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RESUMO

Em um contexto global, aproximadamente metade das gestacdes anuais ndo sdo planejadas
pelos casais, e em 50% dos casos culminam em aborto eletivo. Novas estratégias contraceptivas
masculinas promoverdo planejamento familiar e o compartilhamento da responsabilidade do
controle de natalidade entre os parceiros. Eventos associados a funcdo espermatica, como a
motilidade e a capacitacdo emergem como fontes de alvos para contracep¢do masculina nao-
hormonal. A proteina espermética EPPIN (Epididymal protease inhibitor), estruturada em dois
dominios inibidores de protease (WFDC e Kunitz), atua como centro para interagdes proteina-
proteina (IPPs) na superficie do espermatozoide. Por exemplo, a EPPIN interage com a proteina
do plasma seminal SEMG1 (seminogenina-1), resultando na inibicdo temporaria da motilidade
espermatica ap6s a ejaculacdo. Além disso, pequenos compostos experimentais organicos,
EP055 e EP012, ao interagir com a EPPIN promoveram a reducdo da motilidade espermatica.
Esses resultados elevaram a EPPIN a um dos mais promissores alvos farmacoldgicos para
contracep¢do masculina. Estudos recentes identificaram as proteinas espermaticas AKAP4
(proteina ancora 4 da proteina quinase A) e GAPDHS (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase)
como novas potenciais parceiras da EPPIN, ampliando o leque de funcdes de suas IPPs.
Entretanto, pouco se conhece sobre a distribuicdo e colocalizagdo da EPPIN com a AKAP4 e
GAPDHS durante a maturacdo espermatica pds-testicular, além de ser pouco explorada do
ponto de vista estrutural com potenciais ligantes enddgenos ou exdgenos. Sendo assim, 0
objetivo deste estudo foi investigar potenciais IPPs da EPPIN e seus sitios de ligacdo passiveis
de intervencdo farmacoldgica, visando aplicacdes na contracepcdo masculina. Utilizando
ensaios de imunofluorescéncia, observamos a presenca da EPPIN, GAPDHS e AKAP4 no
espermatozoide murino durante a maturagdo pds-testicular in vivo e in vitro. Observamos a
colocalizacdo da EPPIN e com a GAPDHS e AKAP4 essencialmente na peca intermediaria e
principal do flagelo do espermatozoide, indicando um potencial papel em eventos que
governam a motilidade espermatica. No estudo estrutural, aplicamos técnicas de modelagem
molecular para explorar diferentes conformagdes da EPPIN. Apesar da baixa variagdo dos
angulos entre os dominios WFDC (N-terminal) e Kunitz (C-terminal), a EPPIN apresentou
conformacdes abertas, intermediarias e fechadas bem definidas. Os ensaios de ancoragem
molecular demonstraram que a conformacdes intermediarias apresentaram melhor acomodacéo
do EPO55 no sitio de ligacdo da EPPIN, ressaltando residuos dos dominios WFDC e Kunitz na
interface de contatos do complexo. Em conjunto, nosso estudo esclarece que a EPPIN e suas
proteinas parceiras permanecem associadas ao espermatozoide durante seu percurso até a
fertilizacdo. Ainda, sugerimos que a estrutura da EPPIN apresenta estado conformacional
favoravel para a interacdo de ligantes em seu sitio de ligacdo, sustentando a hipotese de que
essas proteinas e ligantes possuem papel essencial na fertilidade.

Palavras-chave: Contracepcdo masculina. Espermatozoides. Motilidade espermatica.

Interacéo ligante-receptor. Modelagem molecular.



ABSTRACT

In a global context, approximately half pregnancies per year are unplanned by couples, and in
50% of cases they culminate in elective abortion. New male contraceptive strategies will
encourage family planning and the sharing of birth control responsibility between partners.
Events associated with sperm function, such as sperm motility and capacitation, emerge as
sources of targets for non-hormonal male contraception. The sperm protein EPPIN (Epididymal
protease inhibitor), structured in two protease inhibitor domains (WFDC and Kunitz), acts as a
central hub for protein-protein interactions (PPIs) on the sperm surface. For example, EPPIN
interacts with the seminal plasma protein SEMG1 (seminogenin-1), resulting in temporary
inhibition of sperm motility after ejaculation. In addition, small organic experimental
compounds, EP055 and EP012, when interacting with EPPIN promote sperm motility
reduction. These results have elevated EPPIN to one of the most promising pharmacological
targets for male contraception. Recent studies have identified the sperm proteins AKAP4 (A-
kinase anchor protein 4) and GAPDHS (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) as new
potential partners of EPPIN, expanding PPIs functions. However, little is known about the
distribution and colocalization of EPPIN with AKAP4 and GAPDHS during post-testicular
sperm maturation from a structural point of view, as well as their potential endogenous or
exogenous ligands. Therefore, this study aimed to investigate potential EPPIN PPIs and their
binding sites used in pharmacological intervention, purposing applications in male
contraception. Using immunofluorescence assays, we observed the presence of EPPIN,
GAPDHS and AKAP4 in murine spermatozoa during post-testicular maturation in vivo and in
vitro. We observed colocalization of EPPIN with GAPDHS and AKAP4 essentially in the
midpiece and main piece of the sperm flagellum, indicating a potential role in events that
regulate sperm motility. In the structural study, we applied molecular modeling strategies to
explore different EPPIN conformations. Despite the low angle variation between the WFDC
(N-terminal) and Kunitz (C-terminal) domains, EPPIN presented well-defined open,
intermediate, and closed conformations. Molecular docking assays showed intermediate
conformations as better accommodation of EPO55 in the EPPIN binding site, emphasizing
residues from the WFDC and Kunitz domains in the contact interface of the complex
EPPIN/EPO55. Altogether, our study clarifies that EPPIN and its partner proteins remain
associated with spermatozoa during its journey to fertilization. Furthermore, we suggest that
the EPPIN structure presents a favorable conformational state for the interaction of the ligands
in its binding site, supporting the hypothesis that these proteins and ligands play an essential
role in fertility.

Keywords: Male contraception. Spermatozoa. Sperm motility. Ligand-receptor interaction.
Molecular modeling.
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1. INTRODUCAO

Estimativas globais apontam que das 213 milhGes de gestacdes que ocorrem por ano,
aproximadamente 85 milhdes ndo sdo programadas pelos casais; dentre estas, 50% séo
interrompidas por procedimentos de aborto eletivo (Sedgh, Singh e Hussain, 2014). Vale
destacar que cerca de 20 milhdes desses abortos sdo realizados em condicGes sanitérias
insalubres, ou por administracdo incorreta de medicamentos (Ahman et al., 2011), podendo
levar a morte ou a graves problemas para as mulheres que passam por esses procedimentos.
Estudos demonstram que prevenir gestacdes indesejadas pode evitar 25% de mortes maternas
associadas a problemas na gestacdo (Ahman et al., 2011). Nesse contexto, a promogio do
planejamento familiar pode contribuir com as escolhas dos casais e suas familias (Sedgh, Singh
e Hussain, 2014).

Dentro da demanda por novas alternativas contraceptivas, existe urgéncia por novos
métodos masculinos para controle da natalidade, cujas opg¢des atuais estdo restritas ao
preservativo ou a vasectomia (Martin et al., 2000; Roth e Amory, 2016), em contraste com as
diversas estratégias contraceptivas femininas disponiveis no mercado (Aitken et al., 2008).
Portanto, novas estratégias farmacologicas que suprimam a fertilidade masculina de forma
temporaria e segura tém potencial de promover maior responsabilidade e autonomia do homem
nas escolhas associadas ao planejamento familiar e reduzir o fardo das mulheres quanto aos
riscos associados a contracepcdo (Roth e Amory, 2016). Diante dessa necessidade, estudos
envolvendo alvos hormonais e ndo-hormonais para a contracepcdo masculina estdo em
desenvolvimento pré-clinico ou clinico (O’Rand, Silva e Hamil, 2016; Roth e Amory, 2016).

A escolha de alvos contraceptivos é baseada em eventos cruciais para a reprodugdo, como
as etapas de maturacdo pds-testicular do espermatozoide conhecidas como: maturacdo
espermatica no epididimo e capacitacdo, que sdo importantes para o potencial fértil dos
espermatozoides, cujo bloqueio ou perda da funcdo resulta na infertilidade masculina. A
maturacdo dos espermatozoides no epididimo é essencial para transforma-los em células
moveis, aptas para a segunda e ultima fase de maturacdo pos-testicular: a capacitacdo. Esta
ocorre no sistema genital feminino, promovendo modificacbes moleculares e bioquimicas que
conduzem o espermatozoide para a hiperativacdo, reacdo acrossomica e, consequentemente,
fertilizacdo (Gervasi e Visconti, 2017). Vale ressaltar que a capacitagdo, mas ndo a maturacao
espermatica, pode ser reproduzida in vitro pela incubacdo dos espermatozoides em meios de
cultura apropriados (Kawano e Yoshida, 2007). Sabe-se que proteinas espermaticas e suas

interacbes com outras proteinas, como aquelas oriundas do plasma seminal, podem contribuir



durante o0s eventos de maturacdo pos-testicular, tornando-as potenciais alvos para o
desenvolvimento de farmacos contraceptivos masculinos.

Dentre as macromoléculas que formam complexos proteicos com impacto na fertilidade
masculina, destacamos a proteina espermatica EPPIN (Epididymal protease inhibitor), devido
as suas funcBes essenciais na motilidade espermatica (O’rand et al., 2011). Estudos
demonstraram que primatas ndo-humanos com alta titulacdo de anticorpos anti-EPPIN, no
plasma e sémen, induzidas por imunizacao ativa com a EPPIN recombinante humana tiveram
sua fertilidade interrompida (O’Rand et al., 2004). A fertilidade desses macacos foi recuperada
apos a interrupgdo da imunizacdo sem nenhum efeito adverso ébvio (O’Rand et al., 2004).
Esses resultados confirmaram que a perda da funcédo da EPPIN via interacdo com ligantes inibiu
reversivelmente a fertilidade masculina, colocando a EPPIN no topo da lista de alvos para
contracepcdo masculina induzida pela perda da funcéo espermatica.

