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ABSTRACT

Bovine livestock is one of the most important economic and social sectors for many countries. In this
sense, the development of strategies to improve reproductive bull fertility and reproduction rates
is relevant. It's highlighted the role of seminal plasma proteins (SPP) in reproductive fertility, so it
has found close relationships among studies on the structure and biological activity of SPP, with
seminal quality, including viability, sperm motility, and morphology. In addition, they have been
found to regulate sperm functions such as capacitation, acrosome reaction, and they are even
related to protecting sperm against thermal and oxidative stress. Moreover, the methods of
separation and protein identification and their contribution to characterizing the bovine SP
proteome should be also highlighted. In this sense, the most recent studies have been directed
towards developing supplements with SPP that improve quality sperm subjected to cryopreservation
processes. Research has begun and should forward to establish how the networks or sets of proteins
are related to the functioning and fertility of sperm, the search for biomarkers of fertility, and the
use of proteins in biotechnological processes, to increase efficiency reproductive.
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RESUMEN

La ganaderia bovina es uno de los sectores econémicos y sociales més importantes para muchos
paises. En este sentido, cobra importancia el desarrollo de estrategias que puedan mejorar la
fertilidad del toro y con ello las tasas reproductivas. En este aspecto, el papel de las proteinas del
plasma seminal (PPS) en la fertilidad del reproductor destaca por su estrecha relacién con funciones
espermdticas especificas y pardmetros de calidad seminal como la viabilidad, la motilidad y la
morfologia espermdtica. Ademds, se ha encontrado que estdn involucradas en la regulacién de la
capacitaciéon espermdtica, la reacciéon acrosémica e incluso se relacionan con la proteccién del
espermatozoide contra el estrés térmico y oxidativo. En la realizacién de estos estudios se resalta
la importancia de los métodos de separacién e identificaciéon de proteinas y su contribucién en la
caracterizacién del proteoma del PS bovino. Adicionalmente, se resaltan los estudios mds recientes
encaminados hacia el desarrollo de suplementos con PPS que puedan mejorar la calidad de
espermatozoides sometidos a procesos de criopreservacion. La investigacion ha empezado y debe
continuar dirigiéndose a establecer las interacciones en conjuntos de proteinas que estdn
relacionadas con el funcionamiento y la fertilidad del espermatozoide, la busqueda de
biomarcadores de fertilidad y el uso de proteinas en procesos biotecnolégicos, con el fin de
incrementar la eficiencia reproductiva.
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INTRODUCCION

Una de las mayores demandas de los productores en el sector
agropecuario es el desarrollo de estrategias para mejorar la
fertilidad del ganado bovino. Esto es fundamental para la
economia de los sistemas productivos y plantea una necesidad
de investigacién alrededor de herramientas biotecnolégicas
que contribuyan a aumentar la eficiencia reproductiva de los
machos reproductores. En este sentido, buena parte de estas
investigaciones se ha enfocado en el semen bovino, el cual es
una mezcla de espermatozoides suspendidos en un fluido
complejo denominado plasma seminal (PS) (Westfalewicz et
al.,, 2017). El PS se forma a partir de las secreciones de los
testiculos, el epididimo, las vesiculas seminales y las glandulas
sexuvales accesorias del tracto reproductor masculino
(Gwathmey et al., 2006), y se une a las células espermdticas
durante la eyaculaciéon. Este no solo es un vehiculo para los
espermatozoides, sino también representa una fuente de
energia para mantener su actividad metabdlica y motilidad
(Maxwell et al., 2007), ademds su origen proviene de varios
drganos, por lo que contiene otros componentes como iones y
lipidos (Memili et al., 2020), que sugiere una funcién biolégica
compleja (Revisado en Druart y da Graaf, 2018).

