presence
of EPPIN in association with sperm cytoskeleton and flagellar accessory structures. We showed
that the S21C antibody, but not the F21C, inhibited progressive and hyperactivated sperm motility.
In addition, the S21C antibody affected the kinematics parameters that describe the progressivity
(VSL, VAP, STR) and vigor (VCL, ALH, LIN) of the sperm movement. Interestingly, S21C Fab
fragments reproduced these outcomes, indicating that monovalent binding to the S21C epitope
is sufficient to affect sperm motility and hyperactivation. Conversely, the Q20E antibody (whole
IgG and Fab fragment) induced a milder effect on inhibition of progressive motility and kinematic
parameters (VAP, VCL, ALH). To provide insights into the underlying mechanisms by which anti-
EPPIN antibodies impair sperm motility parameters, we evaluated their effects on sperm
capacitation-induced phosphorylation of protein kinase A (PKA) and the production of adenosine
3'-5'-cyclic monophosphate (CAMP) by Western blot and AlphaScreen, respectively. Our results
suggest that the S21C antibody induced an increase in PKA/phospho-PKA ratio without changing
the intracellular levels of cAMP. In conclusion, our results demonstrate the key roles of EPPIN C-
terminal (Kunitz domain) sequences on the regulation of mouse sperm motility and
hyperactivation and that its WFDC domain also contributes to these outcomes. Our findings
contribute to the development of EPPIN as a sperm drug target for non-hormonal male
contraception.
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1. Introducéo

Vivemos um momento extraordinario — o planeta terra esti, neste exato momento,
experimentando um incrivel aumento populacional da humanidade. Estudos indicam que a atual
populacdo mundial de 7,5 bilhdes de habitantes devera aumentar para quase 10 bilhdes em
2050) (MATHEW & BANTWAL, 2012; NYA-NGATCHOU & AMORY, 2013). Sendo assim, a
populagdo vem aumentando em aproximadamente 180.000 mil pessoas a cada 24 horas.

Parte desse crescimento populacional alarmante vem ocorrendo de forma descontrolada.
De fato, das 215 milhdes gestacdes que ocorrem anualmente em todo planeta, ~40% n&o séo
planejadas pelos casais, dentre as quais 20% sao interrompidas por procedimentos de aborto
(CHAMBERLAIN et al., 2020). Estudos indicam que essa alta taxa de gestacdes ndo-planejadas
esta fortemente associada a impactos negativos sobre a saude fisica e mental das mulheres e
seus filhos, sobre os servicos de saude publica, bem como em aspectos econébmicos e sociais
(SEDGH et al., 2014). Diante deste cenario, acdes visando a pesquisa de novos contraceptivos,
a melhoria do acesso a anticoncepcionais e a educacéo acerca dos contraceptivos existentes
séo fundamentais para a promogao do planejamento familiar e redugéo da alta taxa de gestacdes
ndo planejadas (ARIFUZZAMAN et al., 2019). Em especial, a entrada de novos contraceptivos
masculinos no mercado ampliara significativamente as opc¢des contraceptivas para os homens,
cujas opc¢Oes atuais limitam-se ao preservativo e a vasectomia.

O desenvolvimento de novas tecnologias contraceptivas masculinas que sejam reversiveis
e eficazes pode proporcionar uma maior igualdade entre homens e mulheres no planejamento
familiar (LONG et al., 2019). Neste contexto, mdltiplas estratégias farmacol6gicas hormonais e
ndo-hormonais, que promovem o bloqueio reversivel da fertilidade, estdo em fase de
desenvolvimento pré-clinico ou clinico, objetivando a entrada no mercado de novos métodos

confiaveis e seguros para contracep¢cdo masculina.

1.1 Estratégias hormonais para contracep¢do masculina
Ensaios clinicos realizados em meados de 1970 demonstraram que a administracdo de
testosterona como abordagem contraceptiva hormonal masculina resultou na reducdo das

concentracdes de espermatozoides no sémen (WANG et al.,, 2016). Desde entdo, diversos



13
estudos vém sendo conduzidos para o desenvolvimento e/ou aprimoramento de meétodos
contraceptivos masculinos hormonais (LONG et al., 2019). Mas como 0s contraceptivos
masculinos hormonais funcionam?

O fundamento farmacolégico do uso de androgénios como contraceptivos masculinos
hormonais se da pelos seus efeitos inibitérios sobre o eixo hipotalamo-hipéfise-gonodal (HHG).
Em homens, o HGG funciona em um ciclo classico de retroalimentacao negativa. O horménio
liberador de gonadotrofina (GnRH), produzido por neurdnios hipotalamicos, estimula a secre¢éo
dos hormonios foliculo estimulante (FSH) e hormdnio luteinizante (LH) pela glandula pituitaria
anterior. O FSH e o LH atuam nos testiculos estimulando as células de Sertoli e de Leydig,
respectivamente, estimulando a producéo de testosterona e a espermatogénese (COMNINOS et
al. 2014). A testosterona e seu metabdlito ativo di-hidrotestosterona (DHT) promovem seus
efeitos androgénico-anabolicos pela interacdo com os receptores de androgénios. Em particular,
as altas concentracOes testiculares de androgénios sdo fundamentais para a promocdo da
espermatogénese (DOHLE et al., 2003). Além disso, esses hormdnios se ligam aos receptores
de androgénios presentes no hipotdlamo e pituitaria, inibindo a liberacdo de GnRH e
gonadotrofinas, fechando desta maneira o ciclo de retroalimenta¢do do eixo HHG.

O efeito contraceptivo masculino de androgénios exdgenos se da pela inibicdo crénica do
eixo HHG consequentemente reduzindo a esteroidogénese gonadal. Similar a testosterona
endégena, os androgénios exbégenos se ligam aos receptores de androgénios periféricos,
mantendo desta maneira a acdo androgénico-anabdlica nos diversos tecidos, tais como: musculo
esquelético, figado, pele, préstata, dentre outros 6rgaos-alvos desses hormdnios. No entanto, a
supressédo da producdo de GnRH, FSH, e LH por esses farmacos resulta na inibicdo da sintese
intratesticular de testosterona e, consequentemente da espermatogénese (COVIELLO et al.,
2004)

Estudos iniciais demonstraram que androgénios injetaveis, como os ésteres de testosterona
enantato de testosterona (ET) ou undecanoato de testosterona (UT) promoveram inibicdo
robusta da contagem espermatica na maior parte dos voluntarios a valores que induzem
infertilidade (< 1 milhdo/mL) (GU et al., 2004; MOMMERS et al., 2008). No entanto, variacdes ha

propor¢gdo de homens que responderam adequadamente ao tratamento, a limitacdo da adeséo
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a terapia em decorréncia da via de administracdo parenteral (intramuscular), bem como os efeitos
adversos observados limitaram a aplicacdo desses farmacos como contraceptivos masculinos
(GU et al.,, 2004; QOUBAITARY et al.,, 2006). Visando suplantar essas limitacbes, estudos
adicionais demonstraram que a associacdo de uma progestina aos androgénios aumenta a
retroalimentacdo central sobre o eixo HHG, inibindo mais rapidamente e consistentemente a
producado de gonadotrofinas e a funcao enddcrina testicular (LIU et al., 2008; LUE et al., 2013).

De fato, candidatos promissores para estratégias hormonais de contracep¢do masculina séo
farmacos com atividade androgénica e progestagena, tais como: undecanoato de
dimetandrolona (DMAU) e o 11-beta-metil-19-nortestosterona-17-beta-dodecil carbonato (11-B-
MNTDC) (ATTARDI et al., 2011, 2006). Quando administrado por via oral ou intramuscular, 0
DMAU é hidrolisado a sua forma ativa, a dimetandrolona, um derivado da 19-nortestosteona com
atividade agonista em receptores de androgénios e de progesterona (SUVISAARI et al., 1997).
Em um tratamento diario com doses de 200 mg a 400 mg por via oral de DMAU durante 28 dias
em homens, observou-se a reducao aos niveis basais de gonadotrofinas circulantes, sem efeitos
adversos aparentes (NGUYEN et al., 2020; THIRUMALAI & PAGE, 2019). Ja a “pilula-irma” do
DMAU, o 11-B-MNTDC, apresentou efeitos similares nas diferentes doses (200, 400 ou 800 mg)
administradas por via oral, uma vez ao dia, durante 28 dias de tratamento (NGUYEN et al., 2020;
WU et al., 2019). A avaliacdo em longo prazo desses farmacos androgénico-progestagenos é
essencial para garantir a sua seguranca e eficacia e se podem efetivamente afetar a producéo
espermatica.

Outro método em desenvolvimento inclui a aplicacao diaria de um gel contendo testosterona
e nestorona (NES), uma progestina sintética. A utilizacdo do gel testosterona/NES (100 mg, 8
mg) reduziu a concentracdo de espermatozoides para <1 milhdo/mL, resultando em oligospermia
ou azoospermia em aproximadamente 90% dos homens quando comparado com apenas 23%
daqueles que utilizaram apenas gel com testosterona ou placebo (ILANI et al., 2012).

Embora as preparacdes hormonais a base de derivados de horménios esteroides
(androgénios e progestagenos) tenham reconhecida capacidade de induzir uma reducao
significativa da contagem espermatica pela inibicdo da espermatogénese, elas possuem diversas

desvantagens, incluindo longo periodo de laténcia terapéutica (de 3 a 6 meses), variacdes na
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efetividade contraceptiva de acordo com a populagéo de estudo, via de administragéo parenteral
para a maioria das preparacfes testadas e efeitos adversos (ganho de peso, acne, alteracdes
de humor, etc.), as quais dificultam seu desenvolvimento clinico (THIRUMALAI & PAGE, 2019).

Esses obstaculos tém levado a busca por alvos farmacol6gicos n&o-hormonais para
contracepcdo masculina, abordagem que apresenta maior potencial para induzir o efeito
desejado de forma rapida e sem os efeitos adversos caracteristicos de manipula¢des dos niveis

plasméticos de horménios do eixo HHG (PAYNE & GOLDBERG, 2014).

1.2. Estratégias ndo-hormonais para contracep¢do masculina

O perfil de um alvo farmacolégico para o desenvolvimento de contraceptivos masculinos
nao-hormonais inclui (i) expressao especifica ou seletiva no trato reprodutor masculino; (ii) papel
essencial na fertilidade, de forma que seu bloqueio induza infertilidade; e (iii) susceptibilidade de
manipulacdo farmacolégica (KOPF, 2008). Nesse contexto, as estratégias atuais para
contracepcao masculina ndo-hormonal visam prevenir reversivelmente a fertilidade pela inibicdo
ou bloqueio de processos essenciais associados a histéria natural do espermatozoide, incluindo
sua producéo (alvos testiculares), maturacédo, transporte e armazenamento (alvos epididimarios)
e eventos pds-ejaculatérios diretamente associados ao seu potencial fértil (alvos espermaticos)
(LONG et al.,, 2019; REYNOLDS-WRIGHT & ANDERSON, 2019). Avancos recentes nas
metodologias “6micas” (p. ex., genbmica, transcriptdmica e protedbmica) resultaram na expansao
do niimero de proteinas especificas do testiculo, epididimo ou espermatozoide, as quais podem
se encaixar no perfil de um alvo farmacologico para contracep¢do masculina (DREVET, 2018;
ROBERTSON et al., 2020; LONG et al., 2021).

Os testiculos apresentam duas fungdes principais: endécrina, sendo o principal responsavel
pela producdo dos androgénios; e reprodutiva, sendo o local da espermatogénese. Estratégias
testiculares para contracepgdo masculina ndo-hormonal baseadas no testiculo visam a inibigdo
da producdo espermatica, sem interferir na esteroidogénese gonadal (KOPF, 2008). Dessa
forma, buscam-se alvos moleculares com fungbes essenciais em etapas chaves da
espermatogénese, espermiogénese ou espermiacdo, cujo bloqueio culmina na reducdo da

producdo diaria de espermatozoides e, consequentemente, inducdo oligospermia ou
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azoospermia (THIRUMALAI & PAGE, 2019). Nesse contexto, proteinas presentes nas células
germinativas (em especial espermatoécitos, espermatides redondas e espermatides alongadas)
e nas células de Sertoli que regulam eventos meibticos e pds-meidticos da espermatogénese
emergem como alvos potenciais para uma intervengéo segura e reversivel (ARIFUZZAMAN et
al., 2019; DJUREINOVIC et al., 2014). Um exemplo é a proteina bromodominio especifica do
testiculo (do inglés Bromodomain testis-specific protein; BRDT), que possui expressao especifica
em espermatécitos paquitenos e diplotenos e em espermatides redondas, onde atua no
remodelamento da cromatina durante etapas pés-meioticas da espermatogénese (SHANG et al.,
2007). A administracdo do composto experimental JQ1, um inibidor seletivo da BRDT, promoveu
infertilidade em camundongos via inibicdo seletiva da producdo de esperméatides, sem afetar a
populagédo de espermatogdnias (MATZUK et al., 2012). A suspenséo do tratamento resultou no
reestabelecimento da producéo espermatica e, consequentemente, da fertilidade. Apesar desses
resultados promissores, as abordagens testiculares ainda esbarram em algumas limitacdes
importantes, incluindo o longo periodo de laténcia, reversibilidade lenta e dificuldades inerentes
a capacidade de xenobidticos atravessarem a barreira hemato-testicular (KOPF, 2008). Essas
barreiras podem ser suplantadas por estratégias focadas em eventos de maturacdo poés-
testicular.

O epididimo emerge como uma fonte promissora de alvos farmacolégicos para abordagens
contraceptivas masculinas pés-testiculares (KOPF, 2008; SIPILA et al., 2009). Trata-se de um
Gnico ducto, altamente enovelado, composto por um epitélio pseudoestratificado que forma a luz
tubular, onde estéo localizados os espermatozoides, envolto por uma camada de musculo liso
(ROBAIRE & HINTON, 2015). A relevancia do epididimo para a fertilidade masculina se baseia
na sua capacidade de fornecer o ambiente adequado para maturacdo, transporte,
armazenamento e protecao dos espermatozoides até o momento da ejaculacao.

O racional de uma abordagem epididimaria para contracep¢do masculina envolve interferir
em etapas fundamentais para os processos de maturacéo, transporte ou armazenamento dos
espermatozoides, induzindo oligospermia, azoospermia ou alteracdes espermaticas, como
imobilidade ou incapacidade de passar pelo processo de capacitacdo (SIPILA et al., 2009).

Dessa forma, alvos epididimérios para contracep¢édo masculina apresentam a vantagem de nao
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interferirem na producdo dos espermatozoides, o que resulta em tempos de laténcia e de
reversibilidade reduzidos. Além disso, o perfil de seguranca também é favoravel, pois se reduz o
risco de alteracdes cromossdmicas nas células germinativas (DREVET, 2018).

De fato, a combinacdo de ferramentas de protebmica e de edicdo génica resultou na
identificacdo de um conjunto de genes com expressao seletiva ou especifica no epididimo e
fungbes essenciais na maturacdo espermatica, os quais vém sendo considerados alvos
promissores para a contracepgéo masculina (DREVET, 2018; ROBERTSON et al., 2020; SIPILA
et al., 2009). Um exemplo é a calcineurina, uma serino-fosfatase que possui uma isoforma
especifica do espermatozoide (MIYATA et al.,, 2015). A calcineurina é composta por uma
subunidade catalitica (C) e outra reguladora (R) (MURAMATSU et al., 1992). Em mamiferos
foram identificadas trés isoformas da subunidade C (PPP3CA, PPP3CB e PPP3CC) e duas
isoformas da subunidade R (PPP3R1 e PPP3R2) (MURUMATSU et al., 1992). As subunidades
PPP3CC e PPP3R2 apresentaram expressao especifica no flagelo do espermatozoide humano
e murino, formando a composi¢do da calcineurina no gameta masculino (MIYATA et al., 2015).
Estudos de delecdo génica para Ppp3cc e Ppp3r2 resultaram em camundongos inférteis, em
decorréncia de aberracdes na motilidade espermatica (MIYATA et al., 2015; ZENG et al., 2001).
Adicionalmente, o tratamento de camundongos selvagens com os inibidores da calcineurina
ciclosporina A (80 mg/kg) e FK506 (8 mg/kg) por via subcutadnea durante 14 dias resultou em
infertilidade via efeitos deletérios sobre a maturacdo espermatica no epididimo, os quais
impediram a hiperativacdo dos espermatozoides apos a ejaculacdo (MIYATA et al., 2015). A
fertilidade foi recuperada com a suspenséo do tratamento com os inibidores da calcineurina
(MIYATA et al., 2015). A inibicAo do complexo espermatico especifico da calcineurina, tendo
como alvo o espermatozoide epididimario, abre espaco para o desenvolvimento de novas drogas
contraceptivas masculinas com potencial para induzir o efeito desejado de forma rapida e sem
os efeitos adversos caracteristicos. Porém, mais estudos serdo necessarios para obtencédo da
dosagem ideal e deteccao dos possiveis riscos e efeitos colaterais do uso destes inibidores.

Durante sua jornada pelo epididimo, o espermatozoide passa por mudangas importantes no
seu perfil proteémico, 0 que acarreta na aquisicdo ou perda de proteinas, alteracGes nas redes

de interacdo proteina-proteina e modificacdes poés-traducionais de proteinas espermaticas
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(GERVASI & VISCONTI, 2017). Nesse contexto, diversas proteinas espermaticas, incluindo
proteinas transmembranares (p.ex., canais ibnicos e transportadores) e intracelulares (p. ex.,
elementos das estruturas flagelares e enzimas) podem ter papeis no controle das funcbes
associadas ao espermatozoide maduro, incluindo motilidade, hiperativacdo e fertilizagdo do
olcito. Esta diversidade de alvos moleculares espermaticos abre espaco para o desenvolvimento
de novas estratégias farmacoldgicas para contracep¢do masculina cujo objetivo é tornar o
espermatozoide ejaculado em uma célula incapaz de cumprir sua funcéo (DARSZON et al., 2011;
KLENTZERIS et al., 1995; REDDY et al., 1998; SIPILA & BJORKGREN, 2016).

Deste modo, interferir na funcdo do espermatozoide maduro emerge como uma estratégia
com potencial para inibicdo seletiva, reversivel, rapida e segura da fertilidade masculina.
Considerando o espermatozoide como o foco do nosso estudo, abordamos a seguir seus
aspectos estruturais e fisiolégicos basicos, visando o melhor entendimento das estratégias

contraceptivas masculinas focadas no gameta masculino.

2. Espermatozoide

A espermiogénese, fase final da espermatogénese, refere-se ao processo de transformacéao
morfoldgica no qual espermatides redondas haploides passam pelo processo sequencial de
diferenciacdo celular gerando espermatides alongadas, que por sua vez se diferenciam em
espermatozoides altamente especializados, cuja funcdo é transportar e entregar 0 genoma
masculino ao o6cito no momento da fertilizagdo (EDDY, 2006; FREITAS et al., 2017). Dessa
forma, o espermatozoide € a Unica célula do organismo humano cuja funcéo é realizada em outro
individuo (FREITAS et al., 2017).

