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  “Se estás aflito por alguma coisa externa, não é ela que te perturba, mas o juízo que dela 

fazes. E está em teu poder dissipar esse juízo. Mas se a dor provém da tua disposição interior, 

quem te impede de a corrigir? E se sofres particularmente por não estares a fazer algo que te 

parece certo, por que não ages, em vez de te lamentares? Um obstáculo insuperável te impede? 

Não te aflijas, então, pois a causa de não o estares a fazer não depende de ti.”  

 

  “Quando alguém te ofende, que o teu primeiro pensamento seja este: Com base em que 

conceito de bem e mal é que isto foi feito? Uma vez isto sabido, o espanto e a cólera darão lugar 

à piedade. Porque, ou as tuas próprias ideias sobre o que é bom não são mais avançadas do 

que as dele, ou pelo menos têm alguma semelhança com elas, e, neste caso, é teu dever, 

evidentemente, perdoar-lhe; ou então, por outro lado, evoluíste para além da suposição de que 

tais actos são bons ou maus e, portanto, será tanto mais fácil seres tolerante em relação à 

cegueira de outrem.” 

 

Marco Aurélio – Meditações 
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RESUMO 

Cerca de 40% das 215 milhões de gestações que ocorrem anualmente no planeta não são 

planejadas pelos casais, das quais 20% acabam em abortamentos. Este cenário reforça a 

necessidade do desenvolvimento de novos métodos contraceptivos, em especial os masculinos, 

cujas opções atuais limitam-se ao preservativo e vasectomia. A EPPIN (Epididymal protease 

inhibitor) é uma proteína rica em resíduos de cisteína que contém em sua sequência primária os 

domínios inibidores de protease do tipo WFDC (N-terminal) e Kunitz (C-terminal). A EPPIN é 

encontrada na superfície do espermatozoide, onde exerce um papel fundamental essencial na 

função do gameta masculino. A relevância da EPPIN como alvo espermático para contracepção 

masculina foi demonstrada pelos efeitos inibitórios de anticorpos anti-EPPIN e de ligantes 

orgânicos de baixo peso molecular sobre a motilidade do espermatozoide humano e de primatas 

não-humanos. O desenvolvimento de fármacos contraceptivos com alto grau de eficácia e 

segurança baseados na EPPIN como alvo molecular requer um profundo entendimento de suas 

funções e mecanismos moleculares pelos quais esta proteína regula a fertilidade masculina. 

Visando fomentar avanços nesse sentido, investigamos o papel da EPPIN em eventos 

associados à motilidade e capacitação espermática, bem como impacto da maturação pós-

testicular sobrea distribuição celular da EPPIN em espermatozoides de camundongos. Para 

determinar o efeito da maturação e capacitação espermática sobre a localização da EPPIN no 

espermatozoide murino, realizamos ensaios de Western blot e imunofluorescência. Para 

investigar o papel da EPPIN no controle da motilidade espermática, avaliamos o efeito de 

anticorpos anti-EPPIN que reconhecem epítopos nos domínios Kunitz (anticorpo S21C e F21C) 

e WFDC (anticorpo Q20E) sobre parâmetros de motilidade e cinemática por análise 

computadorizada (CASA). Detectamos uma dinâmica na presença da EPPIN na fração solúvel 

em Triton X-100, na fração enriquecida de membrana, e em associação com estruturas do 

citoesqueleto de espermatozoides epididimários, sugerindo uma associação entre o grau de 

maturação espermática e a distribuição celular da EPPIN. Observamos que o anticorpo S21C, 

mas não o F21C, inibiu a motilidade espermática progressiva e hiperativada. Em suporte a estes 

achados, o anticorpo S21C alterou os parâmetros de cinemática que descrevem a 

progressividade (VSL, VAP e STR) e o vigor (VCL, ALH e LIN) do movimento espermático. 