Se ha descrito que tanto las proteinas del espermatozoide
(Menezes et al., 2020) como las proteinas del plasma seminal
(PPS) juegan wun papel fundamental para que los
espermatozoides logren la fecundacién de los ovocitos. En los
toros, las PPS son secretadas por las gldndulas sexuales
accesorias y se unen a la membrana plasmadtica del
espermatozoide tras la eyaculacién en un corto lapso. Se
espera que estas proteinas tengan un efecto positivo sobre la
funcién espermdtica, razén por la cual se requiere una alta
eficiencia de esta asociacién (Druart y da Graaf, 2018). Se ha
descrito que participan en algunos procesos que preceden a la
fertilizacién, como, la capacitacién espermatica, el
establecimiento del reservorio oviductal de espermatozoides,
el transporte del espermatozoide en el tracto genital femenino
y la interaccién de gametos (Tépfer-Petersen et al., 2005).

Dada su importancia, es fundamental entender la estructura de
las proteinas y sus interacciones con ligandos especificos, asi
como las funciones biolégicas derivadas de dichas
interacciones. Esta comprensién de los mecanismos moleculares
asociados con la fecundacién puede usarse para el desarrollo
y optimizacién de procesos biotecnolégicos que resulten en un
incremento de la eficiencia reproductiva del macho bovino.

En el desarrollo de estas herramientas biotecnolégicas, varias
investigaciones se han enfocado en la posibilidad de aplicar
estos conocimientos para mejorar la conservaciéon del semen
fresco o congelado, asi como en la bisqueda de proteinas que
puedan ser empleadas como marcadores de la fertilidad.
Adicionalmente, cobran importancia las investigaciones sobre
la adicién de PPS al semen criopreservado (Barrios et al.,
2000), ademds de los estudios dirigidos hacia la produccién
de PPS de forma recombinante. Lo anterior podria contribuir
con el desarrollo de medios definidos que puedan mitigar el
efecto deletéreo causado por la congelacién en las células
espermdticas.

En esta revision se destaca el papel de las principales PPS en
la funcién espermdtica del macho bovino, asi como las
principales herramientas biotecnolégicas que han permitido su
identificacién y caracterizaciéon. También se describen los
estudios sobre el efecto de proteccién que ejercen sobre los
estrés  generado  por la
la técnica de

espermatozoides  ante
criopreservacién, su produccién mediante
proteinas recombinantes y finalmente las perspectivas sobre el
futuro de la investigacién en esta drea.

Proteinas del plasma seminal bovino

A continuacién, se describen las proteinas sobre las que mds
investigacién se ha realizado, por ser las més abundantes y
por el papel que ha sido descrito juegan en el funcionamiento
del espermatozoide (tabla 1). Es conveniente aclarar que
existen otras proteinas cuya estructura y funcién biolégica adin
no ha sido bien definida.

Tabla 1. Estudios de las principales proteinas del plasma seminal. Los trabajos relacionados en la tabla se distribuyen en porcentaje
por cada proteina. Se destaca ademds la funcién biolégica descrita por varios autores.

Proteinas del plasma

Tasa de estudios

. . Funcién
seminal bovino encontrados*
Binder sperm proteins Participan en la capacitacién y la reaccién acrosémica. Muestran
BSP actividades de unién a heparina y fosfolipidos. 6.2%
. Presentan funcién antioxidante y se asocian con la motilidad
Espermadhesinas - o
espermdtica. 4.3%
Protege al espermatozoide del dafio ocasionado por las especies
AlbOmina reactivas de oxigeno (ROS). Modula la salida de colesterol de la 66.5%
membrana plasmdtica durante la capacitacién.
Inhibidores Tisulares de Se asocia a las membranas espermdticas y desempefia un papel
Metaloproteinasa importante en la regulacién de la fertilidad. 3.4%
. Se asocia a los espermatozoides durante la eyaculacion y evita el 4.4%
Osteopontina . e
estrés oxidativo.
. Se caracteriza por tener actividad de chaperona al interactuar con
Clusterina . . " . s . o
diferentes proteinas. También posee actividad antioxidante. 15.2%