Os dois principais componentes da estrutura morfolégica do espermatozoide sdo a cabeca
e o flagelo, separados pela peca de conexdo (Figura 1A). Na cabeca do espermatozoide
encontram-se 0 ndcleo altamente condensado, 0 acrossoma e estruturas remanescentes do
citoplasma (EDDY, 2006). Ela pode ser dividida em acrossoma, segmento equatorial e regido
pbés-acrossbmica. O tamanho e morfologia cabeca do espermatozoide variam conforme a
espécie, sendo espatular no espermatozoide humano e falciforme, no murino (Figura 1B)

(KRETSER et al., 2016).
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O flagelo é dividido em peca intermediaria, principal e final (Figura 1A) (EDDY, 2006). O
flagelo possui 0 axonema em toda sua dimenséo, o qual é formado por um par central de
microtubulos cercado por nove pares adicionais (sistema “9+2”), sendo a estrutura responsavel
pelo movimento espermético (FREITAS et al.,, 2017). Os nove pares de microtubulos se
conectam entre si e com o par central via nexinas e espiculas radiais, respectivamente (FREITAS
et al., 2017). O axonema também possui bracos de dineinas, que sdo ATPases que se projetam
dos pares de microtibulos com funcdo essencial no movimento flagelar. Na presenca de
adenosina trifosfato (ATP), as dineinas se deslocam em dire¢do a base do flagelo, forcando o
par de microtubulos adjacentes a se mover na direcdo oposta (FREITAS et al., 2017). Esse
movimento encontra resisténcia, pois os microtubulos estdo ligados a peca de conexdo, o que
acarreta na “onda” do movimento flagelar (FREITAS et al., 2017).

Outras estruturas que compdem o flagelo do espermatozoide de mamiferos incluem: (i)
fibras densas externas, que se estendem pelas pecas intermediaria e principal; (ii) bainha
mitocondrial, que envolve as fibras densas externas apenas na peca intermediaria; e (iii) bainha
fibrosa, que circunda as fibras densas externas apenas na peca principal (EDDY, 2006). De
forma semelhante a cabeca, o flagelo também possui uma pequena quantidade de citoplasma,

remanescente do processo de espermiogénese (EDDY, 2006).
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Figura 1. Aspectos morfoldgicos e estruturais do espermatozoide humano e murino. (A) O
espermatozoide pode ser dividido em cabeca e flagelo, que s@o unidos pela peca de conexao. A cabeca
possui 0 nucleo e acrossoma, enquanto o flagelo é dividido em: peca intermediaria, peca principal e peca
final. (B) A cabeca do espermatozoide pode ser dividida em acrossoma anterior, segmento equatorial e
regido pos-acrossomal. A regido pds-acrossomal € a por¢édo na qual a cabeca do espermatozoide nao é
coberta pelo acrossoma. A morfologia da cabeca do espermatozoide pode ser classificada em falciforme,
como no espermatozoide de camundongos, ratos e outros roedores, e espatular, como no espermatozoide
de humanos, primatas ndo-humanos e bovinos. Adaptado de (EDDY, 2006)

Ao deixar o testiculo, o espermatozoide é morfologicamente diferenciado, mas ainda incapaz
de se mover progressivamente e de fertilizar o o6cito (EDDY, 2006). Essas habilidades séo
adquiridas durante dois processos pés-testiculares de maturacdo: o primeiro que ocorre durante
o transito espermatico pelo epididimo, conhecido como maturagéo espermatica, e o segundo, no
trato reprodutor feminino, chamado de capacitacdo espermética (GERVASI & VISCONTI, 2017).
A maturacao e capacitacao espermatica sao processos independentes, porém, sequenciais e
intimamente correlacionados, cujas alteracdes estdo associadas a infertilidade masculina

(GERVASI & VISCONTI, 2017).
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2.1. Maturacgado espermatica

Os espermatozoides testiculares sao células imaturas e sé adquirem a capacidade de se
mover progressivamente durante sua passagem pelo epididimo. O epididimo € um 6rgdo que
esta localizado no escroto, aplicado a margem posterior do testiculo conectando diretamente os
ductulos eferentes ao ducto deferente. Durante o desenvolvimento embrionario e pés-natal
ocorre um consideravel alongamento deste érgdo que alcanca na fase adulta até um e seis
metros de comprimento no homem e camundongo, respectivamente (HINTON & ROBAIRE,
2015).

Classicamente, o epididimo esta dividido em diferentes regides: segmento inicial, cabeca,
corpo e cauda. Com o avanco dos estudos de expressdo génica e da anatomia do epididimo, o
epididimo esté subdividido em segmentos, por exemplo, camundongos e ratos possuem 10 e 19
segmentos, respectivamente (JELINSKY et al., 2007; TURNER, 2008). Comparando as regides
com os segmentos do rato: a regido do “segmento inicial” corresponde aos segmentos 1-4, a
cauda aos segmentos 5-11, o corpo aos segmentos 12-13 e a cauda aos segmentos 14-19. Cada
segmento reporta seu proprio repertério de genes que sao exclusivos para cada segmento. Estas
regibes epididimarias apresentam expressao génica diferenciada e mantém composicoes
distintas de proteinas, ions e outros componentes do conteldo luminal, as quais sao
fundamentais para a maturacéo, protecdo e armazenamento dos espermatozoides em estado
guiescente até a ejaculacdo (JOHNSTON et al., 2005; JELINSKY et al., 2007; GERVASI &
VISCONTI, 2017).

Durante o periodo pos-natal o epitélio epididiméario se diferencia em uma variedade de
células, dentre elas: células principais e basais (presente em todas regides epididimarias, células
narrow e apicais (restritas ao segmento inicial), células clara (presente na cabeca, corpo e cauda
do epididimo), além de células como a halo e dendriticas, de origem imunolégica, cuja
distribuicdo varia ao longo do 6rgdo (HINTON & ROBAIRE, 2015). Esse perfil de distribuicdo
diferencial das células entre as diferentes regibes do epididimo em conjunto com o perfil
segmentado de expressdo génica confere grande complexidade fisiologica e estrutural a este

orgao (CORNWALL, 2009; DA SILVA et al., 2011; HINTON & ROBAIRE, 2015).
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As alteragBes funcionais que ocorrem no espermatozoide durante seu transito pelo
epididimo estdo associadas a modificacdes em sua compactacao nuclear, fluidez e composicao
da membrana plasmatica, estruturas do citoesqueleto e no perfil de proteinas, aclcares e lipidios
(CORNWALL, 2009; GERVASI & VISCONTI, 2017). Considerando que o espermatozoide é uma
célula transcricionalmente e traducionalmente silenciosa, a regulacao da maturacao epididimaria
€ controlada, dentre outros mecanismos, pela adicdo ou remocao de proteinas espermaticas e
modificacBes poOs-traducionais de proteinas espermaticas, que causam a mudancas nas suas
respectivas atividades bioldgicas e perfil de interacdo com outras moléculas (CABALLERO et al.,
2012; KOCH et al., 2015). Estudos recentes demonstraram que uma parcela significativa das
proteinas espermaticas é transferida do epitélio epididimario para o espermatozoide via
epididimossomos (MARTIN-DELEON, 2015; SULLIVAN et al., 2007). Os epididimossomos s&o
pequenas vesiculas membranosas de diferentes tamanhos e com quantidades diversificadas de
proteinas, o que pode explicar a diferenca na distribuicdo de proteinas pela membrana
plasmatica do espermatozoide durante sua passagem pelo epididimo (KIRCHHOFF, 1996;
BELLEANNEE et al., 2012).

Os mecanismos moleculares pelos quais a maturacdo espermatica confere ao
espermatozoide a capacidade de se locomover ainda permanecem obscuros. No entanto, sabe-
se que modificacdes pos-traducionais de proteinas espermaticas participam desse processo;
dentre elas a (des)fosforilacdo em residuos de tirosina e serina/treonina (FREITAS et al., 2017,
GERVASI & VISCONTI, 2017). Por exemplo, em espermatozoides imaturos, isolados da cabeca
do epididimo, a atividade da enzima fosfoproteina fosfatase 1 (PPP1), uma serina/treonina
fosfatase presente na cabeca e flagelo do espermatozoide humano e murino (FARDILHA et al.,
2011), esta aumentada, o que mantém seus substratos desfosforilados (FREITAS et al., 2017).
A atividade enzimatica da PPP1 é regulada pelo glicogénio sintase quinase 3 (GSK3), cuja
atividade € maior na cabeca do epididimo do que na regido da cauda e inversamente associada
a motilidade espermatica (SMITH et al., 1996; SOMANATH et al., 2004). No espermatozoide
maduro, isolado da cauda do epididimo, processos associados ao aumento das concentragcfes
intracelulares de Ca?* e ativacdo da via adenilil cliclase soltvel (ACs), também conhecida como

ADCY10)/ monofosfato ciclico de adenosina (AMPc)/proteina quinase A (PKA) acarretam na
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reducéo da atividade da GSK3, com consequente inibicdo da PPP1, o que favorece a aquisigéo
de motilidade progressiva (FREITAS et al., 2017).

Durante a maturacdo epididimaria, além da aquisicdo da motilidade progressiva, o
espermatozoide desenvolve a capacidade de sofrer reacdo acrossdmica e de reconhecer se ligar
a zona peldcida durante a fertilizacdo (HARAYAMA et al., 1993; MOORE et al., 1983). Embora
essencial para a reproducéo, a maturagdo espermatica ainda ndo produz um espermatozoide no
apogeu da sua funcionalidade. Para isto, é necessaria uma etapa adicional de maturacdo poés-

testicular, que ocorre no sistema genital feminino: a capacitacao.

2.2. Capacitacéo espermatica

A capacitagdo espermatica € defina como uma constelacdo de eventos moleculares,
bioguimicos e funcionais que ocorrem no trato reprodutor feminino permitindo ao espermatozoide
a aquisicdo da capacidade fértil (SUAREZ, 2008). O termo capacitacédo foi cunhado por Austin
em 1952 e baseou-se em estudos independentes conduzidos por ele préprio e por Chang no ano
anterior, nos quais eles demonstraram que 0s espermatozoides de mamiferos precisam
permanecer um determinado tempo no sistema reprodutor feminino antes de alcancarem sua
capacidade de fertilizacdo (AUSTIN, 1951; CHANG, 1951). A descoberta deste fendmeno foi
extremamente importante para o inicio dos ensaios de fertiliza¢&@o in vitro, bem como para as
areas da embriologia e biologia reprodutiva (CHRONOPOULOU & HARPER, 2015; JOHNSON,
2011). De fato, ao contrario da maturacdo espermatica, a capacitagdo pode ser mimetizada in
vitro, em meios quimicamente definidos contendo o ion carbonato (HCOg3), aceptores de
colesterol (p.ex., albumina de soro bovino), além de outros eletrélitos (Na*, K*, CI-, Mg?*, Ca?", e
PO.") e substratos energéticos (acucar, piruvato e lactato) (PUGA MOLINA et al., 2018). Trata-
se de um processo essencial para a fertilidade, que esta associado a ativacdo de vias de
sinalizagdo celular e alteragcbes em aspectos funcionais no espermatozoide, incluindo
preparacdo para exocitose acrossomal, mudancas no perfil de motilidade progressiva para

hiperativada e aquisicao da capacidade de se fundir e fertilizar o odcito (SUAREZ, 2008).
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2.2.1. Vias de sinalizacdo associadas a capacitacdo espermética

Em nivel molecular, a capacitagdo espermatica esta associada com diversos eventos,
incluindo remocédo do colesterol da membrana plasmatica, aumento da fluidez da membrana,
(VISCONTI et al., 2011), hiperpolarizacido do potencial de membrana (HERNANDEZ-
GONZALEZ et al., 2006) aumento dos niveis de célcio livre ([Ca*i) e alcalinizacdo do pH
intracelular (pHi) (DARSZON et al., 2006). As mudancas no [Ca?]i e pHi promovem, dentre
outros efeitos, ativagdo da enzima ACs, com consequente producdo do segundo mensageiro
AMPc e ativagdo da PKA, a qual promove a ativagdo de outras quinases (tirosinas quinases e
serina/treonina quinases), que atuam na fosforilagdo em cascata das proteinas espermaticas
(DARSZON et al., 2006; KRAPF et al., 2010; FREITAS et al., 2017). A extensa fosforilacdo de
proteinas em residuos de tirosina, serina e treonina (incluindo a prépria PKA) é considerada um
marcador molecular da capacitacdo espermética (VISCONTI et al., 1995a, 1995b).

Um dos primeiros eventos responsaveis pelo disparo da capacitagdo espermatica envolve
a remocao do colesterol da membrana plasmatica espermatica por aceptores de colesterol como
a albumina, presente em alta concentracdo no fluido do oviduto (Figura 2) (OKAMURA &
SUGITA, 1983). O efluxo de colesterol promove aumento na fluidez da membrana e facilita
alteracdes estruturais que modificam a funcionalidade de proteinas transmembranares, tais
como os canais iénicos Hv1 (permeavel a prétons), CatSper (permeavel a Ca?*), SLO3 (também
conhecido como KSper; permeavel a K*), o trocador Na‘/H* especifico do espermatozoide
(SNHE) e cotransportador de Na*/HCO3z (NBC) (MARTINEZ & MORROS, 1996; DARSZON et
al.,, 2006; GADELLA, 2008; MARTINEZ et al., 2008). Mudancgas nas atividades dessas proteinas
transmembranares durante a capacitacdo culminam na alcalinizagdo do pHi e aumento da [Ca®']i
no espermatozoide.

O aumento do pHi e da [Ca?']i estdo intimamente relacionados durante a capacitacédo
espermatica (VYKLICKA & LISHKO, 2020). De fato, a alcalinizacdo do pHi € um dos primeiros
eventos associados a capacitagdo e um dos mecanismos responséveis pelo aumento da [Ca,']i
(VYKLICKA & LISHKO, 2020). Os mecanismos associados a alcalinizacdo do pHi dependem de
variagdes nas concentragdes intracelulares de HCOg, protons (H*) e Na* (DEMARCO et al.,

2003). O HCO3 é considerado uma base fraca e seu transporte para dentro da célula € um
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marcador da alcalinizacdo do pHi (DEMARCO et al.,, 2003). O aumento da concentragédo
intracelular de HCO3 no espermatozoide pode ser promovido via (i) difusdo de CO; através da
membrana plasmatica e sua conversao a HCOs pela acdo de anidrases carbdnicas (VYKLICKA
& LISHKO, 2020); e (ii) transporte de HCOs do meio extracelular para o intracelular através de
cotransportadores e trocadores de ions, como os membros das familias de transportadores
carregadores de solutos (SLC), como a SLC26 e SLC4 (ANDERSON et al., 1991; LIU et al.,
2012). A familia SLC4 é composta por cinco proteinas transmembranares (também conhecidos
como transportadores NBC) que promovem o cotransporte HCO3/ Na*, utilizando o gradiente de
Na* gerado pela bomba Na*/K* ATPase (LIU et al., 2015). Um estudo anterior demonstrou que a
delecdo do gene Sic4a2, membro da familia SLC4, reduziu a quantidade de células germinativas
(espermatogbnia, espermatdcitos) impactando diretamente na producdo do espermatozoide
maduro (MEDINA et al., 2003).

Por sua vez, os trocadores da familia SLC26, como o SLC26A3 e SLC26A6 (CHEN et al.,
2009; CHAVEZ et al., 2012), atuam no aumento do pHi no espermatozoide via troca de HCOs’
do meio extracelular pelo CI, presente no meio intracelular (CHAVEZ et al., 2012) (Figura 2).
Para isso, os trocadores SLC26 aproveitam o gradiente de CI gerado pelo canal regulador de
condutancia de membrana na fibrose cistica (CFTR), um canal permeavel a Cl presente no
flagelo do espermatozoide (ANDERSON et al., 1991; CHAVEZ et al., 2012). Em humanos,
mutacdes ou dele¢bes nos genes que codificam o SLC26A3 foram associadas a infertilidade
masculina, demonstrando a importancia desse trocador para a funcdo espermatica (HIHNALA et
al., 2006; HOGLUND et al., 2006). Além disso, um estudo de modelacdo por homologia
demonstrou que o trocador SLC26A8, membro da familia SLC26, possui alta taxa de similaridade
com os trocadores SLC26A3 e 0 SLC26A6 e com padrado de expressao especifica no testiculo
(LOHI et al., 2012). Estudos de delecdo génica para Slc26a8 resultaram em danos permanentes
no flagelo do espermatozoide, impactando diretamente na funcio espermatica (TOURE et al.,
2007; LHUILLIER et al., 2009).