A EPPIN é sintetizada no epitélio seminifero (pelas células de Sertoli e da linhagem
espermatogénica) e no epitélio epididimario, sendo encontrada na superficie do espermatozoide
e associada a estruturas do (Mariani et al., 2020; Richardson, Richard T et al., 2001; Silva et
al., 2021; Silva, Hamil, et al., 2012). Do ponto de vista estrutural, a EPPIN possui sequéncias
consensos de peptideo sinal (residuos 1 a 22) e dos dominios inibidores de protease dos tipos
WFDC e Kunitz, localizados na regidao N-terminal (residuos 22 a 75) e C-terminal (residuos 76-
133), respectivamente. Essa proteina pertence a familia dos inibidores de protease com alta
conservacao, chegando a ~65% de identidade entre a sequéncia priméaria da EPPIN humana e
murina, o que indica sua importancia para a fertilidade durante processos de especiacao.

No espermatozoide ejaculado humano, a EPPIN forma um complexo proteico com outras
proteinas, como a lactotransferrina (LTF), clusterina (CLU) e semenogelina 1 (SEMGL1), com
consequéncias relevantes para a funcdo e viabilidade do espermatozoide durante sua passagem
pelo sistema genital feminino (Kawano e Yoshida, 2007; Wang et al., 2005, 2007) De fato, a
interacdo entre a EPPIN e a SEMGL1 na superficie do espermatozoide ejaculado € um evento
essencial para a fertilidade masculina, pois promove a inibicdo temporaria da motilidade
espermatica apds a ejaculacdo no codgulo de sémen, estrutura gelatinosa que protege 0s
espermatozoides logo apos sua saida do trato reprodutor masculino (O’Rand et al., 2006).
Somente apds a clivagem da SEMG1 pela protease antigeno especifico da prostata (PSA),
ocorre a liquefacdo do coagulo de sémen e a ativacao da motilidade espermatica (Gagnon et al.,
1999; O’rand et al., 2011). Estudos demonstraram que anticorpos anti-EPPIN, cujo epitopo tem

sobreposi¢cdo com o sitio de interagdo da SEMG1, mimetizam o efeito da interacdo EPPIN-
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SEMGL1 e inibem a motilidade espermatica (O’Rand et al., 2004, 2009; O’rand et al., 2011;
O’Rand e Widgren, 2012).

Dados recentes do nosso grupo demonstraram que a EPPIN murina interage com proteinas
secretadas pela glandula seminal, como a SVS2 (proteina ortéloga a SEMG1 humana), dando
suporte ao uso do camundongo como modelo experimental para estudos envolvendo a EPPIN
como alvo para contracepcdo (Mariani et al., 2020; Silva et al., 2021). Além disso, foi
observado que proteinas estruturais do flagelo do espermatozoide, como a GAPDS
(gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) e AKAP4 (proteina ancora 4 da quinase A), emergem
como potenciais parceiras de ligacdo da EPPIN no espermatozoide murino (Mariani et al.,
2019) Nossos resultados ampliaram o leque de possiveis IPPs envolvendo a EPPIN, indicando
a extraordinaria complexidade funcional dessa proteina e a necessidade de avancar no estudo
de sua estrutura e fungéo.

A GADPHS ¢ uma isoforma especifica do espermatozoide envolvida na via glicolitica que
desempenha papéis essenciais na motilidade espermatica (Miki, Qu, Goulding, Eugenia H, et
al., 2004). Camundongos knockout para o gene Gapdhs sdo inférteis, em parte, devido a
defeitos na motilidade dos espermatozoides (Miki, Qu, Goulding, Eugenia H, et al., 2004). Ja
a AKAP4 é a proteina mais abundante da bainha fibrosa, estrutura presente no flagelo do
espermatozoide de mamiferos (Fang et al.,, 2019). Camundongos knockout para Akap4
produzem um namero normal de espermatozoides, entretanto, estes ndo apresentam motilidade
progressiva, resultando em fenotipo de infertilidade masculina (Baccetti et al., 2005). Vale
destacar que assim como a EPPIN, a GAPDHS e AKAP4 estdo no escopo de alvos para
contracepgdo masculina (Hughes et al., 2009; Miki, Qu, Goulding, Eugenia H., et al., 2004;
O’rand et al., 2011). Sendo assim, a identificagdo da GAPDHS e AKAP4 como potenciais
proteinas parceiras da EPPIN fornece novas interpretacdes e perspectivas para o potencial
dessas interacdes na fertilidade masculina, e de como elas podem ser exploradas visando o
desenvolvimento de drogas contraceptivas.

A capacidade da EPPIN interagir com moléculas organicas pequenas foi confirmada pela
demonstracdo de que compostos experimentais podem se ligar e modular suas fungdes. Esses
estudos resultaram no desenvolvimento de trés compostos organicos pequenos derivados de um
esqueleto base contendo o anel 1, 3, 5-triazinico, denominados: EP055 e EP054 (O’Rand et al.,
2018). A exposicao do espermatozoide humano e de primatas ndo humanos a esses compostos
resultou em inibicdo significativa da motilidade espermaética, revelando seu potencial
contraceptivo (O’Rand et al., 2018). O EP055 apresentou 0 mesmo efeito quando administrado

por via endovenosa em macacos, 0 que o tornou um protétipo de uma classe de compostos
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radicalmente inovadores para contracep¢do masculina (O’Rand et al., 2018). Estudos
computacionais utilizando modelos da EPPIN por homologia indicaram residuos em comum
na interface de interacdo da EPPIN com o composto EP055 e com a SEMG1, respectivamente
(O’Rand, Silva e Hamil, 2016; Shan et al., 2019; Silva, Hamil, et al., 2012) Entretanto, os
aspectos moleculares e estruturais da interacdo entre a EPPIN com seus ligantes exdgenos ainda
permanece obscuro. Pesquisas nessa area sdo relevantes para ampliar as possibilidades de
desenho racional de ligantes da EPPIN com aplicacdes terapéuticas como contraceptivos
masculinos.

Recentemente, avancos na area da modelagem molecular permitiram que pesquisadores
pudessem predizer a estrutura tridimensional de proteinas a partir da sua sequéncia primaria de
aminoacidos, utilizando ferramentas de inteligéncia artificial como o AlphaFold (Jumper et al.,
2021). e RoseTTAFold (Baek et al., 2021). Isso garante que a predicdo final de uma
determinada proteina ndo tem viés de um modelo estrutural, mas de um padrdo de disposi¢do
dos aminoacidos no espaco obtido a partir de uma grande quantidade de dados experimentais.
Essas predicOes, portanto, possuem a maior confianca ja& demonstrada na literatura quando
comparada com modelos experimentais (Jumper et al., 2021). Assim, estudos estruturais do
modelo predito da EPPIN podem identificar regides importantes para a interagdo com seus
parceiros, bem como para interagdo com pequenas moléculas. Esse conhecimento pode servir
como base para o desenvolvimento de estratégias que conduzam a modulacao da EPPIN.

Neste trabalho realizamos investigaces sob duas perspectivas complementares em busca
de um contraceptivo masculino ndo-hormonal. Na primeira, avaliamos a distribuicdo e
colocalizagdo das potenciais parceiras de interacdo da EPPIN no espermatozoide de
camundongos durante seu percurso do epididimo até o sistema genital feminino como alvos
contraceptivos, evidenciando uma estabilidade e distribuicdo dessas proteinas no
espermatozoide murino, bem como a colocalizacdo desses alvos localizadas essencialmente na
peca intermediéria e principal do flagelo. Na segunda perspectiva desse estudo, exploramos
diferentes conformacOes da EPPIN e suas principais interacbes moleculares com um ligante
exogeno, a partir de um modelo estrutural da EPPIN predito pela plataforma AlphaFold. Neste
aspecto, demonstramos uma baixa variacdo dos angulos entre os dominios WFDC e Kunitz,
mas que nos permitiu categorizar conformagfes da EPPIN em abertas, intermediarias e
fechadas. As conformacdes intermediarias foram as que apresentaram melhor acomodagéo do
ligante no sitio de ligacdo da EPPIN, ressaltando a participacdo dos dominios WFDC e Kunitz
na interface de contatos desses complexos ligante-receptor. Esses resultados tém o potencial de

fornecer novos conhecimentos a area experimental a respeito das potenciais interacfes da
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EPPIN com outras proteinas espermaéticas, assim como a area computacional pela aquisi¢do de
detalhes da estrutura da EPPIN e de possiveis ligantes, vislumbrando avancar no entendimento
funcional e estrutural dessas proteinas e de suas interagfes como estratégias farmacologicas
passiveis de manipulagdo para o desenvolvimento de um contraceptivo masculino ndo-

hormonal.

Objetivos
Investigar aspectos funcionais e estruturais da EPPIN, com énfase nas suas proteinas de
interacdo e potenciais sitios passiveis de intervencdo farmacoldgica com aplicacfes na

contracepc¢do masculina.

Obijetivos especificos
1) Investigar o perfil de distribuicdo e colocalizacdo da EPPIN e de suas proteinas parceiras.
2) Explorar a estrutura da EPPIN e identificar um sitio de reconhecimento com o composto

experimental EP055.



13

2. METODOLOGIA

2.1 Delineamento experimental

O delineamento experimental do projeto foi dividido em duas partes principais:
2.1.1 Primeira parte

Investigar o perfil de distribuicdo e colocalizacdo da EPPIN e de suas proteinas parceiras:
A) Isolamento dos espermatozoides maduros da cauda do epididimo seguido ou ndo da indugéo
da capacitacdo in vitro; B) Inducdo do estro nas fémeas, acasalamento e isolamento dos
espermatozoides das diferentes regides do trato reprodutor feminino (vagina; Utero proximal;
tero distal e juncdo Utero-tubal/oviduto). Em seguida, apds a obtencdo de espermatozoides
pelas etapas A e B, as amostras seguiram para ensaios de imunofluorescéncia para verificar a
localizacdo celular da EPPIN e de suas potenciais proteinas de interacdo AKAP4 e GAPDHS
em espermatozoides maduros coletados do epididimo, capacitados in vitro ou recém ejaculados

no trato reprodutor feminino (Figura 1).

Investigar o perfil de distribui¢do e colocalizagdo da EPPIN e de suas proteinas parceiras

. Camundongos suigos - Imunofluorescéncia
(Mus musculus) o . ;
Anticorpos:
- anti-EPPIN; anti-GAPDHS e
— anti-AKAP4.
7 \) — Cauda do
“.+  epididimo L
Capacitagao in vitro
Isolamento de
. PMSG e espermatozoides ;
/ hCG i NG
f > L7 Colocalizagio
L 5 Juncdo Gtero-tubal/
Indugdo do estro J7 T oviduto /
¥ /—* Utero distal i
> /> Utero proximal
]—* Vagina
z W
Isolamento de espermatozoides -«
Capacitagao in vivo
Microscopio de fluorescéncia

Acasalamento =

Figura 1. Representacdo esquematica da primeira parte do delineamento experimental do projeto.
Elaborada pela plataforma BioRender.com.