*La estrategia de busqueda involucré las siguientes bases de datos: Scholar Google, Science direct, Pubmed y Scopus.
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Binder Sperm Proteins (BSP)

Las proteinas mas abundantes del PS bovino son las BSP. Estas
son una familia de proteinas de unién a heparina, secretadas
por las vesiculas seminales y constituyen el 60% de las PPS
totales (Moura et al., 2007). Poseen una estructura secundaria
compuesta por un dominio N-terminal variable, seguido de dos

dominios de fibronectina tipo Il (figura 1) (Manjunath et al.,
2009). Las BSP incluyen BSP1 (BSP-A1/-A2 o PDC-109) y BSP3
(BSP-A3) que poseen masas moleculares entre 15-16.5 kDq,
mientras que BSP5 (BSP-30kDa) tiene una masa molecular de
28-30 kDa (Manjunath et al., 2009).

Figura 1. Estructura secundaria de BSP1 (PDB cédigo 1H8P) que muestra el dominio de fibronectina tipo Il 1 en color rojo y el
dominio de fibronectina tipo Il 2 en color verde. Tomado de: Wah et al. (2002) y creada con Pymol versién 2.5.

Todas las proteinas de esta familia estdn glicosiladas con
excepcién de BSP3 (Manjunath et al., 1989; Desnoyers et al.,
1994; Jois et al., 2015). Las proteinas BSP-A1 y BSP-A2 tienen
la misma estructura primaria, pero difieren en el grado de
glicosilacién (Esch et al., 1983). BSP-A1 y BSP-A2 forman un
complejo denominado PDC-109 actualmente llamado BSP1
que corresponde entre 25-47% de la fraccién proteica total
(Nauc y Manjunath, 2000). Por su parte, se ha demostrado que
la glicosilacién juega un papel fundamental en el aumento de
la actividad chaperona de esta proteina (Singh et al., 2020).
Las BSP inducen el flujo de la salida de colesterol al momento
de la eyaculacién cuando los espermatozoides quedan
expuestos al liquido seminal (Srivastava et al., 2013). A su vez,
se ha descrito que interactdan con lipoproteinas de alta
densidad (HDL) presentes en el tracto reproductor de la
hembra, lo que estimula un segundo flujo de colesterol y
provoca un aumento en la fluidez de la membrana espermatica
(Jois et al., 2015). Adicionalmente, las proteinas BSP juegan
un papel importante en la captacion de Ca2+, en la
alcalinizacién intracelular y en la fosforilacién de la tirosina
que ocurren durante la capacitacién (Thérien et al., 2005).

Por otra parte, las BSP tienen la funcidn de regular la
capacitaciéon espermdtica, por lo que la exposicién continua de
los espermatozoides a estas proteinas durante la
criopreservaciéon puede ser perjudicial para la membrana
espermdtica debido a que la salida de lipidos resulta en una
desestabilizacién de la membrana. Las BSP pueden actuar
como factores beneficiosos o perjudiciales para los
espermatozoides, y esto depende de su concentraciéon y el
tiempo de exposicién (Manjunath et al., 2002; Druart et al.,
2019). En este sentido, Magalhdes et al. (2016) reportaron la
presencia de mds de dos isoformas de BSP1 que podrian estar
potencialmente involucradas en diferentes etapas de los
mecanismos fisiolégicos relacionados con la reproduccién y la
criopreservacion. La BSP1 se produce como una mezcla de
varias isoformas (Magalh&es et al.,, 2016), y las variaciones
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por las modificaciones postraduccionales pueden ser
responsables de las propiedades funcionales de BSP1. De esta
forma, la BSP1 puede mejorar la motilidad (Gwathmey et al.,
2006), pero también provoca aumentos en la salida de
colesterol de los espermatozoides, lo que resulta en lesiones en
la  membrana espermdtica durante el proceso de
criopreservacion (Srivastava et al., 2013).