Interessantemente, o fragmento S21C Fab reproduziu efeitos similares ao total, indicando que a 

ligação monovalente ao epítopo S21C é suficiente para afetar a motilidade e hiperativação 

espermática. Por sua vez, o anticorpo Q20E (inteiro e fragmento Fab) inibiu a motilidade 

progressiva e os parâmetros de cinemática (VAP, VCL, ALH) de forma menos intensa em 

comparação ao anticorpo S21C. Visando investigar o mecanismo de ação associado aos efeitos 

dos anticorpos anti-EPPIN sobre a motilidade progressiva e hiperativada, avaliamos a 

fosforilação da proteína quinase A (PKA) e a produção de adenosina 3’-5’- monofosfato cíclico 

(AMPc) associados à capacitação por Western blot e AlphaScreen. Nossos resultados 

demonstraram que o anticorpo S21C induziu aumento na PKA total/PKA fosforilada, sem alterar 

e os níveis intracelulares de AMPc. Em conclusão, o domínio Kunitz da EPPIN desempenha 

papel essencial na regulação da motilidade espermática e hiperativação, e seu domínio WFDC 

pode contribuir para com estes efeitos. A presença da EPPIN em estruturas associadas ao 

citoesqueleto celular reforça o seu envolvimento em eventos associados à motilidade 

espermática. Os achados deste estudo contribuem para o desenvolvimento da EPPIN como alvo 

farmacológico para contracepção masculina. 
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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, 

(ii) 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. Introdução 

Vivemos um momento extraordinário – o planeta terra está, neste exato momento, 

experimentando um incrível aumento populacional da humanidade. Estudos indicam que a atual 

população mundial de 7,5 bilhões de habitantes deverá aumentar para quase 10 bilhões em 

2050) (MATHEW & BANTWAL, 2012; NYA-NGATCHOU & AMORY, 2013). Sendo assim, a 

população 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 milhões gestações que ocorrem anualmente em todo planeta, ~40% não são 

planejadas pelos casais, dentre as quais 20% são interrompidas por procedimentos de aborto 

(CHAMBERLAIN et al., 2020). Estudos indicam que essa alta taxa de gestações não-planejadas 

está fortemente associada a impactos negativos sobre a saúde física e mental das mulheres e 

seus filhos, sobre os serviços de saúde pública, bem como em aspectos econômicos e sociais 

(SEDGH et al., 2014). Diante deste cenário, ações visando a pesquisa de novos contraceptivos, 

a melhoria do acesso a anticoncepcionais e a educação acerca dos contraceptivos existentes 

são fundamentais para a promoção do planejamento familiar e redução da alta taxa de gestações 

não planejadas (ARIFUZZAMAN et al., 2019). Em especial, a entrada de novos contraceptivos 

masculinos no mercado ampliará significativamente as opções contraceptivas para os homens, 

cujas opções atuais limitam-se ao preservativo e a vasectomia.  

O desenvolvimento de novas tecnologias contraceptivas masculinas que sejam reversíveis 

e eficazes pode proporcionar uma maior igualdade entre homens e mulheres no planejamento 

familiar (LONG et al., 2019). Neste contexto, múltiplas estratégias farmacológicas hormonais e 

não-hormonais, que promovem o bloqueio reversível da fertilidade, estão em fase de 

desenvolvimento pré-clínico ou clínico, objetivando a entrada no mercado de novos métodos 

confiáveis e seguros para contracepção masculina. 

 

1.1 Estratégias hormonais para contracepção masculina 

Ensaios clínicos realizados em meados de 1970 demonstraram que a administração de 

testosterona como abordagem contraceptiva hormonal masculina resultou na redução das 

concentrações de espermatozoides no sêmen (WANG et al., 2016). Desde então, diversos 
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estudos vêm sendo conduzidos para o desenvolvimento e/ou aprimoramento de métodos 

contraceptivos masculinos hormonais (LONG et al., 2019). Mas como os contraceptivos 

masculinos hormonais funcionam? 

O fundamento farmacológico do uso de androgênios como contraceptivos masculinos 

hormonais se dá pelos seus efeitos inibitórios sobre o eixo hipotálamo-hipófise-gonodal (HHG). 