2.1.2 Segunda parte

Explorar a estrutura da EPPIN e sua interacdo com o ligante EP055: A) Dinamica
molecular da EPPIN sob a perspectiva da técnica de Dinamica Molecular por Modos Normais
Excitados (DM-MNE); B) Atracamento de Docking Molecular com o ligante EP55 (Figura 2).
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EPPIN predita Peparagao do Sistema MDENM Clusterizagao Docking Molecular
(AlphaFold) (CHARMM 36) (100 réplicas *10 30 estruturas centrais
+ excitagdes * 5ps)

Equilibragéo

Figura 2. Representacdo esquematica da segunda parte do delineamento experimental do projeto.
Elaborada pela plataforma BioRender.com.

2.2 Metodologias para a primeira parte do estudo
2.2.1 Animais

Utilizamos camundongos (Mus musculus) sui¢os, machos e fémeas adultos (90-120 dias)
provenientes do Centro de Pesquisa e Producdo de Animais (CPPA), Instituto de Biotecnologia
(IBTEC), UNESP-Botucatu. Os camundongos ficaram alocados no Biotério do Departamento
de Biofisica e Farmacologia do IBB/UNESP em ambiente controlado (temperatura 23-25°C,
ciclo 12 h claro/escuro), com agua e dieta ad libitum, por pelo menos uma semana antes do uso.
Os animais foram eutanasiados por overdose de isoflurano (4%, via inalatdria) seguido de
deslocamento cervical. Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de
Etica para o Uso de Animais (CEUA), IBB/UNESP (protocolo ndimero: 5402261121).

2.2.2 Coleta de espermatozoides maduros da cauda do epididimo e capacitacdo in vitro

Apls a eutanasia dos camundongos, suas caudas dos epididimos contendo o0s
espermatozoides maduros foram dissecadas e transferidas para placa de Petri contendo meio de
cultura TYH (NaCl 100 mM, KCI 4,7 mM, KH2PO4 1,2 mM, MgSO4 1,2 mM, glicose 5,5
mM, éacido pirtvico 0,8 mM, CaCl2 1,7 mM e HEPES 20 mM, pH 7,2-7,4). Em seguida, 0s
tecidos foram cortados com tesoura para liberagdo dos espermatozoides no meio, e incubados
a 37 °C por 10 min (5% CO2/95% ar). Em seguida, removemaos os tecidos do meio, e realizamos
a contagem espermatica em camara de Neubauer para ajustes de concentracdo espermatica. Para
inducdo da capacitagdo in vitro, o0 meio de cultura TYH contendo os espermatozoides foi
suplementado com albumina do soro bovino (BSA, 0,75% m/v) e bicarbonato de sédio
(NaH2CO3, 20 mM), e posteriormente os espermatozoides foram incubados a 37°C por 60 min

(5% C0O2/95% ar) para inducdo da capacitacdo in vitro.

2.2.3 Acasalamento e coleta dos espermatozoides ejaculados
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Para coleta dos espermatozoides apds a coOpula seguimos a metodologia descrita por
(Kawano e Yoshida, 2007). Resumidamente, o estro foi induzido nas fémeas pela injecdo de
gonadotrofina do soro de égua gestante (PMSG) (5 UlI, i.p.), seqguida pela gonadotrofina
coriénica humana (hCG) (5 Ul, i.p.) 48 h apds a PMSG. Doze horas ap06s a injecdo de hCG, as
fémeas foram engaioladas com os camundongos machos sob observacao. Imediatamente apos
0 acasalamento, a existéncia do plugue copulatorio foi verificado para confirmagéo do sucesso
da copula. Os espermatozoides foram coletados apds a copula em diferentes tempos (0, 1, 2 e
3 horas) a fim de encontra-los em diferentes regi6es do trato reprodutor feminino (vagina, Gtero
proximal, tero distal e juncdo Utero-tubal/oviduto). Apds a coleta, 0s espermatozoides de cada
segmento foram lavados em tampéo PBS pH 7,4, centrifugado (2.000 x g por 15 minutos) € o
precipitado contendo o0s espermatozoides foi coletado para posteriores ensaios de

Imunofluorescéncia.

2.2.4 Ensaios de imunofluorescéncia

Apls a coleta dos espermatozoides conforme descrito nos itens 3.3 e 3.4, 0S
espermatozoides foram suspendidos para 4,0 — 6,0 x 10° células/ml em tamp&o PBS pH 7,4.
Em seguida, realizamos esfregacos das suspensdes de espermatozoides em laminas silanizadas.
Os esfregacos foram fixados em solucdo de paraformaldeido 4% diluido em tampédo PBS e
posteriormente incubados com solugdo de bloqueio (tampdo fosfato contendo BSA 1%, m/v)
na presenca de saponina 0,02%. Posteriormente, as ldaminas foram incubadas com pelo menos
dois dos seguintes anticorpos primarios: i) anti-EPPIN Q20E (40 pg/mL — Catalogo: IM0773 —
Rheabiotech) (Mariani et al., 2020); ii) anti-GAPDHS (6 pg/mL — Catélogo: ab153802 -
Abcam); e iii) anti-AKAP4 (10 pg/mL — Catalogo: E-AB-65117 — Elabscience) durante a noite
a 4°C. Em seguida, as laminas foram incubadas com anticorpos secundarios especificos anti-
cabra Alexa Fluor 488 (10 pg/ml) e anti-coelho Alexa Fluor 594 (10 pg/ml) por 1h TA. Apo6s
a incubacao com os respectivos anticorpos secundarios, incubamos as laminas com solucao de
4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) para marcacao dos nucleos celulares por 1h TA. Ensaios de

controle negativo foram realizados na auséncia de um ou de ambos 0s anticorpos primarios.
2.3 Metodologias da segunda parte do estudo

2.3.1 Modelo da EPPIN e estrutura do EP055

O modelo tridimensional da EPPIN humana foi obtida do banco de dados do AlphaFoldBD
(Disponivel em: https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/095925(Jumper et al., 2021; Varadi et al.,
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2022), e a sequéncia primaria total de aminoacidos (133 residuos) utilizada para o modelo
predito foi referente ao cddigo de identificacdo Uniprot - 095925. A predi¢do de um modelo
pelo AlphaFold fornece uma pontuacgéo de confianca por residuo (pLDDT) entre 0 e 100. Sendo
que a confianca do modelo pode se apresentar como muito alta (pLDDT > 90); alta (90 >
pLDDT > 70); baixa (70 > pLDDT > 50) e muito baixa (pLDDT < 50). Para as analises, 0
peptideo sinal (1 — 22 residuos) foi removido, mantendo somente os dominios N- e C-terminal.
A estrutura do EP055 (O’Rand et al., 2018) foi construida a partir do servidor Automated
Topology Builder and Repository (https://atb.ug.edu.au/login.py) (Malde et al., 2011).

2.3.2 Montagem do sistema de simulacdo de dinamica molecular

O modelo inicial da EPPIN foi submetido a montagem de um sistema controlado no
Gromacs 2020.3, sob um campo de forca CHARMM36m (Huang et al., 2016) Nenhum residuo
protonado foi identificado pelo servidor PROPKA3 (Olsson et al., 2011). EPPIN foi colocada
em uma caixa octaédrica de 12 A de distancia do 4&tomo na posicio mais extrema do modelo na
direcdo XYZ. O sistema foi solvatado com modelos de 4gua do tipo TIP3P e adicionado 0,15
M de NaCl (17,751 de TIP3P, 170 de Na* e 47 de CI’), adicionando ions com o intuito de se
obter a carga do sistema igual a 0. Essas etapas foram realizadas no servidor CHARMM-GUI
(Brooks et al., 2009; Jo et al., 2008). Uma vez montado, o sistema foi minimizado por meio de
um gradiente de energia abaixo de 100 kJ/mol/nm?. Na equilibracdo, nds modificamos o
protocolo do CHARMM-GUI adicionando mais trés etapas de equilibracdo para garantir uma
suavizacdo das forcas do sistema. Na primeira etapa, um conjunto candnico de nimero igual de
atomos, volume e temperatura foi aplicado (NVT), controlado pelo termostato V-rescale (Bussi,
Donadio e Parrinello, 2007) a 300 K durante 1 ns. Nas etapas seguintes, um conjunto
isotérmico-isobarico (NPT) foi aplicado, monitorando a presséo a 1bar por 1ns com o barostato
Berendsen (Eslami, Mojahedi e Moghadasi, 2010). Na terceira e quarta etapa utilizamos o
termostato Nosé-Hoover (Hoover, 1985; Nosé, 2006) e barostato Parrinello-Rahman
(Humphrey, Dalke e Schulten, 1996) por 5ns e 1ns respectivamente. Em todas essas etapas,
utilizou-se um tempo de integracéo de 2 femtosegundos e os atomos da cadeia principal e lateral
foram restringidos harmonicamente a uma forca de 400 e 40 kJ.molt.nm, respectivamente.
Adicionalmente, na quarta etapa, tais forgas foram reduzidas em 90%. As interacdes nao ligadas
(non-boded) foram aplicadas em distancia de 12 A, com uma fun¢do de forca de (switch
function) entre 10 e 12 A,
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2.3.3 Célculo dos modos normais (MN) e dinamica molecular por modos normais excitados
(DM-MNE)

Os MNs da EPPIN foram calculados a partir da estrutura da EPPIN devidamente
equilibrada utilizando a ferramenta Bio3D, onde foram selecionado aqueles com alta amplitude
de movimento e que expusessem a sequéncia de Asparagina, chamada como seq. Asn113-
Asnll16, ao solvente (Grant et al., 2006; Skjaerven et al., 2014). Esses modos foram
combinados linearmente (cada modo foi multiplicado por um fator entre -1 e 1) para obter 100
MNs, de maneira a aumentar a exploragdo conformacional da EPPIN. Esses MNs foram
empregados como dire¢des de excitacdo da EPPIN usando DM-MME. Essa técnica consiste
em etapas de excita¢do do sistema (dos a&tomos selecionados, no nosso caso a EPPIN) ao longo
dos vetores de MNs, por meio de pequenos inputs de energia cinética. Assim, o sistema excitado
é deformado na direcdo de tais vetores em curtas etapas de DM, dentro do contexto de um
sistema em solvente explicito (Costa et al., 2015). Cada simulacdo ao longo de um MN
combinado corresponde a uma réplica, que foram submetidas a 10 excitagbes de 5 ps,
totalizando 5000 conformacdes da estrutura da EPPIN (100 réplicas x 10 excitacdes x 5 ps),
com um input de energia cinética de 3 K. Em seguida, as 5000 conformagdes foram
clusterizadas de acordo com 0 RMSD (raiz quadrada do desvio quadréatico médio) dos atomos
da cadeia principal, usando ponto um de corte abaixo de 1 A, resultando em 30 clusters. Esta

etapa foi realizada usando a ferramenta do GROMACS chamada gmx cluster.