O efluxo de prétons é outro mecanismo relevante para a alcalinizagdo do pHi espermético
durante a capacitacdo (VYKLICKA; LISHKO, 2020). No espermatozoide humano, esse evento é

mediado pelo canal de hidrogénio dependente de voltagem (Hv1), cuja abertura é disparada por
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despolarizagdo da membrana plasmética do espermatozoide associada ao influxo de Na®,
presente em alta concentracdo no sistema genital feminino, via canal TRPV4 (LISHKO &
KIRICHOK, 2010; TAKESHITA et al., 2014; VYKLICKA & LISHKO, 2020) (Figuras 2 e 3). Em
contraste, o canal Hvl no espermatozoide murino ndo possui funcionalidade, sendo esta uma
diferenca relevante no processo de alcalinizacdo do pHi entre o espermatozoide humano e
murino (Figuras 2 e 3) (LISHKO & KIRICHOK, 2010; RAMSEY et al., 2009). Esta diferenga entre
espermatozoide humano e murino indica que os trocadores SLC e sNHE sejam o0s principais
responsaveis pela alcalinizacdo do pHi espermatico em camundongos (Figuras 2 e3). Estudos
de delecdo génica revelaram que camundongos deficientes para sNHE sédo inférteis em
decorréncia de alteragbes na motilidade e capacitagdo espermatica, pelo menos em parte, via
baixa atividade da ACs e consequente falhas na ativacédo da fosforilacdo de proteinas disparada

pela PKA (WANG et al., 2007).
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Figura 2. Modelo béasico da via de sinalizacdo durante a capacitacdo espermatica em mamiferos. A
remocédo do colesterol de membrana por aceptores de colesterol, como a albumina, resulta no aumento
da fluidez da membrana, hiperpolarizagdo do potencial de membrana, aumento dos niveis de Ca?
intracelular e alcalinizacdo do pHi. Essas alteragbes na membrana promovem modificagbes na
funcionalidade dos canais i6nicos Hv1 (H*), canal CatSper (permeavel a Ca?*) e SLO3 (também conhecido
como KSper, K*), trocador Na*/H* (sNHE) e cotransportador de Na*/HCOz  (NBC). A abertura do canal
CatSper resulta no influxo de Ca?* para o interior da célula. Este canal é regulado pela entrada de Ca?*
através da subunidade citoplasmatica EFCAB9. O mecanismo de liberacdo de Ca?* é realizado
principalmente pela ATPase (ATP2b4) e o trocador Na*/Ca*. A alcalinizacéo intracelular € mediada pela
acdo de trocadores sNHE. A abertura do canal Hv1 é resultado de uma breve despolarizacao e que acaba
auxiliando na hiperpolarizacao o canal CatSper. A capacitacdo espermatica é promovida pelo aumento
dos niveis de HCOs por meio da (i) difusdo de CO:2 através da membrana plasmatica e sua conversao
pela anidrase carbdnica (CA) ou (ii) por transporte de HCO3z" do meio extra- para o intracelular através da
interacdo dos cotransportadores NBC e CFTR (influxo de CI'). O gradiente de Na*/K* que atravessa a
membrana auxilia na regulacdo do potencial de membrana pela Na*/K* ATPase-a4. Este gradiente auxilia
na ativagéo dos trocadores sNHE, promovendo o influxo de Na* e efluxo de H*, garantindo a alcaliniza¢&o
intracelular. A entrada de K* ocorre através da Na*/K+* ATPase-a4 e seu efluxo acontece livremente pelo
canal SLO3. O efluxo de K* resulta em hiperpolarizacdo, consequentemente inibicdo do canal CatSper. As
mudancgas ocasionadas nos niveis intracelulares Ca?* e a alcaliniza¢do do pHi promovem dentre outros
efeitos, ativacdo da ACs, consequente producéo de AMPc, ativacdo da PKA resultando na fosforilagcéo de
tirosinas, permitindo deste modo a ativacéo do processo de capacitacdo e hiperativagao espermatica. As
linhas cheias representam ativacéo, as linhas tracejadas inibicdo. Adaptado de (VYKLICKA & LISHKO,
2020)

O aumento do pHi no espermatozoide promove a abertura do canal CatSper, o principal
canal de Ca?" responsavel pelo influxo desse céation durante a capacitacdo espermatica em
primatas e roedores (Figuras 2 e 3) (VYKLICKA & LISHKO, 2020). No espermatozoide de
primatas, incluindo o humano, o canal CatSper também pode ser ativado pela progesterona e
prostaglandinas (KIRICHOK & LISHKO, 2011). O canal CatSper € um complexo proteico
composto por pelo menos 10 subunidades: a unidade formadora do poro contém as subunidades
CatSperl a 4, sendo estabilizada pelas subunidades auxiliares CatSper B, v, 6, €, { e EFCAB9
(LIN et al., 2021). Estudos demonstraram que o canal CatSper esta presente especificamente
nas células da linhagem espermatogénica, sendo encontrado na peca principal do flagelo no
espermatozoide maduro (REN et al., 2001; KIRICHOK & LISHKO, 2011; SUN et al., 2017). A
delecdo de qualquer um dos genes que codificam as subunidades principais do canal CatSper
em camundongos resultam em fendétipo de infertiidade em decorréncia de incapacidade de
migracdo da motilidade progressiva para hiperativada (SUN et al., 2017).

Além de regular o influxo de Ca?* no espermatozoide, 0 aumento do pHi intracelular também
contribui para a hiperpolarizacdo da membrana plasmatica, outro evento considerado um
marcador da capacitagcdo (ARNOULT et al., 1999; MUNOZ-GARAY et al., 2001). O potencial de

repouso de membrana do espermatozoide varia entre -35 para -45 mV; durante a capacitagédo
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esse valor cai para aproximadamente -70 mV (ESPINOSA & DARSZON, 1995; ZENG et al.,
1995). O canal de potassio especifico do espermatozoide SLO3, também conhecido como
KSper, € um dos principais responsaveis pela hiperpolarizacdo do potencial de membrana
durante a capacitagdo. O canal KSper € a altamente dependente de pH e tem um papel
importante na regulacao da atividade do canal CatSper (Figuras 2 e 3). A delecdo do gene Kcnul,
gue codifica a subunidade principal do canal KSper, em camundongos resultou em fenoétipo de
infertilidade (SANTI et al., 2010). De fato, a hiperpolarizacdo do potencial de membrana via
ativacdo do canal KSper esta associada a uma série de processos fisioldégicos responsaveis pela
hiperativacao, fosforilacdo de proteinas e fertilizacdo do odcito (REN et al., 2001). Vale salientar
gue o canal KSper também atua na regulacdo da atividade do canal CatSper, contribuindo para

a modulacéo da [Ca?*]i (CHAVEZ et al., 2014).

Humano Camundongo Humano Humano Camundongo

Q-@® Q) ( N

Remogao do Zn*"
Despolarizacao 2+
HCO3 N3 Alcalinizacdo do pH Ca

Hvl M CatSper
Il ’
[ | Membrana plasmatica
SLC SNHE T,

Motilidade
Hiperativada

Figura 3. Diferencas na regulacdo de prétons e do canal Catsper entre espermatozoide humano e
de camundongo. Em camundongos, a alcalinizagdo celular € alcancada pela ativacédo do trocador Na+/H+
(sNHE) e do cotransportador Na+/HCOs (NBC). O NBC contribui para o acumulo de ions HCOg3™ resultando
na estimulacdo da ACs, que permite o aumento dos niveis de AMPc intracelular e consequentemente
estimulando o trocador sNHE que contém campo de ligagdo para AMPc. No espermatozoide humano, a
abertura do canal Hv1 esta associada ao efluxo de protons. A ativagao do Hv1 contribui para a remogao
do Zn?* extracelular e na alcalinizagdo do meio intracelular. Tanto no espermatozoide humano quanto de
camundongo, a alcalinizacéo celular ativa o canal CatSper permitindo a entrada de Ca?* para o interior do
flagelo do espermatozoide. O aumento nos niveis de calcio resulta em hiperativacdo e prepara o
espermatozoide para sofrer reacdo acrossdomica. Adaptado de (LISHKO & KIRICHOK, 2010)
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Uma das consequéncias do aumento das concentracdes intracelulares de Ca?* e HCO3z é a
ativacdo da enzima ACs, que por sua vez catalisa a conversao da ATP no segundo mensageiro
AMPc (CHEN et al., 2000) (Figura 2). O aumento da concentragao intracelular de AMPc promove
a ativacao da PKA, principal quinase responsavel pelo disparo de uma cascata de fosforilacdo
de proteinas espermaticas em residuos de tirosina e serina/treonina, sendo este outro evento
considerado um marcador da capacitacdo (Figura 2) (VISCONTI et al.,, 1995a). De fato, o
aumento da abundéncia de fosfotirosinas durante a capacitagdo foi observado em
espermatozoides de diferentes espécies de mamiferos, incluindo murina (VISCONTI et al.,
1995a), humana (LECLERC et al., 1996; OSHEROFF et al., 1999) e bovina GALANTINO-
HOMER,; et al., 1997). Estudos genéticos e farmacolégicos revelaram que a ACs é essencial
para a funcdo espermatica (XIE et al.,, 2006; WANG et al., 2007). Os espermatozoides de
camundongos knockout para o gene Adcyl0, que codifica a ACs, sdo iméveis e incapazes de
realizar o disparo da via de sinalizacdo AMPc/PKA e consequente aumento da abundéancia de
fosfoproteinas quando incubados em meio de cultura que sustenta a capacitagdo (HESS et al.,
2005; O'BRIEN et al.,2011). Além disso, o fenétipo de infertilidade dos camundongos Adcy10™”
também esta associado a baixa producéo de ATP pelo espermatozoide, o que resulta em defeitos
na hiperativacéo e na capacidade de fertilizar o odcito (O’'BRIEN et al.,2011; XIE et al.,2006).

Vale ressaltar que niveis intracelulares de AMPc sdo extremamente dinamicos e finamente
regulados pelo equilibrio entre sua sintese e degradacgéo (FISCH et al.,1998; PUGA MOLINA et
al., 2018). A exposicao de espermatozoides humanos e murinos a analogos permeaveis para
ativacdo do AMPc resultou em eventos associados com a capacitagdo espermatica, como a
fosforilagé@o de residuos de tirosina (HARAYAMA, 2013). Assim como nas células sométicas, as
enzimas fosfodiesterases (FDEs) sdo responsaveis pela degradacdo do AMPcC nos
espermatozoides, convertendo-o em AMP (BUCK et al.,1999; PUGA MOLINA et al.,2018). Os
membros da familia das FDEs apresentam diferentes especificidades em seus substratos e em
suas atividades farmacologicas (WASCO & ORR, 1984). As isoformas FDE4, FDE7 e FDES8 sédo

mais seletivas para o0 AMPc, enquanto a FDE5, FDE6 e FDE9, para a guanosina monofosfato
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cicliclo (GMPc) (CONTI & BEAVO, 2007) Em adicdo, FDE1, FDE2, FDE3, FDE10, FDE11
catalisam tanto o AMPc quanto GMPc. Os membros da familia de FDEs apresentam um padrao
de expressdo amplamente diversificado e podem ser encontrados em células da linhagem
germinativa (espermatogonia, espermatdicitos e espermatides), células de suporte (células de
Sertoli) e também no espermatozoide maduro (GUIPPONI et al.,1998; LEFIEVRE et al.,, 2002;
D’ANDREA et al.,, 2005). Um exemplo da atuacdo das fosfodiesterases sobre a fertilidade
masculina pode ser observado com a FDE11. Esta enzima possui uma grande expressdo no
testiculo, préstata e exerce um papel importante durante o desenvolvimento do espermatozoide
(WAYMAN et al., 2005; AZEVEDO et al., 2014). A delecdo da Fdell em camundongos resultou
em baixa concentracdo espermética, reducdo da motilidade progressiva, e no percentual de
espermatozoides viaveis (WAYMAN et al., 2005).

Um dos principais alvos do AMPc é a PKA, uma serinal/treonina quinase que exerce um
papel fundamental na biologia espermatica (BURTON & MCKNIGHT, 2007). A PKA é composta
por duas subunidades: uma reguladora (R), com alta afinidade pelo AMPc, e uma catalitica (C).
A ligagdo do AMPc a subunidade R da PKA resulta na ativagéo de sua subunidade C, culminando
na fosforilacdo de residuos de serina e treonina em seus substratos proteicos (AITKEN & NIXON,
2013; VISCONTI et al., 2011; BARO GRAF et al., 2020). Em mamiferos, foram descritas duas
isoformas da subunidade R (PKA-RI e RIl) e trés da subunidade C (PKA-Ca, CB e Cy) (UHLER
et al.,1986). A subunidade Ca apresenta duas variantes definidas como Ca1 e Ca2, sendo esta
Ultima restrita as células germinativas masculinas (WIESNER et al.,1998; NOLAN et al.,2004).
Dessa forma, a Ca2 é isoforma da subunidade catalitica da PKA especifica do espermatozoide
maduro (WIESNER et al.,1998; NOLAN et al., 2004). Camundongos knockout para o gene Ca2-
I apresentam defeitos na fungédo e qualidade espermatica, resultando em fenétipo de infertilidade
(SKALHEGG et al., 2002).

Curiosamente, a propria PKA também ¢é passivel de fosforilagcdo, modificacdo poés-
traducional que influencia na sua atividade catalitica (CAUTHRON et al., 1998; SHOJI et al.,
1979). De fato, a subunidade catalitica da PKA possui dois sitios de fosforilacdo; um préximo da

regido C-terminal (Ser388) e um em seu loop de ativacdo (Thr197) (YONEMOTO et al., 1997).



31

Vale ressaltar que o impacto da fosforilagdo da PKA na funcdo espermética ainda é pouco
conhecido.

Em conjunto, os eventos moleculares associados a capacitacao descritos acima culminam

em alteracdes funcionais essenciais para o potencial fértil do espermatozoide, incluindo inducao

de motilidade hiperativada e preparacéo para a exocitose acrossomal. A seguir, abordaremos os

aspectos funcionais basicos associados a capacitacao espermatica.

2.2.2. Eventos funcionais associados a capacitacdo espermatica

A motilidade espermética descreve a habilidade do espermatozoide de se locomover através
do sistema reprodutor feminino para fertilizar o 6éocito (SUAREZ, 2008). Ela é definida como a
propagacao de ondas transversais ao longo do flagelo no sentido proximal-distal em relagéo a
cabeca do espermatozoide produzindo uma acdo que o impulsiona no fluido que o banha
(TURNER, 2006). Os espermatozoides encontram-se iméveis enquanto estdo estocados na
cauda do epididimo e a motilidade s6 € adquirida apés a ejaculacao ou seu isolamento da cauda
do epididimo de sistemas modelos, como ratos e camundongos (GANGWAR & ATREJA, 2015).

Na maioria das espécies, incluindo humanos e camundongos, 0s espermatozoides
apresentam diferentes padrbes de motilidade, sendo os principais a motilidade ativada e
hiperativada (Figura 4) (MORTIMER, 2000; SUAREZ & HO, 2003). A motilidade ativada é
observada em espermatozoides recém-ejaculados ou isolados do epididimo, podendo ser
progressiva ou ndo. A motilidade progressiva é uma caracteristica fundamental do
espermatozoide maduro, sendo definida por movimentos flagelares relativamente simétricos e
de alta frequéncia, resultando em movimentos rapidos e progressivos (Figura 4) (MORTIMER et
al., 1998; SUAREZ, 2008; SUAREZ & HO, 2003).

Um dos eventos observados durante a capacitacdo é a mudanca do padrdao de motilidade
espermética de progressivo para hiperativado (SUAREZ et al., 1987; SUAREZ & HO, 2003). Os

espermatozoides com motilidade hiperativada exibem curvas flagelares assimétricas, alta
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amplitude flagelar e trajetéria ndo progressiva ou circular (SUAREZ, 2008) (Figura 4). Nao se
sabe ao certo o momento exato em que a hiperativacdo ocorre durante o processo de
capacitacao e se, necessariamente, € uma etapa essencial ou que ocorre concomitantemente a
este evento (KAY & ROBERTSON, 1998; HO & SUAREZ, 2001; SUAREZ & HO, 2003). No
entanto, a hiperativacdo é um evento essencial para a fertilidade, visto que é necessaria para o
movimento espermatico adequado em ambientes viscosos, como 0 muco do oviducto e
penetracao nas camadas externas do odécito durante a fertilizacdo (TURNER, 2006; FREITAS et
al., 2017). De fato, espermatozoides cuja motilidade ndo migra de ativada para hiperativada sao
inférteis (SUN et al., 2017). Por exemplo, o fenétipo de infertilidade causado pela delecdo de
genes que codificam as diferentes subunidades do canal CatSper em camundongos esti
associado a auséncia de hiperativacdo dos espermatozoides, embora estes sejam méveis (SUN
et al., 2017). Nesse contexto, destacamos o papel fundamental dos canais CatSper para a
inducao da motilidade hiperativada, sendo o Unico canal de Ca," necessario para esse processo

(SINGH & RAJENDER, 2015).

@ @

AMPLITUDE G PROGRESSIVA/ ATIVADA INTERMEDIARIA HIPERATIVADA * AMPLITUDE

smern ¢ I— oo

Figura 4. Principais padrdes de motilidade espermatica. A motilidade progressiva ou ativada é
observada em espermatozoides recém ejaculados ou isolados da cauda do epididimo, caracteriza-se por
movimentos flagelares simétricos e vigorosos. A motilidade hiperativada esta associada ao processo de
capacitacao espermatica, é caracterizada por curvas flagelares assimétricas, batimentos flagelares de alta
amplitude e trajetoria circular ou irregular. Adaptado de FLORMAN & DUCIBELLA, 2006

A capacitacdo também torna 0s espermatozoides aptos para a exocitose acrossomal
(também conhecida como reacdo acrossdémica), um dos ultimos eventos antes da fertilizacao
(BALESTRINI et al., 2020). A reacdo acrossdmica é um evento do tipo exocitético que resulta na
fusdo da membrana plasmatica com a membrana externa do acrossoma, uma vesicula que cobre
parte da cabeca do espermatozoide (Figura 1) (BALESTRINI et al., 2020). Trata-se de um evento

irreversivel, que resulta na liberacdo de enzimas, como acrosina (TAKANO et al., 1993) e
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calpainas (GOLL et al., 2003), essenciais para que o espermatozoide penetre na zona pellcida
e se funda & membrana plasmatica do odcito (YANAGIMACHI, 1994). Consistentemente, a
reacdo acrossdmica induz a exposicdo de proteinas da cabeca do espermatozoide ou sua
migragcdo para o segmento equatorial, 0 que facilita sua interagdo com proteinas da superficie
do oécito (BALESTRINI et al., 2020). Um exemplo desse fenbmeno ocorre com a proteina
espermatica IZUMO1, uma proteina essencial para a fusdo espermatozoide-odcito localizada na
membrana do acrossoma no espermatozoide intacto (INOUE et al., 2005; SATOUH et al., 2012).
Durante a reagdo acrossdmica, a 1ZUMO1 migra para o segmento equatorial tornando-se
disponivel para formar uma rede de interagbes com proteinas do od6cito tornando o
espermatozoide competente para a fusdo (SATOUH et al., 2012).

A reacao acrossdmica € estimulada por indutores naturais (endégenos), como proteinas da
zona peldcida do oécito, como a ZP3, e a progesterona, horménio secretado pelas células do
cumulus (BUFFONE et al., 2012). Além disso, ela também pode ser induzida por indutores
exdgenos, como o iondforo de célcio A23187 e K* (BUFFONE et al., 2012; BALESTRINI et al.,
2020). De fato, o aumento da concentracéo intracelular de Ca?* é um evento essencial para o
disparo da reacdo acrossdmica (BELMONTE et al., 2016). Nesse caso, 0 aumento da [Ca®]i
depende de uma integracéo de sinais envolvidos na liberacédo de Ca?* das reservas intracelulares
presentes no acrossoma via receptores de inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3), e do influxo de
Ca% através de canais dependentes de voltagem do tipo Ca, e possivelmente canais CatSper

(DARSZON et al., 2011).

3. Proteinas espermaticas como alvo para contracep¢do masculina

Conforme discutido no item anterior, o espermatozoide dispbe de um arranjo de
macromoléculas especificas com papéis essenciais para o seu funcionamento adequado,
incluindo aquisicdo de motilidade, hiperativacdo, reacdo acrossdmica e outros eventos
associados a capacitacdo. Deste modo, essas macromoléculas emergem como alvos
farmacoldgicos viaveis para o desenvolvimento de métodos contraceptivos masculinos baseados
na inibicdo da fungdo do espermatozoide maduro (JIMENEZ et al., 2011; MANNOWETZ et al.,

2017). Essa estratégia para contracepcdo masculina possui como principais vantagens: (i)
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possibilidade de uso sob demanda, visto que ndo interfere com processos associados a producao
ou maturacdo espermatica, o que reduz o periodo de laténcia terapéutica e para reversibilidade
do efeito contraceptivo, (ii) perfil de seguranca favoravel, pois tem como alvo farmacolégico
macromoléculas de expressao especifica ou seletiva no espermatozoide, e (iii) ndo é necessario
o desenvolvimento de farmacos capazes de atravessar a barreira hemato-testicular, reduzindo
desafios associados aos seus perfis farmacocinéticos. A seguir, apresentamos algumas
proteinas espermaticas consideradas alvos promissores para a contracep¢cado masculina que tem
como alvo o espermatozoide.