Espermadesinas

Las espermadesinas son un grupo de proteinas de 12-16 kDa
que se encuentran en el PS y se adhieren a la superficie de los
espermatozoides. Estdn involucradas en diversos procesos
como la interaccién entre el espermatozoide y la zona
pelicida. En el PS bovino se han descrito las espermadesinas
aSFP (SPDAH1) y Z13 (SPDAH2) (Wempe et al., 1992). La
proteina dcida del fluido seminal (aSFP) es un polipéptido no
glicosilado de 13 kDa sintetizado por la ampolla del conducto
deferente y el epitelio de la vesicula seminal en
concentraciones de aproximadamente 2-7 mg/mL (Einspanier
et al., 1993). Contiene 114 residuos de aminoécidos (figura 2),
ademds de dos enlaces disulfuro intramoleculares ubicados
entre cuatro residuos de cisteinas adyacentes (Cys10-Cys31 y
Cys54-Cys75) (Einspanier et al.,, 1994).

La aSFP bovina comparte hasta el 50% de homologia con los
miembros de la familia de las espermadesinas pero presenta
importantes diferencias en su funcién biolégica por su
incapacidad para unirse a los carbohidratos o a la zona
pelicida (Dostélovd et al, 1994). Se ha encontrado que la
aSFP presenta una funcién antioxidante debido a que puede
reducir la peroxidacién lipidica, de tal manera que protege la
membrana plasmdtica de los espermatozoides ante el ataque
de las especies reactivas de oxigeno (ROS), regula la
actividad mitocondrial y reduce el metabolismo (Magalhdes et
al., 2016). La protecciéon de la membrana plasmdtica puede
deberse a la estructura Onica de la aSFP, en la que al menos
uno de los dos puentes disulfuro que posee, estd activo durante
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la funcién de las reacciones redox y en el
antioxidante (Schoneck et al., 1995).

potencial

Figura 2. Estructura secundaria de aSFP (PDB cédigo 1SFP) que
muestra en color rojo los dos enlaces disulfuro ubicados entre
residuos de cisteinas adyacentes. Tomado de: Romero et al.
(1997) y creada con Pymol versién 2.5.

En cuanto a la espermadesina Z13, se conoce que estd
formada por dos subunidades de 13 kDa unidas por dos
puentes disulfuro que no presenta glicosilacién (Tedeschi et al.,
2000). Presenta un dominio CUB, y los residuos Cys14-Cys35
y Cys58-Cys79 unidos con dos enlaces disulfuro intracadena,
y Cys89 estd involucrado en un puente S-S entre cadena y es
responsable de la dimerizacién de la proteina. Este quinto
residuo de Cys89 solo se encuentra presente en Z13 y no en
las ofras proteinas pertenecientes a la familia de las
espermadesinas (Tedeschi et al., 2000).

Los primeros estudios realizados mostraron asociaciones
inversas entre la fertilidad y la expresién de la proteina Z13
en el PS de toros, por lo que se ha reportado como un factor

Membrana
plasmatica del
espermatozoide

de anti fertilidad (Killian et al., 1993; Moura et al., 2006).
Estos autores destacan que los resultados in vitro dependen de
las dosis utilizadas. Estudios recientes demuestran que Z13
tiene alta relacién con la fertilidad en bovinos (Willforss et al.,
2021), lo que coincide con observaciones previas de Menezes
et al. (2017), en donde se reporté que las espermadesinas se
asocian positivamente con la motilidad de los espermatozoides
descongelados. Otros estudios evidenciaron la presencia de
diferentes isoformas de espermadesinas en el PS bovino que
presentan modificaciones postraduccionales que podrian
implicar diferentes patrones de glicosilacién. Estos estudios
sugieren que los patrones de glicosilacion de las
espermadesinas en toros, podrian explicar sus efectos en la
motilidad de los espermatozoides (Menezes et al., 2017).