2.3.4 Atracamento Molecular

A fim de encontrar regides de interacdo energeticamente favoraveis envolvendo a EPPIN
e o ligante EPO55, foi realizada uma etapa de Atracamento Molecular utilizando o AutoDock4
(Morris et al., 2009). Para as estruturas centrais de cada um dos 30 clusters obtidos por MD-
MNE foi estabelecida uma caixa de busca capaz de revestir todos os residuos da EPPIN. Os
ensaios de atracamento molecular foram feitos em triplicata, com mil poses cada réplica,
agrupando-as de acordo com um ponto de corte de RMSD abaixo de 2 A. 300 complexos da
EPPIN com o EP055 foram encontrados, os quais foram analisados e filtrados com base na
menor energia livre de ligagdo (AG) e maior numero de repeti¢do do ligante na mesma posi¢ao
(nRP). Em seguida, medidas como a distancia entre o centro de massa do ligante e da seq.
Asn113-Asnl16, e os tipos de interagdes hidrofdbicas e polares estabelecidas em uma distancia
menor de 4.5 A e 3,5 A, respectivamente, entre a EPPIN e 0 EP055.
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2.4 Analise dos resultados

Analisamos os resultados em microscopio de epifluorescéncia, disponiveis na UNIPEX -
Unidade de Pesquisa Experimental da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB/UNESP).
Cada alvo (EPPIN, AKAP4 e GAPDHS) foi observado por fluoréforos de colorages diferentes
para que posteriormente as imagens fossem sobrepostas em software de processamento de
imagem a fim de obter as suas respectivas localizacGes celulares no espermatozoide, e em
seguida estabelecer a regido do espermatozoide em que essas proteinas estdo colocalizadas.

Os resultados da modelagem molecular e Atracamento Molecular foram analisados na
tentativa de: 1) determinar as conformacdes da EPPIN que permitam melhor interagdo com o
EPO55 e ii) identificar regides importantes da interface do complexo EPPIN/EPQ55 a partir de

sua analise conformacional, evidenciando os principais residuos da interacao ligante-receptor.
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3. RESULTADOS
3.1 Distribuicéo e colocalizagcdo das proteinas espermaticas EPPIN, GAPDHS e AKAP4
no espermatozoide coletado da cauda do epididimo capacitado ou néo in vitro

A fim de identificar a distribuicdo celular das proteinas alvos deste trabalho, realizamos
ensaios de imunofluorescéncia em espermatozoides maduros submetidos ou ndo a capacitacdo
in vitro. Para essas duas condi¢bes experimentais foi encontrado um perfil similar de
distribuicéo e de colocalizacao das proteinas espermaticas EPPIN, GAPDHS e AKAP4 (Figura
3).

A EPPIN apresentou imunomarcacao positiva em regides da cabeca e no flagelo, tanto na
peca intermediaria (maior intensidade), como na peca principal (menor intensidade) e peca final
(apenas em espermatozoides capacitados in vitro) (Figura 3A-D). A imunomarcacdo da
GAPDHS foi observada somente na peca principal, com variacdo de intensidade, sendo em
geral imunomarcada mais intensamente na regido proximal da peca principal (proxima ao
anulo) e menos intensamente na regido distal da peca principal. A AKAP4 esteve presente
eventualmente na cabeca (acrossoma anterior ou segmento equatorial) e constantemente no
flagelo (peca intermediaria e principal), com imunomarcagdo mais acentuada na peca principal.

Com base no padrdo de imunomarcacdo das proteinas, a colocalizacdo da EPPIN com a
GAPDHS e AKAP4 foi observada somente na peca principal, e nas pecas intermediéria e
principal do flagelo, respectivamente (Figura 3A e C e 3B e D, respectivamente). Em ambos 0s
casos, a colocalizacdo da EPPIN com a GAPDHS e AKAP4 na pega principal do flagelo foi
mais evidente em sua regido proximal (proxima ao anulo). Embora ambas, EPPIN e AKAP4,
tenham sido observadas em regides da cabeca, ndo foi possivel identificar a colocalizacéo
dessas proteinas nessa regido. O perfil de distribuicéo e a colocalizacdo da EPPIN com GAPHS
ou AKAP4 foi semelhante em espermatozoides maduros isolados da cauda do epididimo,
mantidos em meio ndo capacitante (Figura 3A-B); e espermatozoides maduros isolados da
cauda do epididimo capacitados in vitro apds incubagdo em meio capacitante (Figura 3C-D).
Além disso, como estratégia para obtencdo de controles negativos, na auséncia de pelo menos
um dos anticorpos primarios para os alvos EPPIN, GAPDHS e AKAP4 ndo foram encontradas

nenhuma marcacdo (Figura suplementar S1, disponivel em ANEXO I).
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Cauda do epididimo - NC Cauda do epididimo - CP
EPPIN GAPDHS Sobrep EPPIN GAPDHS Sobrep

B
Cauda do epididimo - NC Cauda do epididimo - CP

EPPIN AKAP4 Sobrep EPPIN AKAP4 Sobrep

I

Figura 3. Perfil de distribuicdo e colocalizacdo da EPPIN e GAPDHS (A e C) ou EPPIN e AKAP4 (B
e D) em espermatozoides maduros ou capacitados in vitro. Imunomarcacdo da EPPIN (verde) e
GAPDHS ou AKAP4 (vermelho) em espermatozoides coletados da cauda do epididimo em meio nédo
capacitante (painéis a esquerda) ou em meio capacitante (painéis a direita), representando
espermatozoides maduros e capacitados, respectivamente. Colocalizacdo da EPPIN e GAPDHS ou
AKAP4 na peca principal (seta) e entre EPPIN e AKAP4 na pega intermediaria (seta pontilhada).
Presenca da AKAP4 no segmento equatorial (ponta de seta) da cabeca do espermatozoide. Presenca da
EPPIN presente na pega final do flagelo (*). Sobreposi¢cdo com DAPI (azul). NC espermatozoides ndo
capacitados. CP: espermatozoides capacitados. Sobrep.: Sobreposicdo. Resultados representativos de
trés experimentos independentes. Barra de escala: 50 um.

3.2 Distribuicdo e colocalizacdo das proteinas EPPIN, GAPDHS e AKAP4 no
espermatozoide ejaculado coletado de diferentes porgdes do trato reprodutor feminino
A distribuicédo das proteinas EPPIN, GAPDHS e AKAP4 na estrutura do espermatozoide
ejaculado foi avaliada em quatro diferentes porc¢des do trato reprodutor feminino: vagina, Gtero
proximal (porcdo do Utero préxima a cérvix), utero distal (por¢do do Utero préxima ao oviduto)
e jungdo Utero-tubal/oviduto) a fim de verificar a localizagdo celular dessas proteinas em
diferentes estagios da capacitacdo espermatica durante o percurso do espermatozoide até o seu
local de fertilizagdo (Figura 4). Verificamos que o perfil de distribuicdo da EPPIN, GAPDHS
e AKAP4 no espermatozoide ejaculado foi semelhante entre as diferentes porgdes do trato
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reprodutor feminino, assim como néo apresentou alteragdes em relagéo ao perfil observado nos
espermatozoides isolados da cauda do epididimo e capacitados in vitro (Figuras 3 e 4). Portanto,
a colocalizacdo da EPPIN com a GAPDHS foi observada apenas na peca principal do flagelo
(Figura 4A-D) e a colocalizacdo da EPPIN com a AKAP4 foi observada tanto na peca
intermediaria como principal do flagelo (Figura 4E-H), independentemente do grau de
capacitacao dos espermatozoides.

A B 3
Vagina Utero proximal Utero distal Juncao Utero-tubal/oviduto

EPPIN GAPDHS Sobrep EPPIN GAPDHS Sobrep

Utero distal Jung&o Gtero-tubal/oviduto
EPPIN AKAP4 Sobrep.

II

Figura 4. Perfil de distribuicdo e colocalizagcdo da EPPIN e GAPDHS (A-D — painéis superiores) ou
EPPIN e AKAP4 (E-H — painéis inferiores) em espermatozoides capacitados de diferentes porcdes do
trato reprodutor feminino. Imunomarcagéo da EPPIN (verde) e GAPDHS ou AKAP4 (vermelho) em
espermatozoides coletados da vagina (A, E), Gtero proximal (B, F), Gtero distal (C, G) e juncdo Utero-
tubal/oviduto (D, H) durante o processo de capacitacdo in vivo. Colocalizacdo da EPPIN e GAPDHS ou
AKAP4 na peca principal (seta) e entre EPPIN e AKAP4 na peca intermediaria (seta pontilhada).
Presenca da AKAP4 no acrossoma anterior (#) e no segmento equatorial da cabeca do espermatozoide
(ponta de seta). EPPIN presente no acrossoma anterior (##) da cabeca e na peca final do flagelo (*).
Sobreposicdo com DAPI (azul). Sobrep.: Sobreposicdo. Resultados representativos de trés experimentos
independentes. Barra de escala: 50 um.

EPPIN GAPDHS Sobrep. EPPIN GAPDHS
o

Sobrep.

Vagina Utero proximal
AKAP4 Sobrep.

Sobrep.

3.3 Descricdo da sequéncia e estrutura predita da EPPIN humana pela plataforma
AlphaFold
A sequéncia primaria da EPPIN humana composta por 133 residuos de aminoacidos foi

obtida a partir do Uniprot - 095925. O modelo obtido pelo servidor AlphaFold apresentou um
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peptideo sinal (Metl — Gly21), um classico dominio WFDC localizado na regido N-terminal
(Pro22 — Asp75) e um dominio do tipo Kunitz (Val76 — Prol133) localizado na regido C-
terminal. O peptideo sinal foi removido para as nossas analises (Figura 5A e B).