A CRISP1 € um membro da familia de proteinas secretadas ricas em cisteinas (CRISP 1-4).
Em humanos e camundongos, a CRISP1 é secretada pelas células epiteliais do epididimo, sendo
encontrada na superficie de espermatozoides (KOHANE et al., 1980; COHEN et al., 2000). Seu
papel chave na fertilidade foi observado quando ratos imunizados com CRISP1 recombinante
apresentaram redugéo da taxa de fertilidade (ELLERMAN et al., 2008). Em harmonia com esses
achados, espermatozoides de camundongos knockout para o gene Crispl (Crispl®)
demonstraram ser menos eficazes na fertilizacdo in vitro de odcitos livres de cumulos e
desnudados, indicando que a CRISP1 desempenha um papel essencial na interacdo do
espermatozoide com a zona pelacida (DA ROS et al., 2008). Estudos mais recentes
demonstraram que a CRISP1 e também outros membros dessa familia regulam a atividade dos
canais CatSper, sendo necessarios para mudancas no movimento flagelar associadas a
hiperativacdo (ERNESTO et al., 2015). Deste modo uma abordagem contraceptiva para CRISP1
envolve a utilizacdo de anticorpos anti-CRISP1 ou de moléculas de baixo peso molecular com
propriedades farmacodindmicas semelhantes a estes anticorpos que interfiram na interacéo
espermatozoide o0cito ou no processo de hiperativacdo (DA ROS et al., 2008; COHEN et al.,
2011).

Outro alvo promissor é a isoforma da enzima gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
especifica do espermatozoide (GAPDS), cuja expressao esta restrita aos espermatdcitos e
espermatides redondas e alongadas (BUNCH et al., 1998). No espermatozoide maduro, a
GAPDS esta associada com o citoesqueleto flagelar, desempenhando um papel critico para a

motilidade progressiva. Estudos de delecdo génica para Gapds resultaram em camundongos
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com contagem espermatica dentro dos padrdes de normalidade, mas inférteis, em decorréncia
da auséncia de motilidade progressiva e baixos niveis de ATP (MIKI et al., 2004; WESTHOFF &
KAMP, 1997). De maneira interessante, a incubacdo de espermatozoides de ratos com
concentracdes crescentes do inibidor seletivo da GAPDS (S)-a-cloridrina (SACH) reduziu a
producdo de AMPc e a fosforilacdo de proteinas em residuos de tirosina e de substratos da PKA
induzidas pela capacitacdo (ZHANG et al., 2012). Em conjunto, esses estudos indicam que
inibidores seletivos da GAPDS podem ser estratégias vidveis para contracep¢do masculina por
inibicdo da fungéo espermatica.

Outra estratégia promissora para a inibicao farmacologica da fungéo espermatica é focar no
blogueio dos canais ibnicos especificos do espermatozoide, como o CatSper e o KSper. Por
exemplo, o composto experimental HC-056456 bloqueou seletivamente o canal CatSper no
espermatozoide murino, o que resultou na inibicdo das correntes de Ca?* responsaveis pela
hiperativacdo (CARLSON et al., 2009). De forma interessante, o HC-056456 inibiu a
hiperativacdo sem alterar a motilidade progressiva dos espermatozoides expostos ao composto,
de forma semelhante ao observado com espermatozoides dos camundongos knockout para as
subunidades que comp®de o canal (CARLSON et al., 2003, 2009; QI et al., 2007; QUILL et al.,
2003; REN et al., 2001). A inibicdo da migracdo da motilidade progressiva para hiperativada
induzida pelo HC-056456 foi acompanhada pela reducéo das taxas de fertilizacdo em modelo de
inseminacédo artificial, indicando a viabilidade dessa estratégia para contracep¢cdo masculina
(CURCI et al., 2021).

Vale destacar que as estratégias para contracepcdo masculina nao-hormonal ainda estao
em fase de caracterizacdo ou desenvolvimento pré-clinico e muito ainda precisa ser feito em
termos de investigacao cientifica e desenvolvimento farmacol6gico para que tais estratégias
alcancem os estagios de investigacao clinica. Como fruto desses esforgos, outras moléculas
espermaticas que ndo se encaixam no grupo de macromoléculas alvos classicas de farmacos
(receptores farmacolégicos, canais ibnicos e outras proteinas reguladas por ligantes) emergiram
como novas opgOes de alvos farmacoldgicos para contracep¢do masculina (O’RAND et al.,

2016). Dentre as moléculas que se encaixam neste perfil, nosso laboratério tem se dedicado ao
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estudo da proteina EPPIN (do inglés, Epididymal protease inhibitor), que é considerada um dos

mais promissores alvos farmacologicos para a contracepcao masculina.

4. EPPIN

A EPPIN é uma proteina rica em residuos de cisteina, contendo dominios inibitérios de
serina-proteases do tipo WFDC (Whey acidic protein-type four disulfide core) e Kunitz nas regides
N-terminal e C-terminal, respectivamente (Figura 5A, B). O gene EPPIN esté localizado no
cromossomo 20, regido 20g12-q13 humano e codifica uma proteina de secrecao de 133 residuos
de aminoacidos, cuja expressao é dependente de androgénio (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 et al., 2005).

Estudos de expressdo génica em humanos e roedores revelaram que a EPPIN é
abundantemente expressa no testiculo e epididimo, como produto de secrecdo das células de
Sertoli e epiteliais, respectivamente (SIVASHANMUGAM et al.,, 2003; SILVA et al.,, 20123;
MARIANI et al., 2020). Vale destacar que embora o testiculo e o epididimo sejam os sitios de
maior expresséao da EPPIN, ela também foi detectada em outros 6rgaos reprodutivos, como ducto
deferente e glandula seminal em ratos e camundongos (SILVA et al., 2012a; MARIANI et al.,
2020) e alguns nao-reprodutivos, incluindo a traqueia, em humanos (CLAUSS, 2002), a glandula
adrenal em camundongos (MARIANI et al., 2020) e o cérebro, em ratos (SILVA et al., 2012a).
De maneira interessante, estudos de Western blot utilizando extratos proteicos totais de tecidos
e espermatozoides demonstraram que a EPPIN se apresenta em diferentes massas moleculares
aparentes, provavelmente devido as suas propriedades fisico-quimicas (p.ex., alto ponto
isoelétrico), processamento diferencial da forma inteira e secretada (sem o peptideo sinal) e
capacidade de formar dimeros e oligbmeros (O’'RAND et al., 2006; O’'RAND et al., 2011). Por
exemplo, um estudo recente do nosso grupo demonstrou a presenca da EPPIN em diferentes
massas moleculares de ~14 e 19 kDa, correspondentes a EPPIN processada (sem o peptideo
sinal) e ndo-processada, respectivamente; dimero (~28-38 kDa) e oligdbmero (~39-65 kDa) em

extratos proteicos totais de testiculo, epididimo e espermatozoides epididimarios de
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camundongos (MARIANI et al., 2020). Esses dados reforgcam a alta complexidade estrutural da
EPPIN, o que influencia no seu carater multifuncional.

Diversos estudos confirmaram a presenca da EPPIN em células da linhagem
espermatogénica e na superficie de espermatozoides epididimarios e ejaculados, o que sugere
seu envolvimento em eventos relacionados a funcédo espermatica (RICHARDSON et al., 2001;
SIVASHANMUGAM et al., 2003; GUO & WANG, 2005; WANG et al., 2007; SILVA et al., 2012a;
MARIANI et al., 2020). Nesse contexto, dados do nosso grupo demonstraram que a distribuicéo
da EPPIN na superficie do espermatozoide variou conforme seu transito pelo epididimo de ratos
e camundongos, sendo mais abundante em espermatozoides maduros coletados das regides
mais distais do 6rgéo (corpo e cauda), indicando uma relacdo entre a maturagdo espermatica
pés-testicular e a dindmica da localizacdo da EPPIN no espermatozoide maduro (SILVA et al.,
2012b; MARIANI et al., 2020). Vale salientar, entretanto, que as fun¢des da EPPIN em eventos
associados a maturacdo espermatica, bem como sua estabilidade relativa no espermatozoide
durante a capacitacdo ainda permanecem obscuros.

A EPPIN possui atividade bactericida, fornecendo protecdo ao espermatozoide contra
ameacas patogénicas durante sua jornada pelo trato reprodutor feminino (YENUGU et al., 2004;
MCCRUDDEN et al., 2008), e inibidora de serino-proteases, como a PSA, enzima de origem
prostatica envolvida na liguefacao do sémen de primatas apoés a ejaculacdo (WANG et al., 2007).
Além disso, a EPPIN presente na superficie do espermatozoide humano atua como elemento
central de interagdo com outras proteinas de interagdo com o espermatozoide: lactotransferrina
(LTF), clusterina (CLU) e, ap0s a ejaculacdo com a semenogelina-1 (SEMG1), formando um
complexo multiproteico conhecido como EPPIN protein complex— EPC (WANG et al., 2007,

SILVA et al., 2012b; SILVA et al., 2013).



38

PRIMATAS
NAO-HUMANOS

A PRIMATAS ROEDORES

Dominio WFDC Dominio Kunitz

s @

N Adaptado de Shan et al., 2019 J K Adaptado de Shanetal., 2019/

REGIAO REGIAO
Homo sapiens mgssgllsllvl£fvllanvgqgPGLTDWLFPRRCPKIREECEFQERDVCTKDRQCQDNKKCCVFSCGKKCLDLKQ 74
Gorilla gorila mgssgllsllvlfvllvnvqgPGLTDWLFPRRCPKIREECEFQERDVCTKDRQCQODNKKCCVFSCGKKCLDLKQ 74
—  Macaca mulatta mgssgllsllvlfillvnvqgPGLTDWLFPRRCPTIREECEFRERDVCTRHRQCPDNKKCCVFSCGKKCLDLKQ 74
Pan troglodytes mgssgllsllvlfvllanvgqgPGLTDWLFPRRCPKIREECEFQERDVCTKDRQCQODNKKCCVFSCGKKCLDLKQ 74
Rattus norvegicus mkfsrfvsilvlfglltkvqgPSLTDFLFPRRCPRFREECEHRERDLCTRDRDCQKREKCCIFSCGKKCLNPQQ 74
Mus musculus mklsgfvsilvlfgllarvgqgPSLADLLFPRRCPRFREECEHQERDLCTRDRDCPKKEKCCVFNCGKKCLNPQQ 74
Homo sapiens DVCEMPKETGPCLAYFLHWWYDKKDNTCSMFVYGGCQGNNNNFQSKANCLNTCKNKRFP- 133
Gorilla gorila DVCEMPKETGPCLAYFLRWWYDKKNNSCSMFVYGGCQGNNNNFQSKANCLNTCRNKRFP- 133
Macaca mulatta DVCEMPNETGPCLAFFIRWWYDKKNNTCS TFVHGGCQGNNNNFQSEANCLNTCKNKRFP- 133
Pan troglodytes DVCKMPKETGPCLAYFLRWWYDKKNNTCSMFVYGGCQGNNNNFQSKANCLNTCKNKRFP- 133 -
Rattus norvegicus DICSLPKDSGYCMAYFRRWWFNKENSTCQVFIYGGCQGNNNNFQSQSICONACEKKSSLT 134
Mus musculus DICSLPKDSGYCMAYFPRWWYNKKNGTCQLFIYGGCQGNNNNFQSQSICONACEKKSNST 134

o :

Yenugu et al., 2004 Wang et al., 2007 O'Rand etal.,

Antividade Modula a Regula a motilidade
bactericida atividade da PSA espermatica

Figura 5. EPPIN: Aspectos estruturais e funcionais. (A, B) Alinhamento da sequéncia primaria da
EPPIN de primatas, primatas ndo-humanos e roedores. Nimeros de acesso NCBIl: Homo sapiens:
NP_065131; Gorilla gorilla: XP_004062305; Pan troglodytes: BAK61916; Macaca mulatta: NP_001028013;
Mus musculus: NP_083601; Rattus norvergicus: NP_001102927. Os dominios WFDC e Kunitz estdo
sublinhados com linha continua e pontilhada, respectivamente. Estrutura de modelagem homdloga de
EPPIN ap6s simulacéo por dindmica molecular. Modelo de homologia do dominio N-terminal (23-74 — lado
esquerdo) e dominio C-terminal (75-133 — lado direito) em EPPIN proteina (ligagdes dissulfeto sao
destacadas como bastdes. Adaptado de Shan et al., 2019. (C) Funcdes fisiolégicas da EPPIN: Alta
atividade bactericida, atua como moduladora da atividade proteolitica da PSA e também regula a
motilidade espermatica.
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A interacdo da EPPIN com a SEMG1, proteina mais abundante do plasma seminal, na
superficie do espermatozoide promove inibicdo temporaria da motilidade espermatica apos a
ejaculacdo (O'RAND et al., 2011) (Figura 5C). A SEMG1 também atua como fator inibitorio da
capacitacdo espermatica, atuando no controle temporal fino da funcéo espermatica e garantindo
gue o gameta masculino conserve energia e alcance seu apice funcional no momento adequado
(DE LAMIRANDE et al., 2001; O'RAND et al., 2004). Dados recentes demonstraram que em
camundongos, a EPPIN interage com uma proteina do plasma seminal conhecida como a SVS2,
ortéloga a SEMG1 no homem, dando suporte a hipotese que a EPPIN possui fungdes
conservadas tanto em humano quanto em camundongo (MARIANI et al., 2020). Esses resultados
demonstram que a interagdo EPPIN-SEMG1 ou EPPIN-SVS2 na superficie espermatica € um
evento essencial para a fertilidade.

Em conjunto, esses resultados demonstram que a EPPIN é uma proteina multifuncional do
trato reprodutor masculino, apresentando papéis em fun¢des imunoldgicas e reprodutivas. Tanto
SEMG1 quanto SVS2 inibem a capacitacdo, hiperativacdo e reagdo acrossémica enquanto
permite a sobrevivéncia do espermatozoide no utero (DE LAMIRANDE et al., 2001; SAKAGUCHI
et al., 2020). Consistentemente, diferentes polimorfismos de nucleotideo Unico nos genes
SEMG1 e EPPIN humana estdo associadas com risco de infertilidade idiopatica em homens com
baixo parametros de motilidade (DING et al., 2010a; DING et al., 2010b).

O bloqueio da EPPIN na superficie do espermatozoide de primatas com anticorpos anti-
EPPIN, que reconhecem epitopos no dominio Kunitz da proteina, mimetizaram o efeito da
SEMG], resultando na inibicdo da motilidade espermatica (O’RAND et al., 2004). Este estudo
revelou dois epitopos com potencial contraceptivo: um presente no dominio WFDC (sequéncia
2QGPGLTDWLFPR?®) e outro no dominio Kunitz (sequéncia 1’ TCSMFVYGGCQGNNNNFQ?18)
(O’'RAND et al., 2004). De fato, estudos in vitro revelaram que o anticorpo anti-EPPIN S21C, que
reconhece epitopo na regido C-terminal da proteina (dominio Kunitz; Figura 5B), inibiu a
motilidade do espermatozoide humano (MARTINEZ et al., 2008; O’'RAND et al., 2009). O mesmo
anticorpo também competiu com a SEMGL1 pela ligagdo a EPPIN, indicando que o dominio Kunitz
da EPPIN possui sequéncias comuns de interagcdo com a SEMG1 e com o anticorpo anti-EPPIN

S21C (O’RAND et al., 2011). Esses resultados reforcaram o principio de que a EPPIN pode ser
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explorada como alvo para o desenho racional de farmacos espermostaticos, que atuem
mimetizando as acbes da SEMGL1 e, consequentemente, inibindo a motilidade espermatica. De
fato, a EPPIN vem sendo investigada para o desenvolvimento de moléculas organicas de baixo
peso molecular, como os compostos B4 e EP055, cuja interacdo com essa proteina acarretou
na inibicdo da motilidade espermatica in vitro (O’'RAND et al., 2009, 2016).

Mais recentemente, estudos de bioinformatica utilizando a EPPIN humana inteira indicaram
gue aminoacidos presentes na regiao N-terminal da EPPIN, como Arg32 e Arg33, poderiam estar
envolvidas na interagcdo com a SEMGL1 e intera¢des intramoleculares com o dominio Kunitz e
WFDC (SHAN et al., 2019). Isso demonstra que ambos os dominios, WFDC e Kunitz, podem
desempenhar papéis complementares ou diferentes na fungdo da EPPIN como elemento
modulador da motilidade espermatica. Esta hipétese tem suporte em outros achados que
demonstraram a atividade bactericida da EPPIN recombinante inteira € maior do que seus
dominios isolados (MCCRUDDEN et al., 2008). Em paralelo, a atividade inibitéria da elastase foi
observada apenas no dominio Kunitz e com a EPPIN inteira, mas ndo no dominio WFDC
(YENUGU et al., 2004; MCCRUDDEN et al., 2008). Porém, as contribui¢des relativas da EPPIN
e seus dominios sobre a regulacéo da motilidade espermatica ainda precisam ser determinadas.

Apesar desses avangos, aspectos do mecanismo de acdo da EPPIN em eventos de
espermaticos, como motilidade e hiperativacdo, bem como na maturacao pés-testicular ainda
séo pouco conhecidos. Nesse contexto, melhorar o conhecimento acerca dos mecanismos pelos
quais a EPPIN modula a fungcdo espermatica é fundamental para avancar no seu
desenvolvimento como alvo para contracepcdo masculina. Nesse contexto, exploramos o
camundongo como modelo experimental para investigarmos o papel dos dominios WFDC e
Kunitz da EPPIN em eventos associados a motilidade e capacitacdo espermatica, bem como o
impacto dos eventos de maturacdo poés-testicular sobre a expressao e distribuicdo celular da

EPPIN.
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OBJETIVOS
1. Objetivo geral
Investigar o papel dos dominios WFDC e Kunitz da EPPIN em eventos associados a
motilidade a capacitagdo esperméatica, bem como o impacto dos eventos de maturacdo pos-

testicular sobre a expresséo e distribuicao celular da EPPIN.

2. Objetivos especificos

e Determinar o efeito do transito epididimario e capacitacdo espermatica in vitro sobre a
localizagédo estabilidade relativa da EPPIN no espermatozoide murino.

e Avaliar se a incubacgdo de espermatozoides murinos com anticorpos anti-EPPIN S21C,
F21C e Q20E altera os padrdes de motilidade ativada e hiperativada.

e Avaliar se a incubagéo de espermatozoides murinos com anticorpos anti-EPPIN S21C e
Q20E modifica os niveis intracelulares de AMPc induzidos pela capacitacao.