AlbUmina

La albumina seminal bovina (ALB) es una proteina con peso
molecular de 66.0 — 69.9 kDa y punto Isoeléctrico de 5.7 a 6.6
(Rego et al., 2014), que se produce en menor cantidad en las
gldndulas sexuales accesorias (Menezes et al., 2017). La ALB
inhibe la dismutaciéon del anién superdxido que causa la
reduccion de H202 y absorbe especies reactivas de oxigeno
(ROS), lo que sugiere un efecto protector de la membrana
espermdtica (Armstrong et al., 1998). En este sentido, el estudio
de Kasimanickam et al. (2019) plantea que, en toros de baja
fertilidad, concentraciones bajas de ALB provocan una mayor
produccién de ROS, lo que contribuye a una mala calidad
seminal.

También se ha comprobado que la ALB modula la salida de
colesterol de la membrana plasmatica durante la capacitacién
espermdtica (figura 3) (Visconti y Kopf, 1998) y la reaccién
del acrosoma. La ALB remueve colesterol de la membrana
espermdtica, lo que provoca la capacitaciéon  del
espermatozoide (Aitken y Nixon, 2013).

ipidos
Proteinas
foliculares u
oviductales

Figura 3. Salida de colesterol mediada por la ALB. La fosfolipasa provoca ruptura de la membrana de los lipidos y produce liso-
fosfolipidos y dcidos grasos libres (AGL), el acumulo de liso-fosfolipidos afecta la membrana acrosomal externa y se une a la
membrana plasmadtica para iniciar la reaccién acrosémica (Singleton y Killian, 1983). 2. El colesterol liberado es removido por la
ALB, a través de un transportador (ABCA17) 3. El colesterol puede unirse a lipidos y proteinas presentes en fluido folicular u
oviductal. 4. El estrés oxidativo es el principal causante de la salida del colesterol, el proceso requiere HCO3- para generar ROS,
que provoca la oxidacién de los esteroles y el aumento de la hidrofilicidad de los productos de la oxidacién facilita su transferencia

a la ALB (Brouwers et al., 2011).

Inhibidores Tisulares de Metaloproteinasa TIMPs

Los inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPs) son una
familia de cuatro proteinas (TIMP-1, 2, 3 y 4). Se encargan de
inhibir la actividad catalitica de las metaloproteinasas (MMPs)
(De Clerck et al.,, 1989) y presentan una estructura primaria
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muy conservada. Las MMPs son proteasas que contienen un
cofactor catalitico de Zn2+ y estédn involucradas en la
degradaciéon de componentes proteicos de la matriz
extracelular (ECM) (Nagase et al., 2006), proceso fundamental
para el desarrollo embrionario, la morfogénesis y la
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remodelacién tisular. En bovinos, TIMP-2 es una proteina no
glicosilada que presenta una masa molecular de 24 kDa y ha
sido detectada en los espermatozoides eyaculados y en el PS
(McCauley et al., 2001). El estudio de McCauley et al. (2001),
sugiere que TIMP-2 estd asociada a las membranas
espermdticas y desempefia un papel importante en la
regulacién de la fertilidad del toro, probablemente al
interactuar con MMP-2 y participar en la remodelacién de la
membrana basal (Longin et al., 2001). En este sentido, TIMP-
2 libre se encarga de inhibir la activacién de MMP-2, lo que
evita la degradacidon de la matriz extracelular y las
membranas basales.

La expresién de MMP-2 y TIMP-2 depende de la hormona
estimulante folicular (FSH). Al respecto se ha descrito que el
tratamiento con FSH aumenta la expresién de estas proteinas,
lo que evidencia su participacién en la espermatogénesis. En
este sentido, el estudio de Pereira et al. (2020) plantea que el
uso de TIMP-2 en el PS como biomarcador para el seguimiento
de la espermatogénesis, podria mejorar la seleccién de toros
en los programas de reproduccién.