A modelagem do AlphaFold apresentou indice pLDDT acima de 90% para a maior parte
dos dois dominios, WFDC e Kunitz, e entre 50 e 90% para o peptideo sinal (Figura 5B). De
acordo com a matriz de erro predito, a qual demonstra o erro esperado da posicdo de cada
residuo, a regido do peptideo sinal apresenta maior erro, mostrando a baixa confianca para tal
regido (Figura 5C). Os dominios WFDC e Kunitz sdo constituidos por duas folhas-beta e duas
hélice-alfa cada. Tais estruturas secundarias sao conectadas por regides desordenadas. Ainda,
o modelo da EPPIN apresentou sete ligacGes dissulfeto, sendo quatro localizadas no dominio
WFDC (Cys33-Cys61, Cys40-Cys65, Cys48-Cys60 e Cys54-Cys69) e 3 no dominio Kunitz
(Cys77-Cys127, Cys86-Cys110 eCys102-Cys123). A estrutura inicial da EPPIN se apresentou
como uma conformagc&o fechada, com a sequéncia de residuos de asparagina (Asn113-Asn116)

pouco exposta ao solvente (Figura 5D).

A)
1 L3 21 31 41 51 61
MGSSGLLSLLVLFVLLANVQGPGLTDWLFPRRCPKIREECEFQERDVCTKDRQCQODNKKCCVFSCGK
il 81 91 101 g 121 122
KCLDLKQDVCEMPKETGPCLAYFLHWWYDKKDNTCSMFVYGGCQGNNNNFQSKANCLNTCKNKRFP
B) C) D)
o Pontes dissulfeto
Dominio

WFDC
Pro22 — Asp75

Dominio
Kunitz
Val76 — Pro133

l 20 40 60 80 100 120

l‘ gy Scored residue
= . | —]
&7 Peptideo sinal R R R R
‘: )’ Met1 — G|y21 Expected position error (Angstréms)
@

seq. Asn113-Asn116

Figura 5. Sequéncia e estrutura predita da EPPIN humana. (A) sequéncia primaria da EPPIN (Uniprot
- 095925), evidenciando peptideo sinal em cinza (residuo 1 - 21), dominio WFDC em vermelho (residuo
22 -75) e dominio Kunitz em azul escuro (residuo 76 - 133). (B) Modelo estrutural da EPPIN predito
pelo AlphaFold com indice pLDDT, acima de 90% demonstrado em azul escuro, entre 50 e 90% em
ciano e abaixo de 50% em amarelo. (C) Matriz de erro esperado da posi¢ao de cada residuo, demonstrado
em um gradiente de cor verde, quanto mais claro maior o erro esperado. (D) Conformacéo inicial da
EPPIN, apontando no dominio WFDC em vermelho, quatro pontes dissulfeto e no dominio Kunitz em
azul escuro, trés pontes dissulfeto e a seq. Asn113-Asn116 em amarelo e ciano, respectivamente.

3.4 Abertura da EPPIN e exposi¢do da sequéncia de asparagina por DM-NME
Aplicamos o modelo da EPPIN gerado pelo AlphaFold a um sistema de dinamica

molecular. Apds equilibrio, foram gerados diferentes modos excitados, com o propdsito de abrir
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controladamente regiBes entre dominios da EPPIN, assim como expor a seq. Asn113-Asn116,
localizada na regido C-terminal, a qual foi apresentada por meétodos experimentais e
computacionais como uma importante regido na interacdo com ligantes (O’rand 2018, shan et
al., 2019). A abertura da EPPIN foi modulada pela definicdo de trés pontos estruturais que
representam angulagdes entre os dominios, considerando o centro de massa dos carbonos alfa
dos seguintes residuos: i. residuos Cys60-Val62 e Lys67-Cys69; ii. residuos Lys120-Asn129;
e iii. residuos Phe90-Asp96 e Asnl00-Tyrl07 (Figura 6). Observamos para os 30 clusters
selecionados, maiores (Cl. 27 — angulo 63,18°) ou menores (Cl. 30 — angulo 92,17°) aberturas
entre dominios. Além disso, a pose inicial da EPPIN (Cl. 1 — angulo 71,89°) foi classificada
como uma conformacdo entre intermediaria (CI. 2, 6, 14, 19 e 24 — angulo 75-76°) e fechada
(Figura 7A e C). Embora as aberturas entre dominios dos 30 clusters ndo apresentaram muita
variagdo (~29°), as conformacdes fechadas apresentaram bols6es pequenos, enquanto que as
conformagdes abertas apresentaram bolsdes extensos e com pouca delimitagdo pela superficie
(Figura 7B e D; Tabela 2).

Figura 6. Abertura estrutural dos clusters representada por suas respectivas angulagdes. (A) Abertura
do cluster de maior nimero de repeticéo do ligante na mesma posicéo (CI. 1) com angulo 6 de 76,39°.
(B) Abertura do cluster de menor energia de ligacdo (CI. 14) com angulo 6 de 71,89. Para (A) e (B) 0s
pontos estruturais representam marcagdes de: 6 residuos para i. (Cys60-Val62 e Lys67-Cys69), 10
residuos para ii. (Lys120-Asn129) e 15 residuos para iii. (Phe90-Asp96 e Asn100-Tyr107).
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A cl. 27 G Cl.30
Conformagao fechada Conformagao aberta

Figura 7. Conformacdo mais fechada e aberta da EPPIN. (A) e (B) indica Cl. 27 (mais fechado)
sobreposto com o Cl. 1 como referéncia (cinza), demonstrado em cartoon e superficie respectivamente.
(C) e (D) indica CI. 30 (mais aberto) sobreposto com o Cl. 1 como referéncia (cinza), demonstrado em
cartoon e superficie respectivamente. (A - D) aprepresenta o dominio WFDC (azul), Kunitz (vermelho)
e seq. Asn113-Asnl116 (ciano).

3.5 Interagdes do complexo EPPIN/EPO055 por Docking Molecular

As 30 estruturas centrais dos clusters da EPPIN foram adicionadas em uma caixa de busca
para a ancoragem do EP055. A fim de identificar a proximidade do EP055 a seq. Asn113-
Asn116, estabelecemos uma medida em A, entre o centro de massa do EP055 (CM-EP) e da
seg. Asnl13-Asnll6 (CM-ASN). Apds a andlise das trés réplicas de cada complexo e a
reprodutibilidade de posicdo do ligante entre elas, os clusters que apresentaram conformacdes
mais fechadas (Cl. 3, 9, 10,16, 23 e 27) ou mais abertas (Cl. 13, 17, 21, 30) dificultaram a
interacdo do EP055 com seq. Asn113-Asnl116 (sitio de interacdo da EPPIN). Isso pbde ser
observado pela inconsisténcia entre as réplicas de cada cluster. Em contrapartida, os complexos
que apresentaram uma menor distancia entre CM-EP/ASN foram os com aberturas
intermediarias da estrutura da EPPIN (Cl. 2, 6, 14, 19 e 24). (Tabela 2).

Como estratégia para uma andlise detalhada da interacdo da EPPIN com o EP055,
selecionamos os resultados de Atracamento Molecular de acordo com o complexo de menor
energia livre de ligagdo (AG) ou de maior numero de repeticdo do ligante na mesma posigao
(nRP). O ClI. 14/Rep. 3 foi o complexo de menor valor de energia livre (-8,46 kcal/mol),
enquanto o Cl. 1/Rep. 2 apresentou uma maior nRP (20) (Figura 8).



25

Interessantemente, a conformacéo do CI. 14 e 1 apresentam semelhancas na superficie do
sitio de interacdo, demonstrado pelas angulacdes de 76,39 e 71,89°, respectivamente (Figura
6). Por outro lado, os valores de AG para a interacdo com o EP055 foram levemente mais
favoravel no C1.14 (AG médio = -7.90 + 0,63 kcal/mol) que no Cl1. (AG médio = -7.57 + 0,30
kcal/mol), ao passo que o nRP foi menor, 12 e 20, respectivamente. (Tabela 1)

Outro aspecto importante a ser considerado, avaliando as poses de menor AG, ¢ que a
disposicao do EPO55 no Cl. 14 apresentou orientacdo muito proxima entre as réplicas, com
valores de RMSD de 3,67 e 1,26 A para rep2 e rep3 usando repl como referéncia. Ja CL. 1,
apesar do seu AG ser proximo as demais réplicas (rep2 como referéncia, RMSD de 4,29 A para
rep3), apresentou uma réplica (repl) distante da seq. Asn113-Asnl116 (repl como referéncia,
RMSD de 20,71 e 19,90 A para rep2 e 3 respectivamente). Tabela 2 (valores das distancias de
centro de massa) e (Figura 8A e B).

A) B) C)

Cl. 14 Cl.1 Cl.1
Menor energia livre de ligacao (AG) Energia livre de ligacéo (AG) do nRP Maior nRP

Figura 8. Réplicas do atracamento molecular entre a EPPIN e 0 EP055. (A) CI. 14 (de menor energia
livre de ligacdo) obteve, utilizando a Rep. 1 (amarelo) como referéncia, os valores de RMSD de Rep. 2
(verde) e 3 (rosa) foram 3,67 e 1,26 A, respectivamente. (B) CI. 1 (energia livre de ligagdo do nRP)
obteve, utilizando a Rep. 1 (amarelo) como referéncia, os valores de RMSD para Rep. 2 (verde) e 3
(rosa) de 20,71 e 19,90 A, respectivamente. (C) Cl. 1 (nRP) obteve, utilizando a Rep. 1 (amarelo) como
referéncia, os valores de RMSD para Rep. 2 (verde) e 3 (rosa) de 1,27 e 1,68 A, respectivamente.

Finalmente, analisamos os residuos da EPPIN em contato com o EP055, destacando os
tipos de interagdes moleculares para cada complexo selecionado, Cl. 14/Rep. 3 e Cl. 1/Rep2.
Para analisa-los, definimos ligacdes polares de até 3,5 A e ligagdes hidrofobicas de até 4,5 A.