¢ Investigar se a incubagéo de espermatozoides murinos com anticorpos anti-EPPIN S21C
e Q20E reduz os niveis de fosforilagdo da proteina quinase A (PKA) induzida pela

capacitagao.
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Differential effects of antibodies mapping EPPIN N-terminal and C-terminal sequences on

the regulation of mouse sperm motility

Abstract

EPPIN is a sperm-binding protein displaying an N-terminal WFDC domain and a C-terminal Kunitz
domain. Ligands targeting the EPPIN Kunitz domain inhibited sperm motility, thus validating
EPPIN as an attractive drug target for non-hormonal male contraception. Nevertheless, little is
known on the relative contributions of EPPIN WFDC and Kunitz domains to the regulation of
sperm function. This study reports that anti-EPPIN antibodies mapping epitopes in WFDC (Q20E
antibody) and Kunitz (S21C and F21C antibodies) domains differentially modulated mouse sperm
motility in vitro. We detected EPPIN in mouse sperm soluble fraction, membrane enriched-
fraction, and in association with cytoskeleton structures. S21C, but not F21C antibody (0.4
mg/ml), inhibited sperm progressive and hyperactivated motility in a time-dependent manner.
S21C antibody impaired kinematic parameters describing progressive (VSL, VAP, and STR) and
vigorous sperm movements (VCL, ALH, and LIN). Conversely, Q20E antibody (0.6 mg/ml)
induced mild inhibition of progressive motility and kinematics parameters (VAP, VCL, and ALH).
We conclude that the EPPIN Kunitz domain plays key roles in regulating mouse sperm motility
and hyperactivation, and its WFDC domain may contribute to these effects. These findings may

contribute to male contraceptive drug design targeting EPPIN.
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Introduction

Sperm-binding proteins with essential roles in sperm function are promising targets for non-
hormonal, fast-onset, loss-of-function male contraceptive drug development. Due to its druggable
properties and involvement in the regulation of sperm motility, the cysteine-rich protein EPPIN
(Epididymal protease inhibitor) is a compelling sperm target for male contraception®3,

EPPIN contains two protease inhibitor-type domains in its primary sequence: a WFDC
(Whey-acidic protein four-disulfide core) domain in the N-terminal region and a Kunitz domain in
the C-terminal region. In different mammalian species, including man and mouse, EPPIN
expression is mainly detected, albeit not limited, to the testis and epididymis*® .EPPIN is found
in the head and flagellum of mature spermatozoa, where it acts as a central nod for protein-
protein interactions that regulate sperm function upon ejaculation”*°, EPPIN binds to the semen
coagulum protein semenogelin-1 (SEMG1) in human spermatozoa, yielding a temporary loss of
sperm progressive motility upon ejaculation'**°, Similarly, EPPIN is a docking site for the seminal
vesicle-secreted protein 2 (SVS2), a SEMG1 ortholog, in mouse spermatozoa, supporting the
hypothesis that EPPIN roles on sperm function are conserved between humans and mice®.
Human SEMG1 and mouse SVS2 inhibit sperm capacitation, hyperactivation, and acrosome
reaction while promoting sperm survival in the uterus!!'®, These results indicate that EPPIN
binding is a crucial event for the modulation of sperm function by SEMG1 and SVS2 alike.
Consistently, different single nucleotide polymorphisms in the human EPPIN gene have been
associated with decreased or increased risk of idiopathic infertility in men with poor semen
parameters?®.

The demonstration that active immunization of male monkeys with recombinant human
EPPIN resulted in high anti-EPPIN antibody titers, leading to effective and reversible male
infertility triggered its development as a contraceptive drug target!’. Further studies showed that
contraceptive anti-EPPIN antibodies and SEMG1 possess overlapping binding sites in the
EPPIN Kunitz domain'®1%1%1 We previously demonstrated that the sequence Tyr107-Phel17 in
the EPPIN Kunitz domain contains critical residues for SEMG1 binding and regulation of sperm

motility'®1%1 This knowledge facilitated the design of experimental small organic ligands targeting
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the EPPIN C-terminus, such as the compound EPO055, which showed sperm motility inhibitory
activity in both in vitro and in vivo models®.

More recently, bioinformatics studies using full-length human EPPIN homology models
indicated that amino acid residues in EPPIN N-terminus, such as Arg32 and Arg33, could be
involved in both SEMG1 binding and intramolecular interactions between the Kunitz and WFDC
domains’. These findings are in agreement with observations that both EPPIN WFDC and Kunitz
domains play differential roles in EPPIN functions. For instance, the EPPIN Kunitz domain, but
not its WFDC domain, inhibited neutrophil elastase and serine protease prostate-specific antigen
(PSA)®, whereas both domains contributed to its antimicrobial activity 2223, Nevertheless, the
relative contributions of EPPIN WFDC and Kunitz domains to the regulation of sperm function
are yet to be determined.

Here, we report that different anti-EPPIN antibodies mapping to epitopes in EPPIN N-
terminal (Q20E antibody) and C-terminal (S21C and F21C antibodies) sequences differentially
modify mouse sperm motility and capacitation parameters. We show that S21C, but not F21C
antibody inhibited mouse sperm motility (progressive and hyperactivated) and kinematics
parameters describing both progressive (VSL, VAP, and STR) and vigorous (VCL, ALH, and LIN)
movements in a time-dependent manner. On the other hand, Q20E antibody showed mild effects
on progressive motility and sperm kinematics parameters. Altogether, our results shed new light
on the roles played by EPPIN domains in regulating sperm function, thus contributing to its

development as a contraceptive drug target

Results

EPPIN is differentially associated with sperm surface and cytoskeleton structures during post
testicular maturation

Using rodent models (rats and mice), we previously demonstrated that EPPIN distribution
dynamically changes in sperm head and flagellum during epididymal transit®°. Here, we took a
step further by investigating EPPIN compartmentalization in spermatozoa during two different

stages of post-testicular: epididymal maturation and capacitation.
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Our Western blot results showed a differential EPPIN expression pattern in Triton X-100
soluble (S) and insoluble (P) fractions from spermatozoa isolated from different epididymal
regions (Fig. 1a). Using anti-EPPIN Q20E antibody, which maps the sequence GIn20-Glu39 in
the EPPIN N-terminal region (Table 1), we observed two EPPIN-positive immunoreactive bands
with apparent molecular masses of ~14 kDa and ~28 kDa in the S fraction of spermatozoa
isolated from caput, corpus, and cauda epididymidis (Fig. 1a). We observed a different band of
~19 kDa band and higher bands in the range of ~47-65 kDa in the P fraction of spermatozoa
isolated from corpus and cauda epididymidis, but not from caput region (Fig. 1a). We observed
similar results when samples were processed for SDS-PAGE in non-reducing conditions
(Supplementary Fig. S1 online). Moreover, capacitation in vitro using spermatozoa isolated from
the cauda epididymidis did not affect the pattern of EPPIN-positive immunoreactive bands in
comparison to non-capacitated spermatozoa (Supplementary Fig. S1 online). We detected no
immunoreactive bands when experiments were performed using anti-EPPIN Q20E antibody pre-
adsorbed with recombinant EPPIN (Fig. 1a and Supplementary Fig. S1 online).

To better define the presence of EPPIN in sperm subcellular compartments, we obtained
subcellular fractions of cauda epididymis spermatozoa by cell fractionation®*.Consistent with our
previous findings, Western blot analysis using TE buffer-soluble fraction (S10) revealed two
major EPPIN-positive immunoreactive bands with apparent molecular masses of ~14 and ~28
kDa, as well as a faint band of ~47 kDa (Fig. 1b). In parallel, we observed four bands with
apparent molecular masses of ~14, ~19, ~47, and ~65 kDa in the TE buffer-insoluble fraction
(P10), which contains sperm organelles and flagellum-associated proteins?* (Fig. 1b).
Ultracentrifugation of the S10 fraction (100,000 x g) resulted in the P100 and S100 fractions,
containing mostly membranes and soluble proteins, respectively?*. We observed that both ~14
and ~28 kDa bands remained in the S100 fraction, while the ~47 kDa band was found in S100

and P100 fractions (Fig. 1b).
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Figure 1. Impact of post-testicular maturation on EPPIN expression in mouse spermatozoa. (a)
EPPIN expression in Triton X-100 insoluble (P) and soluble (S) fractions of spermatozoa isolated from
caput (including the initial segment, Cp), corpus (Co), and cauda (Ca) epididymidis by Western blot. ACTB
was used as an endogenous control. Negative control (=) was performed with primary antibody pre-
adsorbed with recombinant EPPIN. (b) EPPIN expression in subcellular fractions of spermatozoa isolated
from the cauda epididymis. P10 and S10 indicate TE buffer soluble and insoluble fractions, respectively,
after centrifugation. P100 and S100 indicate S10 soluble and insoluble fractions after ultracentrifugation.
Membranes were probed with Q20E antibody. Arrows indicate EPPIN-positive immunoreactive bands. MW
indicates a standard protein ladder (kDa). (c) EPPIN-positive immunostaining in non-capacitated and
capacitated mouse spermatozoa. Immunofluorescence experiments were performed in the presence or
absence of saponin to obtain permeabilized (left panel) and non-permeabilized (right panel) spermatozoa.
EPPIN-positive-immunostaining was detected on the head (arrowhead), midpiece (white arrow), and
principal piece (yellow arrow) of the flagellum. Cell nuclei were stained with DAPI in blue. Merg: Merged;
PhC: Phase contrast. Scale bar: 50 ym. Results are representative of independent experiments performed
with samples from 5 (A) and 3 (B, C) mice.

Next, we evaluated the relative stability of EPPIN in spermatozoa during capacitation.
Immunofluorescence assays showed a similar pattern of EPPIN-positive immunostaining in both
saponin-permeabilized and non-permeabilized spermatozoa, thus confirming the presence of
EPPIN on the sperm surface (Fig. 1c). Most non-capacitated spermatozoa displayed EPPIN-
positive immunostaining in the anterior acrosome and equatorial segment of the head (Fig. 1c).
We further observed EPPIN-positive staining in the midpiece (greater intensity) and principal

piece (lower intensity) of the flagellum of non-capacitated spermatozoa (Fig. 1c). This pattern of
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EPPIN-positive immunostaining was similar in capacitated spermatozoa regardless of cell
permeabilization with saponin (Fig. 1c). We obtained similar results when saponin-permeabilized
and non-permeabilized spermatozoa were stained with anti-EPPIN S21C and F21C antibodies,
which map the sequence Phe90-Cys110 and Ser103-Cys123 in the EPPIN C-terminal region,
respectively (Table 1, Supplementary Fig. S2 online). No immunostaining was observed in
negative controls performed in the absence of primary antibodies (Supplementary Fig. S1
online). These results demonstrated that Q20E, S21C, and F21C epitopes are available for
antibody binding on the mouse sperm surface and that EPPIN remains in capacitated

spermatozoa.

Antibodies mapping epitopes in EPPIN WFDC (N-terminal) and Kunitz (C-terminal) domains
differentially inhibited mouse sperm motility

We investigated the effects of three anti-EPPIN antibodies mapping distinct epitopes in
EPPIN C-terminal (containing the Kunitz domain; F21C and S21C antibodies) and N-terminal
(containing the WFDC domain; Q20E antibody) regions on mouse sperm motility. For that, we
incubated spermatozoa isolated from the cauda epididymis in the presence of pre-immune serum
(PIS, contral) or the different anti-EPPIN antibodies and evaluated their motility parameters after
30, 60, and 120 min by computer-assisted sperm analysis (CASA).

F21C antibody (0.4 mg/ml) did not affect any motility parameter, except by an increase in
progressive motility 60 min (>31%, p=0.041) after incubation (Supplementary Fig. S3 online).
We observed that S21C antibody (0.4 mg/ml) inhibited motility 60 min (<25%, p=0.005) and 120
min (<25%, p=0.011) after incubation in comparison to PIS control (Fig. 2a). S21C antibody
further inhibited progressive motility, which manifested earlier at 30 min (<40%, p=0.009) and
persisted until 60 min (<40%, p=0.003) after incubation (Fig. 2a). These results were consistent
with a readily detectable reduction on the length of sperm tracks in S21C antibody-treated
samples in comparison to PIS control (Supplementary Fig. S4 online, Supplementary Videos S1
and S2 online). Moreover, S21C antibody inhibited hyperactivated motility at 120 min (<85%,
p=0.002) (Fig. 2a). To address whether S21C-induced inhibition of sperm motility was dependent

on bivalent or monovalent interaction with its epitope, we incubated mouse spermatozoa with
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S21C antibody Fab fragments [S21C(Fab)]. We observed that S21C(Fab) (0.5 mg/ml) inhibited

sperm motility (30 min: <29%, p=0.0002; 60 min: <43%, p=0.001; and 120 min: <57%, p=0.0001)
and progressive motility (30 min: <55%, p<0.004; 60 min; <58%, p=0.032; and 120 min: <74%,
p=0.001) at all time-points analyzed in comparison to control samples incubated with normal
rabbit 1IgG Fab fragments [IlgG(Fab)] (Fig. 2b, Supplementary Videos S3 and S4 online).
Consistently, S21C(Fab) inhibited hyperactivated motility at 120 min (<71%, p=0.018) after
incubation (Fig. 2B).

Regarding Q20E antibody (0.4 mg/ml), which maps an epitope in EPPIN N-terminal region,
we observed no effect on sperm motility at any time-point analyzed (Supplementary Fig. S5
online). At a higher concentration (0.6 mg/ml), however, Q20E induced milder effects on sperm
motility. Thus, we choose 0.6 mg/ml Q20E antibody for further analyzes. Q20E antibody (0.6
mg/ml) did not change sperm motility in comparison to PIS control, except by an inhibition of
progressive motility at 30 min (<37%, p=0.008) and 60 min (<49%, p=0.014) after incubation
(Fig. 2c, Supplementary Video S5 online). On the other hand, Q20E Fab fragments [Q20E(Fab),
0.6 mg/ml] inhibited both motility (60 min: <26%, p=0.023; and 120 min: <35%, p=0.005) and
progressive motility (60 min: <38%, p=0.021; and 120 min: <41%, p=0.010) at 60 min and 120
min after incubation (Fig. 2d, Supplementary Video S6 online). Neither Q20E antibody nor

Q20E(Fab) affected hyperactivated motility (Fig. 2c-d).
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Figure 2. Effects of anti-EPPIN S21C and Q20E antibodies on mouse sperm motility. (a, b) Motility
of spermatozoa incubated with S21C antibody (0.4 mg/ml), or its Fab fragment [S21C(Fab), 0.5
mg/ml]. (c, d) Motility of spermatozoa incubated with Q20E antibody (0.6 mg/ml), or its Fab
fragment [Q20E(Fab), 0.6 mg/ml]. Spermatozoa incubated with pre-immune serum (PIS) or
normal rabbit IgG Fab fragments [IgG (Fab)] under the same conditions were used as controls.
Sperm motility was evaluated 30, 60, and 120 min after incubation. *Indicates statistically different
from control groups (p<0.05; Student t-test). Percentage data were converted to arcsine square-
root values before statistical analysis. Results represent mean + SEM from independent
experiments performed with samples from 4-5 mice.
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Antibodies mapping epitopes in EPPIN WFDC (N-terminal) and Kunitz (C-terminal) domains

differentially modulated mouse sperm kinematics parameters

Next, we evaluated the effects of anti-EPPIN antibodies on sperm kinematics parameters
driving progressive (VAP, VSL and STR) and vigorous (VCL, ALH and LIN) movements. F21C
antibody did not change sperm kinematics parameters, except by an increase in VSL (>31%,
p=0.046) and STR (>37%, p=0.045) at 120 min only (Supplementary Fig. S3 online). Conversely,
S21C antibody inhibited VSL at 30 min (<40%, p=0.016) and both VSL and VAP at 60 min (VSL:
<35%, p=0.020, VAP: <28%, p=0.036) after incubation (Fig. 3a). S21C-induced inhibition of VAP,
but not VSL persisted at 120 min (<26%, p=0.047). At this later time-point, S21C antibody further
increased STR (>78%, p=0.002) (Fig. 3a). Incubation of spermatozoa with S21C(Fab) induced
similar outcomes on VAP (60 min: <30%, p=0.033; 120 min: <37%, p=0.003), VSL (30 min:
<35%, p=0.046; 60 min: <40%, p=0.048, 120 min: <33%, p=0.048), but did not affect STR (Fig.
3b).

Kinematics parameters associated with vigorous sperm motility were also affected by S21C
antibody, as demonstrated by a decrease in VCL and ALH at 60 min (VCL: <30%, p=0.039, ALH:
<32%, p=0.045) and 120 min (VCL: <26%, p=0.043, ALH: <31%, p=0.045), in parallel to an
increase in LIN at 120 min (>64%, p=0.001) after incubation (Fig. 3a). S21C(Fab) induced a
similar decrease in ALH at all time-points (30 min: <18%, p=0.039; 60 min: <24%, p=0.033, 120
min: <37%, p=0.0002) and in VCL at 120 min (<38%, p=0.003) after incubation (Fig. 3b).
However, S21C(Fab) decreased LIN at 30 min (<21%, p=0.048) after incubation but not at later

time-points (Fig. 3b).
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Figure 3. Effects of anti-EPPIN S21C antibody on mouse sperm kinematics parameters. (a)
Kinematics parameters of spermatozoa incubated with S21C antibody (0.4 mg/ml). (b) Kinematics
parameters of spermatozoa incubated with S21C Fab fragment [S21C(Fab)] (0.5 mg/ml).
Spermatozoa incubated with pre-immune serum (PIS) or normal rabbit IgG Fab fragments [IgG
(Fab)] under the same conditions were used as controls. Kinematics parameters were evaluated
30, 60, and 120 min after incubation. VAP: average path velocity, VSL: straight-line velocity, STR:
straightness, VCL: curvilinear velocity, ALH: amplitude of lateral head displacement, and LIN:
linearity. *Indicates statistically different from control groups (p<0.05; Student t-test). Percentage
data were converted to arcsine square-root values before statistical analysis. Results represent
mean + SEM from independent experiments performed with samples from 4-5 mice.



52

VAP VSL STR (VSL/VAP)
150 * 100 100 *
- 78 mPIS
100 = TN - - A Q20E
w (] a [22] L[] »
E a [] E 50 - . - - PSS 50 n =
>3 a3
0 r T T 0 r r r 0 . x .
30 60 120 30 60 120 30 60 120
Time (min) Time (min) Time (min)
VCL ALH LIN (VSL/VCL)
3007 _* 251 _* * 60 =
. 20
& 200 5 i . . 15 = N 40
£ . 2 . 5 e X 2 =1 x
Z100 k- i : ’ 2
5
04 T T T 0 - . T 04 T . v
30 60 120 30 60 120 30 60 120
Time (min) Time (min) Time (min)
b
VAP VSL STR (VSL/VAP)
150 100 100
e m |gG(Fab)
100 . . = 75 o W 75 o= e Q20E(Fab)
2 [ 0 - L] - [ P
£ . . = £ 504 |"|[*] | o x50 "I[¢
= % =2
0 25 ﬂ ﬂ 25
04 T T T 04 T . T 04 . . x
30 60 120 30 60 120 30 60 120
Time (min) Time (min) Time (min)
VCL ALH LIN (VSL/VCL)
300 25 * 60
. 20
® 200 . i y 15] o= : . 404 & i
£ o . ° 5 . o R "
=100 10 3 20 .
5
0- r r T 04 T r T 04 T v v
30 60 120 30 60 120 30 60 120
Time (min) Time (min) Time (min)

Figure 4. Effects of anti-EPPIN Q20E antibody on mouse sperm kinematics parameters. (a)
Kinematics parameters of spermatozoa incubated with Q20E antibody (0.6 mg/ml). (b)
Kinematics parameters of spermatozoa incubated with Q20E Fab fragment [Q20E(Fab)] (0.6
mg/ml). Spermatozoa incubated with pre-immune serum (PIS) or normal rabbit IgG Fab fragments
[lgG(Fab)] under the same conditions were used as controls. Kinematics parameters were
evaluated 30, 60, and 120 min after incubation. VAP: average path velocity, VSL: straight-line
velocity, STR: straightness, VCL: curvilinear velocity, ALH: amplitude of lateral head
displacement, and LIN: linearity. *Indicates statistically different from control groups (p<0.05;
Student t-test). Percentage data were converted arcsine square-root values before statistical
analysis. Results represent mean £ SEM from independent experiments performed with samples
from 4-5 mice.