Em homens, o HGG funciona em um ciclo clássico de retroalimentação negativa. O hormônio 

liberador de gonadotrofina (GnRH), produzido por neurônios hipotalâmicos, estimula a secreção 

dos hormônios folículo estimulante (FSH) e hormônio luteinizante (LH) pela glândula pituitária 

anterior. O FSH e o LH atuam nos testículos estimulando as células de Sertoli e de Leydig, 

respectivamente, estimulando a produção de testosterona e a espermatogênese (COMNINOS et 

al. 2014). A testosterona e seu metabólito ativo di-hidrotestosterona (DHT) promovem seus 

efeitos androgênico-anabólicos pela interação com os receptores de androgênios. Em particular, 

as altas concentrações testiculares de androgênios são fundamentais para a promoção da 

espermatogênese (DOHLE et al., 2003). Além disso, esses hormônios se ligam aos receptores 

de androgênios presentes no hipotálamo e pituitária, inibindo a liberação de GnRH e 

gonadotrofinas, fechando desta maneira o ciclo de retroalimentação do eixo HHG. 

O efeito contraceptivo masculino de androgênios exógenos se dá pela inibição crônica do 

eixo HHG consequentemente reduzindo a esteroidogênese gonadal. Similar à testosterona 

endógena, os androgênios exógenos se ligam aos receptores de androgênios periféricos, 

mantendo desta maneira a ação androgênico-anabólica nos diversos tecidos, tais como: músculo 

esquelético, fígado, pele, próstata, dentre outros órgãos-alvos desses hormônios. No entanto, a 

supressão da produção de GnRH, FSH, e LH por esses fármacos resulta na inibição da síntese 

intratesticular de testosterona e, consequentemente da espermatogênese (COVIELLO et al., 

2004)  

Estudos iniciais demonstraram que androgênios injetáveis, como os ésteres de testosterona 

enantato de testosterona (ET) ou undecanoato de testosterona (UT) promoveram inibição 

robusta da contagem espermática na maior parte dos voluntários a valores que induzem 

infertilidade (< 1 milhão/mL) (GU et al., 2004; MOMMERS et al., 2008). No entanto, variações na 

proporção de homens que responderam adequadamente ao tratamento, a limitação da adesão 
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à terapia em decorrência da via de administração parenteral (intramuscular), bem como os efeitos 

adversos observados limitaram a aplicação desses fármacos como contraceptivos masculinos 

(GU et al., 2004; QOUBAITARY et al., 2006). Visando suplantar essas limitações, estudos 

adicionais demonstraram que a associação de uma progestina aos androgênios aumenta a 

retroalimentação central sobre o eixo HHG, inibindo mais rapidamente e consistentemente a 

produção de gonadotrofinas e a função endócrina testicular (LIU et al., 2008; LUE et al., 2013). 

De fato, candidatos promissores para estratégias hormonais de contracepção masculina são 

fármacos com atividade androgênica e progestágena, tais como: undecanoato de 

dimetandrolona (DMAU) e o 11-beta-metil-19-nortestosterona-17-beta-dodecil carbonato (11-β-

MNTDC) (ATTARDI et al., 2011, 2006). Quando administrado por via oral ou intramuscular, o 

DMAU é hidrolisado à sua forma ativa, a dimetandrolona, um derivado da 19-nortestosteona com 

atividade agonista em receptores de androgênios e de progesterona (SUVISAARI et al., 1997). 

Em um tratamento diário com doses de 200 mg a 400 mg por via oral de DMAU durante 28 dias 

em homens, observou-se a redução aos níveis basais de gonadotrofinas circulantes, sem efeitos 

adversos aparentes (NGUYEN et al., 2020; THIRUMALAI & PAGE, 2019). Já a “pílula-irmã” do 

DMAU, o 11-β-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 avaliação em longo prazo desses fármacos androgênico-progestágenos é 

essencial para garantir a sua segurança e eficácia e se podem efetivamente afetar a produção 

espermática. 

Outro método em desenvolvimento inclui a aplicação diária de um gel contendo testosterona 

e nestorona (NES), uma progestina sintética. A utilização do gel testosterona/NES (100 mg, 8 

mg) reduziu a concentração de espermatozoides para <1 milhão/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 preparações hormonais à base de derivados de hormônios esteroides 

(androgênios e progestágenos) tenham reconhecida capacidade de induzir uma redução 

significativa da contagem espermática pela inibição da espermatogênese, elas possuem diversas 

desvantagens, incluindo longo período de latência terapêutica (de 3 a 6 meses), variações na 
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efetividade contraceptiva de acordo com a população de estudo, via de administração parenteral 

para a maioria das preparações testadas e efeitos adversos (ganho de peso, acne, alterações 

de humor, etc.), as quais dificultam seu desenvolvimento clínico (THIRUMALAI & PAGE, 2019).  