O ClI. 14 apresentou 11 ligacdes polares e 4 ligacdes hidrofdbicas entre os dominios WFDC
e Kunitz, incluindo a seq. Asn113-Asn116. Em relacdo as interacGes polares, o dominio WFDC
apresentou contatos entre as cadeias laterais dos residuos: i. Glu44 e o grupamento fenol do
anel aromatico; ii. Lys58 e o acido carboxilico ligado ao enxofre (Figura 9A). J4 no dominio

Kunitz, estabeleceu-se ligacGes das cadeias laterais dos residuos: i. Tyr107 com o grupamento
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fenol do anel aromatico; ii. Asn114 com o anel triazinico e o nitrogénio que conecta o anel
aromatico com o anel triazinico; iii. GIn111 com o grupamento éster e com 0 grupamento acido
carboxilico ligado ao enxofre. Além de apresentar interacdo da cadeia principal do residuo
Gly112 da EPPIN com o anel triazinico e os nitrogénios que conectam o R2 (Figura 9B, Figura
S2). As ligagdes hidrofobicas estabelecidas entre residuos do dominio WFDC e o EP055 foram
com as cadeias laterais dos residuos: i. Phe42 com o grupamento acetil do anel aromatico; ii.
Lys58 com o fenol do anel aromatico; iii. Cys69 com o carbono entre o grupo carboxilico e o

enxofre. JA no dominio Kunitz estabeleceu-se apenas uma interacdo, entre a cadeia lateral do

residuo  Tyrl07 e o carbono do anel aromatico. (Figura 9C - Tabela 3).
Cl. 14/Rep. 3
A) Interagbes polares - Dominio WFDC B) Interagdes polares - Dominio Kunitz C) Interagdes hidrofdbicas

Figura 9. Interacdes polares e hidrofébicas do Cl. 14/Rep 3. Intera¢Oes polares dos residuos (A) Glu44
e Lys58 do dominio WFDC (vermelho), e (B) Tyr107, GIn111, Gly112 e Asn 114 do dominio Kunitz
(azul), ressaltando seq. Asn113-Asn116 (ciano). (C) InteracBes hidrofébicas dos residuos Phe42, Lys68,
Cys69 do dominio WFDC e Try107 do dominio Kunitz.

O CI. 1 apresentou 13 ligacdes polares e 4 ligacGes hidrofébicas, no entanto apenas 3 trés
ligacGes ocorreram entre o dominio WFDC e o EP055. As demais liga¢fes ocorreram entre o
dominio Kunitz e o ligante, incluindo a regido da seq. Asn113-Asnl116 (6 interacdes). Em
relacdo as interagcdes polares, no dominio WFDC estabeleceu-se entre o residuo: i. Cys69 com
0 grupo carboxilico ligado ao enxofre e ii. Asp71 com o grupamento cetona, todas as ligacGes
provenientes da cadeia principal dos residuos (Figura 10A). No dominio Kunitz, encontramos
ligacdes entre as cadeias laterais dos residuos: i. Asn114 com o grupamento cetona e fenol
ligado ao anel aromatico, por duas ligaces, e ii. Glu82 com o anel triazinico. Entre as cadeias
principais encontramos 0s residuos: i. GIn11l com os nitrogénios que conectam o R2 e ii.

Asn11l5 com o grupamento fenol do anel aromético (Figura 10B). Quanto as ligacdes
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hidrofdbicas, as interages ocorreram apenas nas cadeias laterais dos residuos. No dominio
WFDC foram entre os residuos: i. Leu70 com o grupamento acetil, e ii. Val76 com um metil.
No dominio Kunitz, as ligaces ocorreram dos residuos i. GIn111 com o grupamento éster e ii.
Asnll3 e o anel aromético (Figura 10C). Avaliando os contatos estabelecidos entre o0s
complexos ligante-receptor, no Cl. 14 o EP055 foi acomodado mais no interior do sitio de

ligacdo, enquanto que no Cl. 1 o EP055 apresentou atracamento mais superficial (Tabela 3).

Cl. 1/Rep. 2

A) Interagbes polares - Dominio WFDC B) Interagdes polares - Dominio Kunitz C) InteragGes hidrofébicas

Figura 10. Interagdes polares e hidrofébicas do Cl. 1/Rep 2. Interagdes polares dos residuos (A) Cys 69
e Asp71 do dominio WFDC (vermelho), e (B) Glu82, GIn111, Gly112 e Asn 114, Asn 115 do dominio
Kunitz (azul), ressaltando seq. Asn113-Asn116 (ciano). (C) Interagdes hidrofdbicas dos residuos Leu70
do dominio WFDC e Val76, GIn111 e Asn 113 do dominio Kunitz, ressaltando seq. Asn113-Asn116
(ciano)



Tabela 1. Energia livre de ligagdo e nRP do ligante
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Energia livre de ligacdo (AG)

Grupos Menores energias Energias do nRP nRP

Repl Rep2 Rep3 Média DP Repl Rep2 Rep3 Média DP Repl Rep2 Rep3 Média DP
1 -7,84 -7,25 -7,63 -7,573 0,30 -7,09 -6,89 -7,18 -7,05 0,15 17 20 14 17 3,00
2 -7,2 -8,12 -7,51 -7,61 0,47 -7,02 -8,12 -6,42 -7,19 0,86 11 17 11 13 3,46
3 -6,78 -7,32 -6,7 -6,93 0,34 -6,57 -7,32 -6,25 -6,71 0,55 11 8 9 9 1,53
4 -6,99 -6,93 -7,15 -7,02 0,11 -5,00 -5,96 -5,82 -5,59 0,52 9 9 13 10 2,31
5 -7,35 -1,7 -7,21 -7,42 0,25 -6,45 -5,88 -6,00 -6,11 0,30 7 10 9 9 1,53
6 -7,63 -7,51 -7,15 -7,43 0,25 -7,63 -7,15 -6,37 -7,05 0,64 14 13 10 12 2,08
7 -6,86 -6,5 -6,6 -6,65 0,19 -6,62 -5,62 -5,85 -6,03 0,52 11 16 8 12 4,04
8 -6,7 -6,76 -6,73 -6,73 0,03 -6,60 -5,91 -5,80 -6,10 0,43 10 11 8 10 1,53
9 -7,28 -7,38 -6,94 -7,20 0,23 -6,72 -6,35 -6,89 -6,65 0,28 12 13 12 12 0,58
10 -8,01 -7,12 -7,25 -7,46 0,48 -6,46 -6,60 -6,68 -6,58 0,11 17 19 12 16 3,61
11 -6,96 -1,77 -7,04 -7,26 0,45 -5,80 -5,53 -6,29 -5,87 0,39 11 11 9 10 1,15
12 -7,16 -6,86 -6,56 -6,86 0,30 -5,74 -5,01 -5,93 -5,56 0,49 8 8 7 8 0,58
13 -7,38 -7,23 -7,38 -7,33 0,09 -6,44 -7,13 -5,85 -6,47 0,64 14 19 13 15 3,21
14 -8,03 -71,22 -8,46 -7,90 0,63 -6,55 -6,27 -6,39 -6,40 0,14 12 15 12 13 1,73
15 -1,4 -7,3 -7,9 -7,53 0,32 -7,06 -6,99 -6,05 -6,70 0,56 9 18 13 13 4,51
16 -7,25 -7,18 -7,41 -7,28 0,12 -7,25 -5,69 -6,93 -6,62 0,82 16 11 15 14 2,65
17 -6,61 -7,78 -6,95 -7,11 0,60 -5,56 -6,75 -5,21 -5,84 0,81 10 11 11 11 0,58
18 -6,82 -6,95 -7,03 -6,93 0,11 -5,99 -5,58 -6,32 -5,96 0,37 10 12 10 11 1,15
19 -7,46 -7,64 -7,07 -7,39 0,29 -6,04 -5,80 -5,51 -5,78 0,27 10 9 9 9 0,58
20 -7,19 -7,33 -8,3 -7,61 0,60 -6,20 -5,95 -6,49 -6,21 0,27 8 8 10 9 1,15
21 -7,33 -6,93 -6,82 -7,03 0,27 -6,20 -6,38 -6,09 -6,22 0,15 13 12 10 12 1,53
22 -7,62 -7,78 -7,78 -7,73 0,09 -7,62 -5,52 -6,16 -6,43 1,08 10 9 12 10 1,53
23 -7,37 -8,3 -7,01 -7,56 0,67 -6,11 -5,19 -6,16 -5,82 0,55 11 9 11 10 1,15
24 -7,86 -7,03 -7,6 -7,50 0,42 -6,24 -6,88 -7,10 -6,74 0,45 10 9 12 10 1,53
25 -7,19 -7,84 -7,15 -7,39 0,39 -5,57 -6,54 -6,68 -6,26 0,60 9 12 12 11 1,73
26 -7,23 -7,9 -7,42 -7,52 0,35 -6,53 -7,90 -6,86 -7,10 0,72 18 11 14 14 3,51
27 -7,16 -6,78 -7,63 -7,19 0,43 -6,08 -6,15 -6,62 -6,28 0,29 8 13 10 10 2,52
28 -7,32 -6,75 -7,4 -7,16 0,35 -5,65 -6,75 -6,12 -6,17 0,55 9 9 8 9 0,58
29 -7,39 -7,43 -7,56 -7,46 0,09 -6,62 -6,81 -7,56 -7,00 0,50 9 12 14 12 2,52
30 -6,9 -6,74 -7,04 -6,89 0,15 -6,90 -5,83 -7,04 -6,59 0,66 15 11 13 13 2,00

*Menores energias livre do cluster 1 e 14;

**Valor da energia livre do Cl.1/Rep. 1 (Cl de maior nRP);

***\/alores de nRP do CI.1.




Tabela 2. Angulagdes e distancias entre o centro de massa do EP055 e da Seq. Asn113-Asn116

Distancia entre o centro de massa do EP055 e da seq. Asn113-Asn116

Grupos  Angulo Conformacéo de maior energia livre de ligagao Conformacgao com maior nRP do ligante