Consistent with the effects induced in sperm progressive motility, Q20E antibody decreased
VAP (<19%, p=0.022) and increased SRT (>17%, p=0.044) at 30 min and 120 min after

incubation, respectively (Fig. 4a). We further observed that Q20E antibody decreased VCL at 30



53
min (<20%, p=0.022) and ALH at 30 min (<23%, p=0.006) and 60 min (<19%, p=0.048) after

incubation (Fig. 4a). Moreover, Q20E antibody induced a later increase in LIN at 120 min (>20%,
p=0.044) (Fig. 4a). Q20E(Fab), however, did not reproduce the effects of Q20E antibody on
sperm kinematics parameters; we did not observe any effect of Q20E(Fab), except a decrease
in ALH (<17%, p=0.026) at 120 min after incubation (Fig. 4b).

The negative impact of S21C antibody on sperm motility and kinematic parameters caused
a ~2-fold decrease in the normalized index of relative motility inhibition (RMI), which correlates
sperm motility and VSL?, at 30 min (p=0.037) and 60 min (p=0.001) (Fig. 5a). Moreover, S21C
antibody induced a ~2-fold decrease in the normalized DANCE, which correlates VCL and ALH?®
at 60 min (p=0.001) and 120 min (p=0.003) (Fig. 5a). We obtained similar results when
spermatozoa were incubated with S21C(Fab), which decreased normalized RMI at all time-
points (30 min: <2-fold, p=0.012, 60 min: <3-fold, p=0.009, and 120 min: <5-fold, p<0.0001) and
normalized DANCE at 60 min (<2-fold, p=0.037) and 120 min (<3-fold, p=0.003) (Fig. 5b).
Regarding Q20E antibody, we observed no effects on normalized RMI, while normalized DANCE
was decreased 30 min (<1.6-fold, p=0.011) after incubation, an effect that did not persist at later
time-points (Fig. 5¢). On the other hand, Q20E(Fab) induced a decreased in normalized RMI
(<1.7-fold, p=0.004) and normalized DANCE (1.4-fold, p<0.0009) at 120 min after incubation

(Fig. 5d).
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Figure 5. Effects of anti-EPPIN S21C and Q20E antibodies on motility indexes measuring
progressive (RMI) and vigorous (DANCE) movements in mouse spermatozoa. (a, b) Normalized
RMI and normalized DANCE of spermatozoa incubated with S21C antibody (0.4 mg/ml), or its
Fab fragment [S21C(Fab), 0.5 mg/ml]. (c,d) Normalized RMI and normalized DANCE of
spermatozoa incubated with Q20E antibody (0.6 mg/ml), or its Fab fragment [Q20E(Fab), 0.6
mg/ml]. Spermatozoa incubated with pre-immune serum (PIS) or normal rabbit IgG Fab fragments
[IlgG(Fab)] under the same conditions were used as controls. Normalized RMI and normalized
DANCE were calculated using sperm motility data acquired 30, 60, and 120 min after incubation.
Normalized RMI was calculated as (%motility*VSL of sample/%motility*VSL of control).
Normalized DANCE was calculated as (VCL*ALH of sample/VCL*ALH of control). *Indicates
statistically different from PIS group (p<0.05; Student t-test). Results represent mean £ SEM from
independent experiments performed with samples from 4-5 mice.
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Discussion

Pharmacological approaches targeting EPPIN have the potential to generate a novel class
of on-demand, fast-onset, non-hormonal male contraceptive drugs with sperm motility inhibitory
activity2. Previous studies have established that the EPPIN C-terminal region, containing the
Kunitz domain, provides a binding surface for SEMG1 on human spermatozoa, resulting in
transient inhibition of progressive motility after ejaculation”1°1, For this reason, studies on EPPIN
ligands as sperm maotility inhibitors are based on compounds that bind to the EPPIN Kunitz
domain'®12°, Nevertheless, recent studies on full-length EPPIN homology models indicated that
amino acid residues in both WFDC and Kunitz domains may play roles in EPPIN interaction with
SEMGL1 and its small molecular weight ligand EP055, suggesting that EPPIN N-terminal and C-
terminal regions could contribute to the regulation of sperm motility?*. Using anti-EPPIN
antibodies as pharmacological tools, we showed that the EPPIN Kunitz domain plays a major
role in governing progressive and vigorous movements of mouse spermatozoa, but its WFDC
domain may also contribute to these outcomes. Our study sheds new light on the understanding
of relative contributions of EPPIN WFDC and Kunitz domains on the regulation of sperm motility,
which may contribute to the rational design of EPPIN-binding drugs.

Our previous studies in rats and mice showed that EPPIN localization in spermatozoa
dynamically changes during epididymal maturation, becoming more abundant in the head and
flagellum of spermatozoa isolated from distal regions of the epididymis (corpus and cauda)*®®.
Our results herein support these observations, as we detected EPPIN-positive bands in the
Triton X-100 insoluble and soluble fraction from spermatozoa isolated from the corpus and cauda
epididymidis, but not from the caput region. Moreover, EPPIN-positive immunoreactive bands
were differentially associated with cellular fractions of mouse spermatozoa, suggesting EPPIN
may be involved in different events governing sperm function. The ~19 kDa band was restricted
to the Triton X-100 insoluble fraction from mature spermatozoa, indicating its association with
sperm cytoskeleton and flagellar accessory structures?®. In parallel, we detected EPPIN as a
monomer (~14 kDa band) and dimers (~28 kDa band) in the Triton X-100 soluble fraction

regardless of sperm maturation stage.
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Interestingly, the ~14 kDa and ~28 kDa bands were also present in TE buffer-soluble fraction
(510), suggesting they are soluble proteins and/or associated with the plasma membrane. To
further investigate this possibility, we performed cell fractionation of the S10 fraction from
spermatozoa isolated from the cauda epididymis by ultracentrifugation®. The presence of ~14
kDa and ~28 kDa bands in the S100 fraction indicated that EPPIN monomers and dimers are
either soluble or loosely bound to sperm membranes. Intriguingly, we detected the ~47 kDa
EPPIN-positive immunoreactive band, which likely represents EPPIN oligomers, in the sperm
membrane-enriched fraction (P100), even in the presence of reducing agents. Consistently, we
detected EPPIN-immunopositive staining in non-permeabilized spermatozoa. These findings
show that epididymal maturation but not capacitation influence EPPIN association with different
cellular compartments of mouse spermatozoa. It is worth noting, however, that how EPPIN is
directed to the membrane remains unknown. The nature of the compartmentalized expression
of EPPIN in spermatozoa and its impact on sperm function warrants further investigation.

Acquisition of sperm motility is an essential event for mammalian reproduction?*. In the
clinical scenario, poor sperm motility is a relevant cause of male infertility, which can only be
defeated by assisted reproductive techniques?®. On the other hand, targeting the mechanisms
governing sperm motility offers excellent opportunities for the development of first-in-class male
contraceptives based on loss of sperm function. EPPIN's pivotal role in regulating sperm motility
and EPPIN’s druggable properties became milestones for its development as a male
contraceptive drug target'-?°. In an immunocontraception study, O' Rand et al,2004 demonstrated
that active immunization with human recombinant EPPIN in monkeys resulted in reversible
infertility due to anti-EPPIN antibodies-induced inhibition of sperm motility. Further analyses on
monkey anti-EPPIN contraceptive antibodies led to the identification of two dominant epitopes:
GIn20-Arg32 and Thr102-GIn118, which are part of EPPIN WFDC and Kunitz domains,
respectively?’. Anti-EPPIN antibodies targeting the C-terminal epitope inhibited SEMG1 binding
and human sperm motility?’?8, Whether EPPIN N-terminal region is involved in these events is
still poorly understood.

To gain new insights into the contributions of EPPIN WFDC and Kunitz domains on the

regulation of sperm motility, we investigated the effects of three affinity-purified anti-EPPIN
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antibodies targeting sequences in N-terminal (Q20E) and C-terminal (S21C and F21C)

contraceptive epitopes in mouse spermatozoa. It is worth noting that EPPIN epitopes recognized
by Q20E, S21C, and F21C antibodies are exposed on the sperm surface since our
immunofluorescence experiments showed intense EPPIN-positive immunostaining in the head
and flagellum of non-permeabilized spermatozoa. Our results showed that S21C antibody, but
not F21C antibody, negatively affected mouse sperm motility and kinematics parameters,
confirming the critical roles of the Kunitz domain for the regulation of sperm motility. Given the
differential effects of S21C and F21C antibodies on sperm motility and the partial overlap of their
epitopes, we hypothesized that the sequence GIn111-Asn122 contains the residues critical for
EPPIN control of sperm motility. This hypothesis is supported by: (i) active immunization of male
mice targeting EPPIN Asn113-Asn122 peptide sequence resulted in inhibition of sperm motility
and subfertility?®°, (ii) EPPIN residues Asn114 and Asn116 form hydrogen bonds with both
SEMG1 and the EPPIN ligands B4 and EP055, which possess sperm motility inhibitory activity
121 and (i) EPPIN sequence GIn111-Asn122 is highly conserved among primates and rodents
(Supplementary Fig. S6 online ).

The proper regulation of progressive matility acquisition and its transition to hyperactivated
motility is crucial for sperm fertilization potential®'. Our results showed that the S21C antibody
inhibited both progressive and hyperactivated motility, indicating that it affects signaling
pathways governing these motility patterns. These effects were consistent with S21C-induced
changes in kinematics parameters associated with progressive (VAP, VSL, and STR) and
vigorous (VCL, ALH, and LIN) sperm movements. Interestingly, S21C Fab fragments reproduced
these outcomes, indicating that monovalent binding to its epitope is sufficient to affect sperm
progressive motility and hyperactivated motility. In human spermatozoa, the S21C antibody and
its Fab fragment caused progressive and vigorous motility loss via acidification of intracellular
pH and subsequent decrease in intracellular calcium level?”®. Blocking the S21C epitope likely
induces a similar disruption of signaling pathways regulating intracellular calcium levels in mouse
spermatozoa, impairing both progressive and hyperactivated motility. Future experiments will be
necessary to unravel the underlying molecular mechanisms by which EPPIN controls different

sperm motility patterns.
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Molecular docking studies suggested that SEMG1 and EPO055 interact with EPPIN residue

Arg32 within the Q20E antibody epitope?. In agreement with these observations, we observed
a mild effect of the Q20E antibody and its Fab fragment on progressive motility, indicating that
the sequence GIn20-Glu39 in the EPPIN WFDC domain may also be involved in the effects of
EPPIN ligands on sperm motility. It is worth noting that full-length EPPIN homology modeling
showed that residues in the Q20E epitope (e.g., Pro30, Arg31, and Arg32) form intramolecular
interactions with residues in the S21C epitope (e.g., Asn113, Ans114, and Asn116)?!. Thus, we
hypothesized that blocking the Q20E epitope disrupts the stability and folding of the Kunitz
domain, thus indirectly affecting sperm motility parameters by affecting the folding and stability
of the EPPIN monomer and possibly dimer. Additional experiments will be required to determine
whether the EPPIN WFDC domain acts as an intramolecular chaperone keeping the proper
conformation of the Kunitz domain.

Taken together, we show that both WFDC and Kunitz domains of EPPIN play different roles
in the control of mouse sperm progressive and hyperactivated motility. Although the EPPIN
Kunitz domain possesses residues critically involved in the regulation of sperm motility, at least
some residues in its WFDC domain may facilitate this function. Thus, our results further
underscore that rational drug design of EPPIN ligands with potential contraceptive effect should
consider their ability to interact with residues in both domains. Moreover, our results provide
novel evidence on the functional conservation between human and mouse EPPIN as a key

sperm-binding molecule regulating sperm maotility.

Materials and methods
Reagents and chemicals

Reagents were molecular biology grade purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA) or
Thermo Fisher Scientific (Carlsbad, CA, USA). HTF (human tubal fluid) medium (cat. #90125)
was purchased from Irvine Scientific (Santa Ana, CA, USA). Secondary antibodies were
purchased from Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc. (West Grove, PA, USA).

Animals
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We used C57BL/6 male mice (90-120 days old), purchased from Anilab Laboratory

(Paulinia/SP). We housed the animals under controlled conditions (12 h light/dark cycle, 22—
24°C), with food and water ad libitum. We performed all animal experiments in compliance with
the Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments (ARRIVE) guidelines, the Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals (National Institutes of Health, USA), and the National
Council of Animal Experimentation (CONCEA, Brazil) guidelines for animal care and use of
laboratory animal. Animal procedures were approved by the Research Committee in the Use of

Animals (CEUA), IBB/UNESP (processes #1049 and #1138).

Anti-EPPIN antibodies

Affinity purified rabbit polyclonal anti-EPPIN antibodies mapping N-terminal and C-terminal
sequences of EPPIN used in our analyses (Table 1). Anti-EPPIN S21C and F21C antibodies to
the C-terminal of human EPPIN were kindly provided by Dr. Michael G. O'Rand, the University
of North Carolina at Chapel Hill (UNC), USA. Anti-EPPIN Q20E polyclonal antibody to the N-
terminal of murine EPPIN was produced by GenScript Inc. (USA). S21C and Q20E Fab
fragments were produced by incubating their respective IgGs with papain using standard
protocols (RheaBiotech, Brazil). We dialyzed anti-EPPIN antibodies against sperm culture media

before all experiments.

Isolation of mouse epididymal spermatozoa

We collected spermatozoa from mouse caput (including the initial segment), corpus, and
cauda epididymidis. We euthanized the animals by cervical dislocation and dissected their
epididymides. We transferred epididymal regions to 12-well culture plates containing pre-warmed
HTF or TYH (100 mM NaCl, 4.7 mM KCI, 1.2 mM KH2PO4, 1.2 mM MgSO., 5.5 mM glucose, 0.8
mM pyruvic acid, 1.7 mM CaCl, and 20 mM HEPES, pH 7.2-7.4) medium. Each epididymal
region was cut with scissors and incubated at 37°C for 10 min in a controlled atmosphere
(5%/95% CO/air) to release spermatozoa to the medium. Next, we removed the tissues from
the plate well and then performed the sperm count in a Neubauer chamber. For sperm

capacitation, we incubated cauda epididymal spermatozoa in TYH medium supplemented with
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25 mM NaHCO3; and 0.75% bovine serum albumin (BSA, fat-free and IgG-free) for 2 h at 37°C

and 5%/95% COy/air. Spermatozoa were immediately processed for Western blot,

immunofluorescence, and motility analysis.

Preparation of sperm soluble and insoluble protein fractions

Triton X-100 soluble and insoluble sperm protein fractions were obtained as previously
described?* with few modifications. Briefly, we centrifuged aliquots of sperm suspension from
each epididymal region (1.5-5.0 x 10° cells) at 800 x g (5 min) and washed the cell pellet with
phosphate buffer (100 mM sodium phosphate, 150 mM NaCl, pH 7.2). Spermatozoa were
resuspended in TET buffer [1% Triton X-100 (v/v), 50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7.5]
containing protease inhibitor cocktail (Sigma, cat. #P8340), and homogenized using a Dounce
homogenizer. After incubation on ice for 20 min, samples were centrifuged at 10,000 x g, (4°C,
15 min), and the following cellular fractions were obtained: fraction S (supernatant), containing
soluble, partly soluble proteins and membranes; fraction P (pellet), containing nucleus,

mitochondria and accessory structures of the flagellum.

Cell fractionation

We obtained subcellular fractions of spermatozoa from the cauda epididymidis as previously
described?*. Briefly, spermatozoa were homogenized in TE buffer (50 mM Tris, 1 mM EDTA, pH
7.5) containing protease inhibitor cocktail. After centrifugation at 10,000 x g (4°C, 10 min), the
resulting supernatant (S10 fraction) was centrifuged at 100,000 x g (4°C, 60 min). We obtained
the following fractions: (i) P10, the pellet of the 10,000 x g centrifugation containing organelles
such as nuclei, mitochondria, and accessory structures of the flagellum, (ii) P100, the pellet of
the 100,000 x g centrifugation containing mostly membranes, and (iii) S100 the supernatant of

the 100,000 x g centrifugation containing soluble proteins.
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Western blot analysis

We resuspended the pellet and supernatant fractions previously obtained in sample buffer
supplemented or not with 50 mM TCEP [tris(2-carboxyethyl) phosphine] and size-separated by
SDS-PAGE as previously described ©. Proteins were transferred from the gel to a polyvinylidene
difluoride (PVDF) membrane, and protein transfer was verified by Amido Black staining.

Membranes were incubated with blocking solution [5% milk (m/v) in TBS-T buffer (100 mM
Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCl and 0.05% Tween 20 (v/v)] for 1.5 h, washed with TBS-T buffer,
then sequentially probed with anti-EPPIN Q20E antibody (1.5 pug/ml) and anti-rabbit secondary
antibody conjugated to horseradish peroxidase (0.01 pg/ml). Protein detection was obtained by
chemiluminescence with ECL Super Signal West Femto (Thermo Fisher). Negative control
experiments were performed in the presence of anti-EPPIN antibody pre-adsorbed with a 10-fold
molar excess of recombinant EPPIN. Anti-ACTB (actin beta) rabbit monoclonal antibody (Cell

Signaling, cat. #4970S, 1:1000) was used as an endogen control.

Immunofluorescence

We performed immunofluorescence assays using spermatozoa isolated from cauda
epididymidis submitted or not to capacitation. Experiments were performed using buffers
supplemented or not with 0.02% saponin (m/v) to obtain permeabilized and non-permeabilized
cells, respectively®?. Briefly, paraformaldehyde-fixed air-dried sperm smears were incubated with
blocking buffer [1% BSA (m/v) in PBS buffer] for 90 min. Smears were then incubated with one
of the following anti-EPPIN antibodies: S21C (1.5 pg/ml), F21C (2.0 pg/ml), or Q20E (5 pg/ml)
diluted in blocking buffer overnight at 4°C. Smears were washed and incubated with Alexa Fluor
594 conjugated anti-rabbit secondary antibody (10 pg/ml) for 60 min. DAPI (4,6-diamidino-2-
fenilindole) was used for nuclear identification. Images were captured and documented with a
digital photomicroscope Axiophot Il (Zeiss Jenaval) using appropriate excitation filters. The final
pictures were chosen to represent the pattern of EPPIN-positive staining routinely observed in
immunofluorescence experiments and subjected to the same brightness/contrast adjustments
using Image J software:.