Esses obstáculos têm levado à busca por alvos farmacológicos não-hormonais para 

contracepção masculina, abordagem que apresenta maior potencial para induzir o efeito 

desejado de forma rápida e sem os efeitos adversos característicos de manipulações dos níveis 

plasmáticos de hormônios do eixo HHG (PAYNE & GOLDBERG, 2014). 

1.2. Estratégias não-hormonais para contracepção masculina 

O perfil de um alvo farmacológico para o desenvolvimento de contraceptivos masculinos 

não-hormonais inclui (i) expressão específica ou seletiva no trato reprodutor masculino; (ii) papel 

essencial na fertilidade, de forma que seu bloqueio induza infertilidade; e (iii) susceptibilidade de 

manipulação farmacológica (KOPF, 2008). Nesse contexto, as estratégias atuais para 

contracepção masculina não-hormonal visam prevenir reversivelmente a fertilidade pela inibição 

ou bloqueio de processos essenciais associados à história natural do espermatozoide, incluindo 

sua produção (alvos testiculares), maturação, transporte e armazenamento (alvos epididimários) 

e eventos pós-ejaculatórios diretamente associados ao seu potencial fértil (alvos espermáticos) 

(LONG et al., 2019; REYNOLDS-WRIGHT & ANDERSON, 2019). Avanços recentes nas 

metodologias “ômicas” (p. ex., genômica, transcriptômica e proteômica) resultaram na expansão 

do número de proteínas específicas do testículo, epidídimo ou espermatozoide, as quais podem 

se encaixar no perfil de um alvo farmacológico para contracepção masculina (DREVET, 2018; 

ROBERTSON et al., 2020; LONG et al., 2021). 

Os testículos apresentam duas funções principais: endócrina, sendo o principal responsável 

pela produção dos androgênios; e reprodutiva, sendo o local da espermatogênese. Estratégias 

testiculares para contracepção masculina não-hormonal baseadas no testículo visam a inibição 

da produção espermática, sem interferir na esteroidogênese gonadal (KOPF, 2008). Dessa 

forma, buscam-se alvos moleculares com funções essenciais em etapas chaves da 

espermatogênese, espermiogênese ou espermiação, cujo bloqueio culmina na redução da 

produção diária de espermatozoides e, consequentemente, indução oligospermia ou 
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CONCLUSÃO 

No presente trabalho, demonstramos que a maturação epididimária e a capacitação 

espermática exercem um papel fundamental na expressão e localização da EPPIN. Nossos 

achados demostram que a maturação epididimária, mas não a capacitação, influencia na 

associação da EPPIN com os diferentes compartimentos celulares do espermatozoide murino. 

Essa descoberta de que a EPPIN está presente em estruturas celulares associadas ao 

citoesqueleto e a membranas no espermatozoide murino maduro ampliou os possíveis cenários 

pelos quais essa proteína atua no controle da modulação espermática. Além disso, confirmamos 

o papel crítico do domínio Kunitz da EPPIN na modulação da motilidade espermática e da sua 

mudança de progressiva para hiperativada, um evento crucial para a reprodução. A semelhança 

entre os efeitos do anticorpo S21C na forma de IgG inteira ou fragmento Fab indica que apenas 

a ligação monovalente ao epítopo é suficiente para afetar a motilidade progressiva e hiperativada. 

Em paralelo, o anticorpo anti-EPPIN Q20E inibiu parâmetros de motilidade espermática, 

demonstrando que a sequência Q20-E39 presente no domínio WFDC pode também estar 

envolvida nos efeitos de ligação da EPPIN com outros ligantes sobre essa função fundamental 

para a fertilidade masculina.  

Em conjunto, nossas descobertas ampliam o conhecimento sobre o papel dos domínios 

WFDC e Kunitz da EPPIN na regulação da função espermática. Esses resultados abrem espaços 

para o desenvolvimento de novas drogas contraceptivas que se liguem simultaneamente em 

ambos os resíduos dos domínios WFDC e Kunitz da EPPIN. Desse modo, ampliando a criação 

de novos compostos contraceptivos não-hormonais com grande eficácia terapêutica e que 

possam interferir em mecanismos cruciais para função do espermatozoide 
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