Repl Rep2 Rep3 Repl Rep2 Rep3
1 71,89 17,27 7,75 7,32 6,99 7,04 6,83
2 75,41 7,68 6,73 7,21 7,10 6,73 13,04
3 67,19 9,54 8,51 14,89 15,77 8,51 13,34
4 79,32 16,82 15,61 17,22 6,97 16,22 6,70
5 72,96 16,62 6,31 8,26 13,13 16,36 16,68
6 75,62 7,13 12,72 6,96 7,13 6,92 13,71
7 83,37 13,90 13,64 15,91 14,95 8,13 14,73
8 84,83 24,13 9,88 12,19 14,11 13,66 6,93
9 67,72 10,16 7,24 8,79 16,87 16,17 13,15
10 68,92 14,05 14,35 6,64 12,52 12,69 12,04
11 79,81 7,38 16,22 16,76 12,78 16,04 12,86
12 78,15 15,02 15,30 18,00 18,82 17,53 15,85
13 88,27 15,03 5,97 14,58 7,37 7,38 7,22
14 76,39 6,94 7,03 7,07 13,50 15,12 7,90
15 87,72 7,22 6,01 15,83 10,60 9,17 15,55
16 64,68 13,13 13,18 16,98 13,13 15,07 13,32
17 69,97 17,54 17,20 17,29 15,13 13,93 11,77
18 72,03 18,36 14,08 18,47 14,85 15,48 13,18
19 76,94 7,31 10,58 9,07 14,25 15,11 12,04
20 81,45 9,50 9,54 10,50 22,15 15,83 11,70
21 86,23 15,30 15,73 13,78 12,68 13,04 12,62
22 73,22 15,97 15,82 16,27 15,97 12,09 12,96
23 65,75 8,47 7,82 13,84 10,12 12,73 16,39
24 76,64 6,81 6,76 6,33 14,47 14,55 14,21
25 81,85 17,48 16,94 20,01 16,33 18,84 22,25
26 70,87 7,78 8,35 7,75 9,21 8,35 8,08
27 63,18 8,13 9,41 8,34 8,44 8,84 12,42
28 82,35 6,41 14,39 19,93 14,51 14,39 14,99
29 69,30 8,21 7,73 8,14 7,95 16,97 8,14
30 92,17 14,27 12,16 14,16 14,27 13,88 14,16

*Conformacdes mais fechadas (vermelho); **Conformacdes intermediarias (amarelo); ***Conformacg6es mais abertas (verde).
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Tabela 3. Distancia em A entre os residuos da EPPIN e o EP055

Cluster Tipo de Dominio Residuos de Distancia Grupamento oraanico
Interacdo EPPIN interacéo em A P g
i — T
WFDC :
Lys58 2.95 Acido carboxilico ligado ao enxofre
Tyrl07 3.02 Fenol do anel aromaético
3.15 Anel triazinico
Interacdes Asnll4 575 Nitrogénio que conecta o anel
polares ' aromatico-triazinico
. 3.15 Ester
Kunitz
Cl.14/Rep.3 Glnl1l 3.06 Acido carboxilico ligado ao enxofre
2.75 Anel triazinico
Gly112 3.31 Nitrogénio (1) que conecta o R2
2.92 Nitrogénio (2) que conecta 0 R2
Phe42 3.89 Acetil do anel aromatico
Lys68 3.20 Fenol do anel aromaético
Interagdes ~ WFDC Y Carbono entre o ar boxili
hidrofébicas Cys69 3.27 arbono entre o grupo carboxiiico € o
enxofre
Kunitz Tyrl07 3.99 carbono do anel aromatico
WEDC Cys69 3.48 Acido carboxilico ligado ao enxofre
Asp71 2.80 Cetona
3.25 Cetona
3.33 Acido carboxilico ligado ao enxofre
Asnll4d
3.42 Acido carboxilico ligado ao enxofre
In;g{;f:ses 3.43 Fenol ligado ao anel aromatico
. Nitrogénio que conecta o anel
Cl.1/Rep.2 Kunitz 3.01 aromatico-triazinico
Glu82 2.87 Anel triazinico
2.79 Anel triazinico
2.75 Nitrogénio (1) que conecta o R2
GInlil 2.84 Nitrogénio (1) que conecta 0 R2
2.63 Nitrogénio (2) que conecta 0 R2
Asnl15 3.44 Fenol do anel aromaético
Leu70 3.29 Acetil
Interacdes WFDC Val76 3.49 Metil
hidrofobicas Kunitz GIn111 4.18 Ester
Asnl113 2.93 Anel aromatico
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DISCUSSAO

Os altos indices de gestacOes ndo planejadas e seus impactos na salide, econdmicos e sociais para
as mulheres e suas familias enfatizam a necessidade de novos métodos para o controle da natalidade.
Devido a limitacdo nas opc¢Oes disponiveis (preservativo e vasectomia), o desenvolvimento de
métodos contraceptivos para homens ainda é mais urgente. Estimativas indicam que a entrada de um
novo contraceptivo masculino no mercado podera reduzir as gestages nao planejadas em até 5,2% e
38% em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, respectivamente (Dorman et al., 2018). Neste
estudo, demonstramos que o alvo espermatico para contracepcdo masculina EPPIN permanece
associado ao espermatozoide durante o processo de aquisicdo de motilidade e capacitacdo in vivo.
Além disso, confirmamos a colocalizacdo da EPPIN com suas potenciais parceiras GAPHDS e
AKAP4 no flagelo do espermatozoide, o que sustenta a hipGtese de que essas interacGes podem
ocorrer enquanto o espermatozoide avanca pelo trato reprodutor feminino. Do ponto de vista
estrutural, identificamos que o bolséo de interacdo da EPPIN com ligantes de baixo peso molecular
envolve ambos os dominios WFDC e Kunitz. Esses resultados fornecem novas perspectivas para as
fungdes fisioldgicas da EPPIN, sua aplicacdo como alvo para contracepcdo masculina por perda da
funcéo do espermatozoide ejaculado, bem como o desenho racional de novos ligantes com aplicacGes

terapéuticas em contracepgdo masculina.

Aspectos celulares da EPPIN no espermatozoide durante a capacitagdo in vivo e in vitro
Considerando achados anteriores do nosso grupo, que indicaram a potencial interacdo entre a
EPPIN e a GAPDHS e AKAP4, bem como a relevancia dessas proteinas para a modulacdo da
motilidade espermatica e fertilidade masculina (Hughes et al., 2009; Mariani et al., 2020; Miki, Qu,
Goulding, Eugenia H., et al., 2004; O’Rand et al., 2004, 2009), conduzimos ensaios de
imunofluorescéncia em espermatozoides capacitados in vitro e in vivo, coletados da cauda do
epididimo e de diferentes regides do trato reprodutor feminino, respectivamente. Os espermatozoides
que apresentaram imunomarcacao positiva para essas proteinas foram submetidos a andlises de
colocalizagdo durante a maturagdo pds-testicular. O processo de maturacdo espermatica pés-testicular
é caracterizado por modificagGes no conteido proteico do espermatozoide, as quais sdo essenciais
para que o gameta masculino atinja seu apice funcional para o processo de fertilizacdo. Observamos
estabilidade da imunomarcacdo positiva para a EPPIN na cabeca e flagelo de espermatozoides
isolados de diferentes regifes do trato reprodutor feminino (vagina, Utero e oviduto) em relacdo aos
isolados da cauda do epididimo. Esses resultados mostram que a EPPIN permanece associada ao
espermatozoide durante toda a maturacdo espermética pos-testicular, indicando seu possivel

envolvimento nesse processo em etapas pré- e pos-ejaculatérias, bem como confirma sua
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acessibilidade para manipulacdo farmacoldgica apds a entrada no gameta masculino no trato
reprodutor feminino. Assim, trata-se de um resultado relevante para aplicagdo da EPPIN como alvo
para contracepcdo masculina, pois confirma sua disponibilidade para interagdo com ligantes durante
a jornada do gameta masculino pelo trato reprodutor feminino. Esses dados também ampliam o leque
de possibilidades para estratégias contraceptivas focadas na EPPIN, visto que permite o
desenvolvimento de métodos unissex de controle da natalidade.

As proteinas parceiras da EPPIN, a GAPDHS e AKAP4 também foram conservadas no
espermatozoide durante seu percurso até o local de fertilizacdo, destacando a importancia de cada
uma para o desempenho de seus respectivos papéis no fornecimento energético e estrutura do
espermatozoide. (Baccetti et al., 2005; Bunch et al., 1998; Miki, Qu, Goulding, Eugenia H., et al.,
2004; Moretti et al., 2007). Dessa forma, esses achados sustentam nossos resultados anteriores, que
identificaram a GAPDHS e AKAP4 como potenciais parceiras de interacdo da EPPIN no
espermatozoide murino, ressaltando o papel da EPPIN como um centro de IPPS com relevancia para
a fungdo espermatica. E interessante notar que a AKAP4 esta localizada na bainha fibrosa do
espermatozoide (Miki et al., 2002), um compartimento intracelular importante para sua estrutura,
evidenciando a participacdo da EPPIN na interacdo com proteinas associadas a diferentes
compartimentos celulares, além da superficie do espermatozoide. De acordo com Silva et al 2021, a
EPPIN esta associada tanto a membrana plasmatica quanto as fracdes celulares sollveis, ligadas a
organelas e estruturas do citoesqueleto do espermatozoide murino (Silva et al., 2021). A utilizagéo da
imunofluorescéncia como estratégia experimental na anélise da colocalizacdo dessas proteinas nao
nos permite confirmar a interacdo direta entre a EPPIN e a GAPHDS e AKAP4, porém representa
um estimulo para novos ensaios que validem essas intera¢@es, permitindo estabelecer a relacao entre
estrutura e funcdo da EPPIN e suas parceiras de interacdo e seu impacto na funcéo espermatica.

Em conjunto, nossos resultados representam um passo adicional no entendimento do papel
fisiolégico da EPPIN, reforcando sua utilizacdo como alvo de ligantes com potencial contraceptivo.
Além disso, eles enriqueceram a respeito da localizacdo da EPPIN com suas potenciais proteinas
parceiras no espermatozoide, assumindo novas perspectivas para o entendimento da aplicacao de IPPs
como estratégias farmacoldgicas para o desenvolvimento de um contraceptivo masculino néo-

hormonal.

Analise de modelagem molecular da EPPIN
Um aspecto limitante do estudo estrutural da EPPIN como alvo farmacoldgico é a caréncia de
estudos experimentais. Até o0 momento, a estrutura da EPPIN s6 foi estudada utilizando modelos

obtidos por homologia, que selecionaram proteinas homologas com estrutura determinada
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experimentalmente como moldes para predizer seu modelo tridimensional (O’Rand, Silva e Hamil,
2016; Shan et al., 2019; Silva, Hamil, et al., 2012). Apesar de permitir anélises estruturais relevantes
da EPPIN, a modelagem por homologia apresenta limitacbes, como baixa acuracia e cobertura do
modelo gerado, em decorréncia de vieses e conservacao variavel da sequéncia de aminoacidos entre
o alvo e a proteina molde, dificuldade na construcdo de modelos de proteinas com diferentes dominios
estruturais, e eventuais auséncia de dados experimentais robustos que permitam uma modelagem de
alto nivel de confianga (Lee, Su e Jane Tseng Corresponding author Tseng, 2022). Neste estudo,
propomos utilizar a recém desenvolvida plataforma de inteligéncia artificial AlphaFold, que
revolucionou o estudo estrutural de proteinas (Jumper et al., 2021; Terwilliger et al., 2022), como
ferramenta para estudar aspectos conformacionais da EPPIN. O AlphaFold realiza predicdo de
modelos estruturais de proteinas utilizando somente a sua sequéncia primaria de aminoacidos e, a
partir de aprendizagem de maquina que opera uma grande base de dados experimentais.