Analysis of Sperm Motility
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We diluted sperm suspension (2 x 10° cells/ml) with HTF medium containing anti-EPPIN
S21C, F21C or Q20E antibodies or their respective Fab fragments (0.4-0.6 mg/ml) in 12- X 75-
mm glass tubes at 37°C and 5%/95% COy/air. Sperm suspensions were incubated in the
absence of anti-EPPIN antibodies (HTF only), and in the presence of pre-immune serum (PIS)
or normal rabbit IgG Fab fragments (0.4-0.6 mg/ml) were used as controls.

We evaluated sperm motility by computer-assisted sperm analysis (CASA) using a CEROS
[l system (Hamilton-Thorne), including Animal Motility-1l Software version 1.9, and an Olympus
CX41 microscope equipped with a MiniTherm stage warmer and a JAI CM-040 digital camera.
We placed aliquots of diluted sperm suspension into pre-warmed 80-um 2XCELL slides
(Hamilton-Thorne) at 37°C using large-bore pipette tips. We evaluated sperm motility 30, 60, and
120 min after incubation. Time-point zero was considered 3 min after incubation of spermatozoa
with anti-EPPIN antibodies. Sperm tracks (1.5 s, 90 frames) were captured with a frame rate
acquisition of 60 Hz and 4x negative-phase contrast objective. We recorded at least 200
spermatozoa, and 10 fields for each sample analyzed. We used the video playback to analyze
sperm tracks individually and remove mistracked spermatozoa, which may occur due to cell-cell
or cell-debris collisions and false-negative debris detection. We retrieved individual ASCII files
containing individual sperm track details for every analysis made. Sperm tracks with less than
45 (50%) acquisition points were removed from subsequent analyses®*.

We evaluated the following sperm kinematic parameters: average path velocity (VAP;
um/s), straight-line velocity (VSL; um/s), curvilinear velocity (VCL; um/s), the amplitude of lateral
head (ALH; pm), straightness (STR, %) and linearity (LIN; %). We classified tracks as
progressive if VAP>50 pym/s and STR > 50%, and as hyperactivated if VCL=180 ym/s, ALH=9.5
um, and LIN<23.6%) **. The percentage sperm motility (Y%omotility) and straight-line velocity were
used to calculate the normalized index of relative maotility inhibition (RMI, %motility*VSL of
sample/%motility*VSL of control)!®. The amplitude of lateral head and curvilinear velocity were

used to calculate the normalized DANCE (VCL*ALH of sample/VCL*ALH of control)®.

Statistical Analysis
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We expressed the results as mean * standard error of the mean (SEM). We checked the
normal distribution and homoscedasticity of the data using the Kolmogorov—Smirnov test and the
F-test, respectively. Data that failed Kolmogorov—Smirnov test or F-test were transformed to Log
values before parametric statics. Percentage data were transformed to arcsine square-root
transformation before statistical analysis®®. Student's t-test was performed to determine statistical
differences between two groups One-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey test
was used to determine statistical differences when more than two groups were compared P<0.05
was considered statistically significant. We performed statistical analyses using GraphPad

Prism® 6.0 software (GraphPad Software Inc.).

Data availability
All data generated during this study are included in this published article (and its

Supplementary Information files).



Table 1. Information about antibodies used in our experiments.
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Anti- NCBI accession
EPPIN Epitope sequence Region/domain
. number
antibody
S21C 13SMFVYGGCQGNNNNFQSKANC!?  C-terminal/Kunitz NP_065131
F21C OFLHWWYDKKDNTCSMFVYGGC!  C-terminal/Kunitz NP_065131
Q20E 20QGPSLADLLFPRRCPRFREE®* N-terminal/WFDC NP_083601
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Supplementary Figure 1
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Supplementary Figure S1. EPPIN expression in mouse (a) EPPIN expression in Triton X-100 insoluble
(P) and soluble (S) fractions of spermatozoa isolated from caput (including the initial segment), corpus, and
cauda epididymidis by Western blot using anti-EPPIN Q20E antibody. Samples were processed for SDS-
PAGE in non-reducing conditions. ACTB was used as an endogenous control. Negative control (=) was
performed with primary antibody pre-adsorbed with recombinant EPPIN. (b) EPPIN expressionin P and S
fractions of non-capacitated (NC) and capacitated (CAP) spermatozoa. (c) Western blot detection of mouse
recombinant GST-EPPIN (~ 38 kDa) using anti-EPPIN Q20E, S21C and F21C antibodies. Results are
representative of 3 (a, b) and 2 (c) independent experiments.
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Supplementary Figure 2
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Supplementary Figure S2. EPPIN-positive immunostaining in non-capacitated and capacitated
mouse spermatozoa using anti-EPPIN S21C and F21C antibodies. Spermatozoa isolated from the
cauda epididymis and then submitted or not to in vitro capacitation for 90 min. Immunofluorescence
experiments were performed in the presence or absence of saponin to obtain permeabilized (left panel)
and non-permeabilized (right panel) spermatozoa, respectively. EPPIN-positive-immunostaining was
detected on the head (arrowhead), midpiece (white arrow), and principal piece (yellow arrow) of the
flagellum. Negative control was performed in the absence of primary antibodies. Cell nuclei were stained
with DAPI in blue. Merg: Merged; PhC: Phase contrast. Scale bar: 50 um. Results are representative of 2-
3 independent experiments.

No primary
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Supplementary Figure 3
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Supplementary Figure S3. Effects of anti-EPPIN F21C antibody on mouse sperm motility. Motility (a),
Kinematics parameters (b), and index of relative motility inhibition (RMI) and DANCE (c) of spermatozoa
incubated with F21C antibody (0.4 mg/ml), which maps the sequence F90-C110 in EPPIN C-terminus.
Spermatozoa incubated with pre-immune serum (PIS) under the same conditions were used as controls.
Sperm motility was evaluated 30, 60, and 120 min after incubation. Sperm tracks were classified as
progressive when VAP=50 um/s and STR=50%, and as hyperactive when VLC=180 ym/s, ALH=9.5 uM,
and LIN<23.6%. VAP: average path velocity, VSL: straight-line velocity, STR: straightness, VCL: curvilinear
velocity, ALH: amplitude of lateral head displacement, and LIN: linearity. RMI and DANCE were normalized
to the values obtained using spermatozoa incubated with HTF medium only. *Indicates statistically different
from the control group (p<0.05; Student t test; see Results sections for p values). Percentage data were
converted to arcsine values before statistical analysis. Results represent mean + SEM from independent
experiments performed with samples from 3 mice, as indicated.
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Supplementary Figure S4. Motility patterns of spermatozoa incubated with anti-EPPIN antibodies
on mouse sperm motility. (a) Representative CASA screenshots displaying tracks of mouse spermatozoa
incubated with S21C antibody (0.4 mg/ml) and Q20E antibody (0.6 mg/ml). Spermatozoa incubated with
pre-immune serum (PIS) under the same conditions were used as controls. (b) Representative CASA
screenshots displaying tracks of mouse spermatozoa incubated with S21C Fab fragments [S21C(Fab), 0.5
mg/ml and Q20E Fab fragments [Q20E(Fab), 0.6 mg/ml]. Spermatozoa incubated with normal rabbit IgG
Fab fragments [IgG (Fab)] under the same conditions were used as controls. Sperm motility was evaluated
30, 60, and 120 min after incubation. Green = motile cells, cyan = progressive cells, red = static. Results
are representative of data shown in Figures 2-5.
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Supplementary Figure S5. Effects of anti-EPPIN Q20E antibody on mouse sperm motility. (a) CASA
analysis of mouse sperm motility and hyperactivation in the presence of anti-Q20E antibody. Spermatozoa
from cauda epididymidis were incubated with HTF medium supplemented with 0.75% BSA containing or
not 0.4 g/ml pre-immune serum (PIS, control) or Q20E anti-EPPIN antibody for 30-, 60- and 120-min. (b)
CASA tracks of mouse epididymal spermatozoa incubated with 0.4 mg/ml pre-immune serum (PIS, control)
or anti-EPPIN Q20E antibody for 60 min. Green = motile cells, cyan = progressive cells, red = static.
*Indicates statistically different from PIS group (p<0.05; ANOVA followed by Tukey test). Percentage data
were converted to arcsine values before statistical analysis. Results represent mean + SEM from
independent experiments performed with samples from 3-4 mice.
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Supplementary Figure S6 - Schematic representation depicting the effects of anti-EPPIN S21C,
F21C, and Q20E antibodies on sperm motility. S21C and F21C antibodies bind on EPPIN C-terminal
domains and Q20E bind on N-terminal region. Protein sequence alignment of human (NP_065131) and
mouse (NP_083601) EPPIN. The signal peptide is shown in lower case. The WFDC and Kunitz domain
consensus sequences are underlined by continuous and dotted lines, respectively. Identical and similar
amino acid residues are highlighted in yellow and gray, respectively. The anti-EPPIN S21C, F21C and
Q20E antibody epitope sequences are in red, green and blue, respectively. S21C, F21C and Q20E
sequences are 70%, 50% and 65% between human and murine EPPIN, respectively
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Summary of the effects of anti-EPPIN antibodies on mouse sperm motility and kinematics parameters.
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Efeito dos anticorpos anti-EPPIN S21C e Q20E (IgG inteiro e fragmentos Fab) sobre vias

de sinalizacdo associadas a capacitacdo espermatica.

Com base no efeito dos anticorpos anti-EPPIN sobre os parametros de motilidade,
estabelecemos a hipétese de que o bloqueio dos epitopos S21C e Q20E promove inibicdo da
motilidade progressiva e hiperativada via interferéncia na sinalizacdo ACs/AMPc/PKA. Dessa
forma, avaliamos os efeitos dos anticorpos anti-EPPIN S21C e Q20E sobre a fosforilagdo da PKA
e producédo de AMPc em espermatozoides incubados em condi¢do que sustenta a capacitacao,

utilizando ensaios de AlphaScreen e Western blot, respectivamente.

Materiais e métodos
Andlise temporal da relacdo PKA total/PKA fosforilada (p-PKA) em espermatozoides
murinos submetidos a capacitagao

Os espermatozoides forem coletados da cauda do epididimo em meio TYH nao-capacitante.
As aliquotas dos espermatozoides foram imediatamente processadas (5.0 x 10°
espermatozoides/ml) em 200 pl de meio TYH n&o-capacitante (NC) ou em condi¢do capacitante
(CAP) em meio suplementado com NaHCOs; e BSA (0,75%, m/v) na presenca de IgG normal de
coelho (0,3 mg/ml), ou anticorpo anti-EPPIN S21C ou Q20E (IgG inteiro ou Fragmento Fab) por
120 min a 37°C (5%/ 95% CO2/ar). IgG normal de coelho e anticorpos anti-EPPIN foram
dialisados contra meio TYH antes de serem incubados com os espermatozoides. As amostras
dos espermatozoides foram lavadas com tampéo fosfato-salino (Tamp&o PBS, pH 7.4),
centrifugadas (800 x g, 24°C,10min), ressuspendidas em Tris-Glycine SDS Sample Buffer (2X)
(Thermo Fisher Scientific, #.C2676) aquecidas a 85°C por 5min (10 min) e fervidas a 85°C por 5
min. As amostras foram novamente centrifugadas (12,000 x g, 24°C,5min) e o sobrenadante foi
coletado. Os agentes redutores ditiotreitol (DTT,Thermo Fisher Scientific, #B0009) e Tris (2-
carboxietil) fosfina (TCEP,Sigma Aldrich, #646547) foram adicionados ao sobrenadante e
fervidos na mesma condicdo. Apds nova centrifugacao, coletamos o sobrenadante e separamos

0s extratos proteicos totais para eletroforese em gel Novex™ 10% SDS PAGE (m/v) (Thermo
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Fisher Scientific, #XP00100BOX) a 225 V por 20min, utilizando tampé&o de corrida (Thermo Fisher
Scientific, cat. ##LC2675. Em seguida, transferimos as proteinas do gel para membrana de PVDF
(Thermo Fisher Scientific, cat. #88520) em sistema de transferéncia semi-seco Trans-Blot Semi-
Dry Electrophoretic Transfer Cell (BioRad, cat. #170-3940) a 15 V por 1 h (NuPage) ou a 20 V
por 1h (Novex™ gel 10%), utilizando tampao de transferéncia (Thermo Fisher Scientific, cat.
#NPO0O006 ou #LC3675). Verificamos a conformidade da transferéncia por coloracdo da
membrana com corante amido black.

Ap6s ativagdo com metanol, incubamos as membranas em solucdo de bloqueio [tampé&o
TBS-T (Tris-HCI pH 8,0 100 mM, NaCl 150 mM e Tween 20 0,05%, v/v), contendo 3% de soro
bovino (m/v)] por 1,5 h. Em seguida, lavamos a membrana com tampé&o TBS-T e incubamos com
anticorpo primario anti-PKA a (Sigma, cat. #SAB4502337; 1:800), anti-pPKA (Sigma, cat.
#SAB4503969;1:1500) e anti-a-tubulina (Abcam, cat. #ab125267; 1:500) como controle positivo
das amostras foram diluidos em TBS-T contendo 1% de soro bovino (m/v)] e incubados por 2h.
Ap6s nova lavagem com tampédo TBS-T, as membranas foram incubadas por 1h com anticorpo
secundario conjugado com peroxidase (Peroxidase-conjugated AffinePure Donkey Anti-Rabbit
IgG, Jackson Immuno Research, cat. # 711-035-152, 0,02 pg/ml). Processamos as membranas
para revelagdo das bandas imunorreativas com reagente Luminol Super Signal West Femto
Maximum Sensitivity Substrate (Pierce, cat. #34095), utilizando sistema fotodocumentador G-
BOX (SYNGENE) e/ou revelagdo em autorradiografia. Para o controle dos anticorpos primarios
anti-PKA a, anti-pPKA e anti- a-tubulina realizamos aos experimentos com a auséncia de
anticorpo primario. As imagens obtidas no ensaio de Western blot tiveram seu brilho e contraste
ajustados e foram analisados utilizando ImageJ e o numero de pixels para cada banda Gnica ~40
kDa foram quantificadas utilizando como referéncia a amostra capacitante sem anticorpo (100%)
e corrigido pela PKA total, utilizada como controle endégeno. Dados densitométricos foram

expressos com unidades arbitrarias (U.A).
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Determinacdo dos niveis intracelulares de AMPc em espermatozoides murinos
submetidos a capacitacéo

Os espermatozoides foram obtidos da cauda do epididimo de camundongo.
Resumidamente, os espermatozoides (1x10° espermatozoides/ml) foram pré- incubados por 30
minutos em meio TYH capacitante contendo ou nao 0,4-0,6 mg/ml de imunoglobulina G normal
de coelho (IgG, controle) ou anticorpo anti-EPPIN S21C ou Q20E e avaliados ap6s 1 e 30 min
de incubacdo. As suspensfes foram lavadas 3x com 500 ul de DPBS (0.5 mM IBMX),
centrifugadas a 5.000 x g (5 min) e ressuspendidas em tampao estimulador 1X HBSS, 0.5 Mm
IBMX (Sigma Aldrich, cat.#15879), 5mM HEPES, 0,1% BSA (Sigma Aldrich, cat.#A7284) com pH
ajustado para 7,2-7,5. As amostras foram diluidas em 25 pl de tampao estimulador (40.000
espermatozoides/ ul). As amostras foram analisadas em triplicata e a concentracdo de AMPC
determinada a partir de curva padrdo. A leitura para avaliacdo da concentracdo de AMPc
(AlphaScreen cAMP Assay Detection Kit, cat.#6760635D) foi realizada em um leitor de

microplaca Biotek Synergy (excitacdo 680/30 — emissdo 570/100).

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM). Os dados
percentuais foram convertidos em raiz quadrada dos valores de arcosseno antes da andlise
estatistica. Aplicamos o teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliar a nhormalidade dos dados, e
o teste F ou Brown-Forsythe para avaliar a homocedasticidade dos dados. As diferencas entre
mais de dois grupos foram analisadas pela variancia de uma via (ANOVA). Foram consideradas
significativas as diferencas associadas a probabilidade p < 0,05. O tratamento estatistico dos

dados foi operacionalizado pelo programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software).
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Resultados e Discusséo
Efeito dos anticorpos anti-EPPIN S21C e Q20E (Fragmento Fab) sobre a relacdo PKA
total/PKA fosforilada (p-PKA) em espermatozoides murinos submetidos a capacitacéo
Estudos recentes demonstraram que o anticorpo anti-EPPIN S21C (IgG inteiro e fragmento
Fab) induziu perda da motilidade do espermatozoide humano por meio da acidificacdo do pHi e
diminuicéo dos niveis de Ca?* intracelulares (O’'RAND & WIDGREN, 2012; O’RAND et al., 2016).
De forma semelhante, nossos resultados demonstraram que este anticorpo inibiu a motilidade
progressiva e hiperativada do espermatozoide murino (ver capitulo 2). Uma vez que o0s
anticorpos anti-EPPIN S21C e Q20E demonstraram regular os parametros de motilidade e
cinematica espermatica, decidimos investigar seus efeitos sobre a relagéo entre PKA/p-PKA por
Western blot utilizando anticorpos que reconhecem a sua subunidade catalitica total (anti-PKA)

e fosforilada na posicéo Thr197 (anti-p-PKA).
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Figura 6. Expressdo temporal da PKA total e PKA fosforilada (p-PKA) em espermatozoides de
camundongo durante a capacitacao espermatica. (A) Perfil proteico temporal das fracdes celulares
obtido a partir de espermatozoides de camundongo. Os espermatozoides foram coletados da cauda do
epididimo em meio TYH n&o-capacitante. Amostras dos espermatozoides (5x108 células/ml) foram
imediatamente processadas em condicbes ndo-capacitante (O min) ou incubados sobre condicdo que
sustenta a capacitacdo (5-120min) em meio suplementado com NaHCOs e BSA (0,75%). (B) As
membranas foram incubadas com anticorpo anti-PKA total ou anti-p-PKA. TUBAJ4A foi utilizado como
controle enddgeno. As setas indicam bandas positivas imunorreativas de ~52 kDa da TUBA4A e PKA/p-
PKA de ~40 kDa. PM indica um padrdo de peso de proteinas. Resultados sao representativos de 4
experimentos independentes.
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A andlise dos ensaios de Western blot revelou a presenca de bandas imunorreativas para
PKA total e p-PKA como banda Unica e dentro da massa molecular esperada de ~40 kDa (Figura
6A, Anexo |- A, B). Ensaios de controle negativo, realizados na auséncia dos anticorpos
primarios, confirmaram a especificidade das bandas imunorreativas para todos os anticorpos
analisados (Anexo IlI). A andlise qualitativa da intensidade das bandas imunorreativas para a
PKA total e p-PKA sugeriu aumento dependente do tempo da fosforilacdo da p-PKA, indicando
que a capacitacdo altera o status de fosforilacdo da PKA (Figura 6B). Ressaltamos, entretanto,
gue ensaios adicionais serdo necessarios para investigar o mecanismo pelo qual a capacitacao
modula a fosforilagéo da PKA.

A incubacdo dos espermatozoides com anticorpos anti-EPPIN S21C e Q20E (IgG inteiro)
resultou na detec¢do de bandas imunorreativas inespecificas, em decorréncia da interacao entre
as cadeias leve e pesada do IgG de coelho pelo anticorpo secundario anti-coelho (Anexo llI).
Para solucionar esse problema, incubamos os espermatozoides com os fragmentos Fab dos
anticorpos S21C (S21C-Fab) e Q20E (Q20E-Fab), o que resultou na auséncia de bandas
inespecificas. Como controle do ensaio, incubamos os espermatozoides com fragmento Fab de

IgG normal de coelho (IgG-Fab) nas mesmas condicdes.
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Figura 7. Efeito dos anticorpos anti-EPPIN que se ligam aos dominios WFDC (N-terminal) e Kunitz
(C-terminal) da EPPIN sobre a expressdo da PKA total ou PKA fosforilada (p-PKA) em
espermatozoides de camundongo durante a capacitacdo espermatica. (A) Os espermatozoides foram
coletados da cauda do epididimo em meio TYH ndo-capacitante. Amostras dos espermatozoides (5x10°
células/ml) processadas em condi¢g8es nao-capacitante (NC) ou capacitante (CAP) em meio suplementado
com NaHCOs e BSA (0,75%) na auséncia ou presencga de anticorpo (0,3 mg/ml) anti-EPPIN Q20E Fab ou
S21C Fab ou IgG normal de coelho (controle). As membranas foram incubadas com anticorpo anti-PKA
total ou anti-PKA fosforilada. As setas indicam bandas positivas imunorreativas da PKA total e p-PKA de
~40 kDa. PM indica um padrdo de peso de proteinas (kDa). (B) Analise densitométrica da relacdo PKA/p-
PKA expressa em unidades arbitrrias. Os valores de unidade arbitraria foram expressos como média +
EPM de experimentos independentes realizados com amostras de 2-3 camundongos.
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Nossos resultados demonstraram que tanto o S21C-Fab quanto o Q20E-Fab néao
produziram alteracbes na relacdo PKA/p-PKA em comparacdo com amostras de
espermatozoides submetidas a capacitacao na auséncia de anticorpos ou presenca de IgG-Fab
(Figura 7A, B). No entanto, ressaltamos que a andlise densitométrica revelou que o S21C-Fab
induziu aumento de ~1,6 vezes na relacdo PKA/p-PKA em comparacdo com o grupo IgG-Fab,
embora o nivel de significancia estatistica ndo tenha sido atingido (Figura 7B). Apesar dos dados
sugerirem um efeito do blogueio do epitopo S21C sobre a relacdo PKA/p-PKA durante a
capacitacdo espermatica, a variagdo dos resultados entre experimentos ainda ndo nos afirma a
manifestacao de tal efeito. A expansao do N experimental ser4 necessaria para confirmar esses

resultados.

Efeito dos anticorpos anti-EPPIN S21C e Q20E sobre a determinacdo dos niveis
intracelulares de AMPc

O segundo mensageiro AMPc orquestra diferentes aspectos da funcdo espermatica
necessarias para aquisicdo da capacidade fértil, incluindo a transi¢cdo da motilidade progressiva
para hiperativada e inducdo da exocitose acrossomal (BUFFONE et al., 2014). Deste modo,
investigamos os efeitos dos anticorpos anti-EPPIN S21C e Q20E sobre os niveis intracelulares
de AMPc de espermatozoides durante a capacitagdo. Para isto, empregamos a tecnologia
AlphaScreen (Perkin-Elmer), um ensaio de fluorescéncia baseado na capacidade do AMPc
proveniente da amostra biologica de reduzir a interagcdo entre nanoesferas doadoras e aceptores
via AMPc biotinilado.

Em nossos ensaios de padronizacdo, confirmamos o aumento da detec¢cdo do AMPc
conforme o aumento da numero de espermatozoides utilizados nas analises (Figura 8A, B).
Dessa forma, buscando manter os valores de fluorescéncia dentro dos limites minimo e maximo
da curva padrdo de AMPc, realizamos os demais experimentos com a concentracdo de 40.000
espermatozoides/ul, 0 que rendeu concentracdes satisfatérias de AMPc (~0,4 nM), dentro dos

limites de deteccéo do kit (Figura 8A, B).
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Figura 8. Determinagdo dos niveis intracelulares de AMPc em espermatozoides de camundongo.
(A) Curva padrdo de AMPc AlphaScreen representativa realizada em um leitor de microplaca Biotek
Synergy. (B) Determinag@o dos niveis intracelulares de AMPc em diferentes concentra¢des (10.000,
20.000 e 40.000 espermatozoides/ul) de espermatozoides de camundongo. (C) Determinacdo temporal
dos niveis intracelulares de AMPc em espermatozoides de camundongo (D) Niveis intracelulares de AMPc
em espermatozoides de camundongo na auséncia (quadrado branco) ou presenca (quadrado preto) de
forscolina (30 pM) apdés 1 e 30 min de incubacdo. Os espermatozoides foram coletados da cauda do
epididimo em meio TYH ndo-capacitante. Amostras dos espermatozoides (1x108 células/ml) foram
imediatamente processadas em condicbes ndo-capacitante ou capacitante (1-30min) em meio
suplementado com NaHCOs e BSA (0,75%). Valores foram expressos como média + EPM, n=4-6
experimentos independentes. Letras diferentes indicam resultados estatisticamente diferentes (p<0,05;
ANOVA seguida pelo pés-teste de Tukey).

Em seguida, analisamos o efeito da capacitacdo espermatica sobre a producéo temporal de
AMPc. Para tal, incubamos os espermatozoides em condi¢cdes que sustentam a capacitagdo
(meio de cultura contendo HCO3 e BSA) por 1, 5, 15 e 30 min. Nossos resultados demonstraram
padrdo bifasico no conteido de AMPc espermatico induzido pela capacitacdo. Observamos
aumento das concentracdes intracelulares de AMPc (~10 vezes) apenas 1 min ap6és a incubacao
dos espermatozoides em meio capacitante, as quais retornaram aos valores semelhantes aos
observados em espermatozoides ndo-capacitados apés 5 min (Figura 8C). Um novo aumento na
concentracdo de AMPc foi observado apos 15 (~9 vezes) e 30 min (~7 vezes) de capacitacdo
(Figura 8C). Curiosamente, o tratamento com forscolina (30 pM), um ativador de isoformas

transmembranares da AC, por 1 e 30 min induziu aumento de ~3 e ~2 vezes das concentracdes
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espermaticas de AMPc em comparagao com amostras nao tratadas, respectivamente; efeito este
que ndo atingiu o nivel de significAncia na analise estatistica (Figura 8D). Esses resultados
sustentam o papel central da ACs na producdo de AMPc induzida pela capacitacdo espermatica

(CARLSON et al., 2005; WERTHEIMER et al., 2013).
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Figura 9. Efeito dos anticorpos anti-EPPIN que se ligam aos dominios WFDC (N-terminal) e Kunitz
(C-terminal) da EPPIN sobre os niveis intracelulares de AMPc em espermatozoides de
camundongo. Niveis intracelulares de AMPc em espermatozoides de camundongos pré-incubados em
meio ndo-capacitante (30 min) contendo ou n&o 0,4-0,6 mg/ml de IgG normal de coelho (controle) ou
anticorpos anti-EPPIN S21C ou Q20E e analisados apés (A) 1 e (B) 30 min de incubacdo. Amostras dos
espermatozoides (1x108 células/ml) foram processadas em condigdo que suportam a capacitagdo (1-
30min) em meio suplementado com NaHCOs e BSA (0,75%). As amostras foram analisadas em triplicata
e a concentracdo de AMPC determinada a partir da curva padréo. Valores foram expressos como média
+ EPM, n=3 experimentos independentes.

A incubacéo dos espermatozoides com os anticorpos S21C e Q20E nao modificou o padréo
de concentracdo de AMPc em espermatozoides submetidos a capacitacao por 1 e 30 min em
comparagdo com o grupo controle tratado com IgG normal de coelho (Figura 9A, B). Esses
resultados ndo estdo de acordo com a observacdo de que a incubagdo de espermatozoides
humanos com anticorpos anti-EPPIN isolados dos macacos inférteis imunizados com a EPPIN
recombinante humana resultou no acimulo de AMPc, indicando uma correlacdo entre a perda
de motilidade progressiva e a incapacidade de utilizar o AMPc (O’RAND et al., 2009). Dessa
forma, nossos resultados sugerem a existéncia de mecanismos diferentes pelos quais o bloqueio
da EPPIN inibe a motilidade de espermatozoides em humanos e camundongos. Sabe-se que a
atividade tanto da ACs quanto da PKA é regulada de forma concomitante pelo aumento do pH e

das concentraces de Ca?*intracelulares (NOLAN et al., 2004; WIESNER et al., 1998). Dessa

forma, € possivel que o efeito dos anticorpos anti-EPPIN sobre a motilidade do espermatozoide
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murino seja mediado por eventos moleculares subsequentes a ativacdo da PKA. Apesar de ndo
termos atingido o nivel de significancia, o0 aumento da relacdo PKA/p-PKA observado neste

estudo corrobora esta hipétese, que merece ser investigada em futuros estudos.



Capitulo 4
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CONCLUSAO

No presente trabalho, demonstramos que a maturacdo epididimaria e a capacitacdo
espermatica exercem um papel fundamental na expressédo e localizacdo da EPPIN. Nossos
achados demostram que a maturacdo epididiméria, mas ndo a capacitacdo, influencia na
associacao da EPPIN com os diferentes compartimentos celulares do espermatozoide murino.
Essa descoberta de que a EPPIN estd presente em estruturas celulares associadas ao
citoesqueleto e a membranas no espermatozoide murino maduro ampliou os possiveis cenarios
pelos quais essa proteina atua no controle da modulacao espermatica. Além disso, confirmamos
o papel critico do dominio Kunitz da EPPIN na modula¢do da motilidade espermatica e da sua
mudanca de progressiva para hiperativada, um evento crucial para a reproducdo. A semelhanca
entre os efeitos do anticorpo S21C na forma de IgG inteira ou fragmento Fab indica que apenas
a ligacdo monovalente ao epitopo é suficiente para afetar a motilidade progressiva e hiperativada.
Em paralelo, o anticorpo anti-EPPIN QZ20E inibiu parametros de motilidade espermatica,
demonstrando que a sequéncia Q20-E39 presente no dominio WFDC pode também estar
envolvida nos efeitos de ligagdo da EPPIN com outros ligantes sobre essa fungéo fundamental
para a fertilidade masculina.

Em conjunto, nossas descobertas ampliam o conhecimento sobre o papel dos dominios
WFDC e Kunitz da EPPIN na regulacao da funcéo espermética. Esses resultados abrem espacos
para o desenvolvimento de novas drogas contraceptivas que se liguem simultaneamente em
ambos os residuos dos dominios WFDC e Kunitz da EPPIN. Desse modo, ampliando a criacao
de novos compostos contraceptivos ndo-hormonais com grande eficacia terapéutica e que

possam interferir em mecanismos cruciais para funcdo do espermatozoide
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Titulo do Projeto: Papel da EPPIN (Epididymal protease inhibitor) sobre a maturacdo poés-
testicular de espermatozoides de camundongos: consequéncias para a fungéo espermatica

Orientador: Prof. Dr. Erick José Ramo da Silva
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Anexo |. Expressdo temporal da PKA total ou fosforilada (p-PKA) em espermatozoides de
camundongo como parte do resultado mostrado na Figura 6. Os espermatozoides foram coletados da
cauda do epididimo em meio TYH ndo-capacitante. Amostras dos espermatozoides (5x10° células/ml)
foram imediatamente processadas em condicbes nao-capacitante ou incubados em condicao
capacitante(5-120min) em meio suplementado com NaHCOz e BSA (0,75%). As membranas foram
incubadas com anticorpo (A) anti-PKA fosforilada ou (B) anti-PKA total. (C) TUBA4A foi utilizado como
controle enddgeno. As setas indicam bandas positivas imunorreativas da PKA total e fosforilada de ~40
kDa. (D) Controle negativo foi realizado auséncia do anticorpo primario. PM indica um padréo de peso de
proteinas. Resultados séo representativos de 4-5 experimentos independentes.
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ANEXO I
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Anexo Il. Controle negativo de experimentos realizados na auséncia de anticorpo primario como
parte dos resultados apresentados na figura 6. Os espermatozoides foram coletados da cauda do
epididimo em meio TYH n&o-capacitante. Amostras dos espermatozoides (5x108 células/ml) foram
imediatamente processadas em condi¢cdes nado-capacitante ou capacitante (5-120min) em meio
suplementado com NaHCOsz e BSA (0,75%). Controle negativo foi realizado auséncia do anticorpo
primario. PM indica um padréo de peso de proteinas. Resultados séo representativos de 4-5 experimentos
independentes.
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ANEXO Il
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Anexo lll. Efeitos do anticorpo anti-EPPIN Q20E e S21C sobre a expressdo da PKA total em
espermatozoides de camundongo durante a capacitacdo espermatica como parte dos resultados
apresentados na figura 6. Os espermatozoides foram coletados da cauda do epididimo em meio TYH
nao-capacitante. Amostras dos espermatozoides (5x10° células/ml) foram imediatamente processadas em
condicbes nao-capacitante (NC) ou capacitante (CAP) em meio suplementado com NaHCOs e BSA
(0,75%) na auséncia ou presenca de anticorpo (0,3 mg/ml) anti-EPPIN Q20E ou S21C ou IgG normal de
coelho (controle). A membrana foi incubada com anticorpo anti-PKA total. As setas indicam bandas
positivas imunorreativas da PKA total de ~40 kDa. PM indica um padrdo de peso de proteinas (kDa).
Resultado representativo de experimento realizado com amostra de 1 camundongo.
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ANEXO IV
TITULO Il - DAS DEFESAS DE DISSERTACAO DE MESTRADO E TESE DE DOUTORADO

ARTIGO 8°. Os prazos minimo e maximo para a concluséo do curso de Mestrado Académico no
PPG-FARMATEC sao de doze e vinte e quatro meses, respectivamente, a contar da data de
matricula, conforme descrito no inciso IV do Artigo 3° do Regulamento do Programa.

ARTIGO 9°. A Comissdo Examinadora da Defesa de Dissertacdo de Mestrado devera ser
constituida de trés membros titulares e trés suplentes, escolhida pelo Conselho do Programa
ouvida a sugestéo do aluno e seu orientador.

Paragrafo Unico. Todos os membros titulares e suplentes devem ter titulagdo minima de Doutor
e

producao cientifica compativel, sendo que pelo menos um membro titular e um membro suplente
nao podem pertencer ao corpo docente do Programa, bem como da unidade universitaria.

ARTIGO 10°. Os prazos minimo e maximo para conclusédo do Curso de Doutorado no PPG-
FARMATEC sao de doze a quarenta e oito meses, respectivamente, a contar da data de
matricula, conforme descrito no inciso IV do Artigo 4° do Regulamento do Programa.

ARTIGO 11°. A Comissédo Examinadora da Defesa de Tese de doutorado devera ser constituida
de cinco membros titulares e trés suplentes, escolhida pelo Conselho do Programa ouvida a
sugestdo do aluno e seu orientador.

Paragrafo unico. Todos os membros titulares e suplentes devem ter titulagdo minima de Doutor
e producao cientifica compativel, sendo que pelo menos dois membros titulares e dois membros
suplentes ndo podem pertencer ao corpo docente do Programa, bem como da unidade
universitaria.

ARTIGO 12° O aluno devera solicitar aprovacdo dos nomes dos membros da Comisséo
Examinadora de defesa de Dissertacao e Tese dentro das datas estabelecidas pelo calendario
de atividades do PPGFARMATEC, anualmente atualizado pelo Conselho do Programa até sua
dltima reunido anual, ou em prazo prévio e habil para garantir o cumprimento dos prazos de
defesa.

ARTIGO 13°. Todos os exemplares das Dissertacdes e Tese de acordo com o formato definido
na presente instru¢éo deverdo ser entregues a Sec¢do de Pos-Graduagéo nos prazos previstos
pelo calendario de Atividades do PPG-FARMATEC, anualmente atualizado pelo Conselho do
Programa, juntamente com o formulario de banca, devidamente preenchido e assinado pelos
interessados.

81° - O encaminhamento dos exemplares aos membros da Banca serd de responsabilidade
exclusiva da Secao de Pés-Graduacao.

82° - Nao serao aprovadas as bancas sem o depésito dos exemplares.

83° - Os exemplares que tratam o presente artigo devem ser encaminhados a Secdo de
P6sGraduacédo em formato PDF, sendo optativa a entrega de exemplares impressos.
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ARTIGO 14°. Todas as defesas de dissertacdo de mestrado e tese de doutorado deveréo ocorrer
dentro de periodo estabelecido em calendério de atividades do PPG-FARMATEC, anualmente
atualizado pelo Conselho do Programa até sua ultima reunido anual.

Paragrafo unico. Sera permitida a defesa de dissertacdo de mestrado e tese de doutorado em
periodo anterior, desde que respeitado o minimo de trés meses antes da data estabelecida no
calendario de atividades do PPG-FARMATEC.

ARTIGO 15°. Na defesa de dissertacdo de mestrado e tese de doutorado os candidatos seréo
avaliados por uma banca examinadora que emitird conceituacao de “aprovado” ou “reprovado” e
parecer circunstanciado, onde devem ainda constar, quando for o caso, sugestdes de
modificag&do que deverdo ser incorporadas no exemplar definitivo, obedecendo-se o formato de
dissertacao e tese definido na presente instrucao.

81°. Sera permitida a participacao ndo presencial de um membro da banca examinadora, o qual
deve emitir conceito e parecer circunstanciado em tempo habil para ser lido pelo presidente da
banca no dia da defesa de dissertacdo ou tese;

8§20, Serao considerados aprovados os alunos de Mestrado Académico e Doutorado que
obtiverem conceito de aprovado com pelo menos dois ou trés membros da banca,
respectivamente;

83°. O exemplar definitivo devera ser entregue a Secdo de P6s-Graduagao, no maximo apos 30
dias da defesa de dissertacéo ou tese para homologacao do resultado da defesa;

84°. Nos casos em que ndo ocorram sugestdes de alteracdes na dissertacdo ou tese, vale como
exemplar definitivo aquele enviado para os membros da banca examinadora.

ARTIGO 16°. Casos omissos ou excepcionais serao decididos pelo Conselho do Programa.
Secao de Pos-Graduacao do IBB/UNESP, aos 04 de Abril de 2016.

Aprovada em reunido do Conselho de Pdés-Graduagdo em Farmacologia e Biotecnologia
realizada no dia 04 de Abril de 2016.