O modelo estrutural da EPPIN predito pelo AlphaFold evidenciou estruturas secundarias de
ambos os dominios, assim como todas as pontes dissulfeto caracteristicas dos dominios de inibidores
de protease do tipo WFDC e Kunitz (Richardson, Richard T. et al., 2001). Além disso, a alta confianca
observada para ambos os dominios, WFDC e Kunitz, como demonstrada pelos indicadores fornecidos
pelo AlphaFold apés a predicao do modelo, sugerem um uso adequado dessa estrutura predita para o
estudo da interacdo ligante-receptor. Outra informacao importante relacionada ao modelo predito do
AlphaFold foi a apresentacdo do peptideo sinal (Met1-GIn21) com baixo indice de confianga (Figura
5). Considerando que a EPPIN é uma proteina de secrecdo, o peptideo sinal é clivado durante sua
maturacdo, sendo a forma contendo apenas os dominios WFDC e Kunitz, a que interage com o
espermatozoide e, portanto, de maior relevancia biologica (Richardson, Richard T. et al., 2001; Silva,
Patrdo, et al., 2012). Dessa forma, utilizamos o modelo da EPPIN inteira, porém sem o peptideo sinal
nos estudos subsequentes.

A conformacao inicial predita da EPPIN apresentou proximidade entre os dominios WFDC e
Kunitz, formando uma estrutura fechada. A utilizagdo da DM-MNE foi importante para explorar
aspectos, como a flexibilidade dos dominios. Embora a MD-MNE aumente a exploragdo
conformacional de proteinas, a movimentacdo entre os dominios da EPPIN ndo apresentou grande
flexibilidade, como demonstrado pela baixa angulacéo entre os dominios, o que indica certa rigidez
na sua estrutura. Estudos estruturais também reforcam essa conformacéo fechada, bem como reitera
certa rigidez entre dominios, por meio da dindmica molecular livre (Shan et al., 2019). No entanto,
ao analisarmos os 30 clusters da EPPIN gerados em nosso estudo, conseguimos classifica-los em
diferentes estruturas: i. mais fechadas, ii. intermediarias e iii. mais abertas. Na tentativa de explorar

ainda mais essas diferentes conformacdes da EPPIN, utilizamos a seq. Asn113-Asnll6 como



34

referéncia, descrita experimentalmente como importante para interacdo da EPPIN com suas proteinas
parceiras e com compostos de baixo peso molecular (O’Rand, Silva e Hamil, 2016; Shan et al., 2019;
Silva, Hamil, et al., 2012). As conformacGes mais fechadas ndo expuseram essa sequéncia ao
solvente, deixando-a inacessivel para potenciais ligantes. Ja as conformac@es mais abertas, embora
tenham exposto a seq. Asn113-Asn116 ao solvente, ndo apresentaram esta sequéncia delimitando a
superficie de um possivel sitio de ligacdo as biomoléculas, devido ao afastamento entre os dominios
WFDC e Kunitz. Sabe-se que este tipo de caracteristica estrutural geralmente dificulta a acomodagao
de ligantes a superficies de proteinas. Dessa forma, as estruturas intermediarias da EPPIN fornecem
conformacdes estruturais relevantes para serem avaliadas no atracamento com ligantes, visto que a
seq. Asn113-Asnl116 delimita uma cavidade interessante entre os dominios WFDC e Kunitz capaz
estabilizar mais facilmente uma molécula.

Sabendo-se que foi demonstrado experimentalmente que a EPPIN interage com ligantes
enddgenos (ex. SEMG1) e exogenos (EP055 e EP012), impactando negativamente a motilidade
espermatica (O’Rand et al., 2018; Silva, Hamil e O’Rand, 2013). A etapa de atracamento molecular
do EPO055, protétipo dos ligantes experimentais da EPPIN (O’Rand et al., 2018), com as 30
conformacdes estruturais da EPPIN foi realizada para entender com mais detalhes caracteristicas
dessas interacdes. Apds a selecdo de dois complexos EPPIN/EP055, utilizando como parametro o
cluster que apresentou a menor energia livre de ligacdo (Cl. 14/Rep. 3) e 0 que demonstrou maior
repeticdo da posicdo do ligante (Cl. 1/Rep. 2), analisamos os principais residuos envolvidos na
superficie de contato da EPPIN com o EP055. Nessa analise evidenciamos o dominio Kunitz como
importante na interacdo com EP055, mostrando residuos como Tyrl07, GInl1ll, Gly112, Asn113,
Asnl14 e Asnl15. Estudos anteriores de atracamento molecular da EPPIN com ligantes endogenos e
exogenos também ressaltaram parte desses residuos como importantes para formacdo do sitio de
ligacdo e estabilizacdo de ligantes, especialmente os residuos aromaticos Tyrl07 e Phell7, e os
residuos Cys102, Cys110, GIn11l e Asnll4 (O’Rand, Silva e Hamil, 2016; Silva, Hamil, et al.,
2012). Todos estes localizados no dominio Kunitz da EPPIN. A abertura das conformacdes da EPPIN,
nos nossos clusters selecionados, favoreceu a acomodacdo do EP055 em regides mais profundas do
sitio de ligacdo, estabelecendo residuos de contatos mais internos do dominio Kunitz que auxiliam
em uma maior estabilidade do ligante no sitio de ligacdo. Shan et al., 2019 identificaram os residuos
C-terminais da EPPIN Asn122, Asn125 e Thr126 como importantes para a ligacdo do EP055 (Shan
et al., 2019). Essa diferenca em relagcdo aos nossos resultados provavelmente ocorre pela menor
abertura do bolséo de interacdo no modelo por homologia gerado por Shan et al., o que resultou em
uma ligagdo mais superficial do EP055 a EPPIN. Vale ressaltar que nossos resultados encontram

lastro na literatura, visto que a mutacdo do residuo Tyr107 resultou na reducéo da interacdo da EPPIN
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com a SEMGL1 em cerca de 80%, enfatizando a importancia desse residuo para essa interacdo (Silva,
Hamil, et al., 2012). Os residuos Tyr107, Asn113 e Asnl14 j& foram demonstrados estabelecendo
ligag@es de hidrogénio de distancia proxima a 2A entre a EPPIN e o peptideo da SEMG1 (O’Rand,
Silva e Hamil, 2016). Além disso, é sabido que o composto EP055 compete com o anticorpo anti-
EPPIN S21C, que reconhece o epitopo Ser103-Cys123, pela interagdo com a EPPIN (O’Rand et al.,
2018).

Além dos contatos estabelecidos entre 0 EP055 e o dominio Kunitz (C-terminal) da EPPIN,
nossos resultados também demonstraram um papel importante do dominio WFDC (N-terminal) por
meio de interacOes polares e hidrofébicas com o EPO55, ilustrando uma contribuicdo de ambos os
dominios para a formacéo do sitio de interagdo com ligantes da EPPIN. A contribuicdo do dominio
WFDC para a funcdo da EPPIN é sustentada pela utilizacdo de anticorpos Q20E que se ligam na
regido N-terminal da EPPIN e modulacdo sua fungédo, inibindo a motilidade e hiperativagédo
espermatica em modelos experimentais murinos (Silva et al., 2021).

Nosso trabalho, sobre a perspectiva estrutural apontou conformac@es 6timas da EPPIN para a
acomodacdo com ligantes, além de demonstrar residuos importantes de seus ambos 0s dominios na
interface de interagdo com o ligante EPO55. Assim, estes resultados fornecem melhor compreenséo
estrutural e funcional da EPPIN, aumentando o seu interesse de exploracdo farmacologica como alvo
promissor para a contracepg¢dao masculina ndo-hormonal. Ainda, este trabalho ressalta a demanda por
novos estudos que utilizem de estratégias para simular a EPPIN em solucdo, a fim de obter novas

trajetdrias estruturais a serem exploradas.

CONCLUSAO

Mostramos o papel da EPPIN e suas potenciais proteinas de interacdo, GAPDHS e AKAP4, em
eventos pds-testiculares, como motilidade, hiperativacdo e capacitacdo. A colocalizacdo da EPPIN
com a GAPDHS e a AKAP4 sugere que essas potenciais interacdes proteina-proteina podem modular
a motilidade e capacitacdo espermatica por multiplos mecanismos. Assim como a estrutura da EPPIN
pode apresentar conformacdes diferentes, caracterizando um potencial sitio de ligacdo que acomoda
pequenas moléculas organicas, como o EP055, com impacto na motilidade espermatica. Por fim,
nossos resultados sugerem que a EPPIN participa como elemento chave de novas vias de interacdo
proteina-proteina assim como ligante-receptor que podem ser explorados para o desenvolvimento de

novas estratégias contraceptivas masculinas.
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ANEXO |

Sobrep 3APDH

) GAPDHS () GAPDHS Sobrep ) GAPDHS Sobrep GAPDHS Sobrep.
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AKAP4 _  Sobrep () AKAP4 __ Sobrep () AKAP4

() GAPDHS Sobrep.
() Sobrep. ) AKAPS Sobrep. ) AKAPS Sabrep AKAPS Sobrep. AKAPS Sobrep. ) AKAP4 Sobeep.

Figura S1. Ensaios de controle negativo na auséncia de anticorpo primario (-). Painéis superiores apresentam
os controles negativos para GAPDHS e AKAP4 na presenca de imunomarcagdo da EPPIN. Painéis medianos
apresentam os controles negativos para EPPIN na presenca de imunomarcacdo da GAPDHS. Painéis inferiores
apresentam os controles negativos para EPPIN na presenca de imunomarcacdo da AKAP4. Foram observados
espermatozoides isolados da cauda do epididimo em meio ndo capacitante (A) e capacitante (B); e
espermatozoides isolados de diferentes porcGes do trato reprodutor feminino: vagina (C), utero proximal (D),
utero distal (E) e juncdo Utero-tubal/oviduto (F). Sobreposi¢cdo com DAPI (azul). NC espermatozoides ndo
capacitados. CP: espermatozoides capacitados. Sobrep.: Sobreposi¢do. Resultados representativos de trés
experimentos independentes. Barra de escala: 50 um.
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Figura S2. Designag&o dos radicais do ligante EP055. R1: CH2COOH; R2:COOCH3; R3: NHCOCH3; R4:
OH
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