Osteopontina

La osteopontina (OPN) es una glicoproteina dcida altamente
fosforilada con una masa molecular de 55kDaq, secretada por
las gldndulas de la ampolla y las glandulas vesiculares. La
OPN bovina tiene 22 aminodcidos menos que las ofras
especies, lo que segun Prince (1989) se debe a la falta del sitio
de unién potencial de Ca2+. El estudio de Erikson et al. (2007),
sefiala que la cantidad de OPN en el esperma bovino
eyaculado es mayor que en el esperma epididimario, lo que
sugiere que esta proteina se asocia con los espermatozoides
durante la eyaculacién. En este sentido, el estudio de
Bustamante-Filho et al. (2021) plantea que la secrecién de
OPN en los érganos reproductores masculinos y su presencia
en el PS sugiere su participacién en la fisiologia del
espermatozoide. En tanto, el estudio de Cancel et al. (1999),
sefiala que la OPN tiene una influencia positiva sobre la
fertilidad en toros debido a que protege la superficie epitelial
de las glandulas de infecciones
bacterianas, y es capaz de modificar las caracteristicas de la
membrana plasmatica de los espermatozoides. Se plantea que
la secrecién de OPN por las gldndulas accesorias contribuye
indirectamente a evitar el estrés oxidativo, la pérdida de la
funcién y el dafio del ADN de los espermatozoides
(Bustamante-Filho et al.,, 2021). También se asocia con la
calidad seminal debido a que niveles altos de OPN en el PS
podrian desencadenar hiperactivacién, lo que da como
resultado, un aumento de la motilidad total de los
espermatozoides (Bustamante-Filho et al., 2021).

sexuales accesorias

La OPN, media la unién de espermatozoides-évulo a través de
receptores de la familia integrina y glucoproteinas
transmembranales CD44 (Souza et al.,, 2008). La OPN se une
a las integrinas av y a5 que han sido identificadas en
espermatozoides, por medio del péptido de reconocimiento
RGD, que se encarga de promover la unién célula-célula
(Gongalves et al., 2007), Mientras que CD44 es un receptor de
dcido  hialurénico detectado en el oviducto bovino
(Schoenfelder y Einspanier, 2003).

Se conoce también la interaccion de OPN con otras moléculas
como los glicosaminoglicanos (GAG) encargados de inducir la
capacitacién espermdtica y la reacciéon acrosémica en varias
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especies (Thérien et al.,, 1999). La capacidad que tiene OPN
de unirse a GAG explicaria su participacién en la fertilidad de
los bovinos, debido la modulacién de GAG, en especial en el
oviducto, lugar donde se expresa OPN (Liu et al., 2014). De
esta manera, Bustamante-Filho et al. (2021) exponen la
capacidad de OPN para unirse a diferentes proteinas y
moléculas que estdn directamente involucradas en la
fertilizacién. Estos trabajos han reforzado su importancia en la
fertilidad bovina al punto de convertirse en una de las més
fuertes candidatas para ser consideradas como un
biomarcador de fertilidad en toros.

Clusterina

La clusterina (CLU) es una glicoproteina con un peso molecular
de 75-80 kDa. Contiene dos dominios de cadena a y cadena
B (Essabbani et al., 2010) con pesos moleculares de 38 y 36
kDa respectivamente. En bovinos, es producida por las células
de Sertoli (Mishra et al., 2013). Existen dos isoformas de CLU
que se asocian a la membrana espermdtica en distintas
localizaciones, diferenciadas  principalmente  por las
modificaciones postraduccionales. Cada una desempeifia un
papel fundamental en la diferenciacién y maduracién de los
espermatozoides (Howes et al., 1998; Ibrahim et al., 1999).
Adicionalmente, CLU estd involucrada en el transporte de
lipidos, la adhesién celular, la remodelacién de los tejidos y la
maduraciéon espermdtica (Jones y Jomary, 2002). Respecto a
la actividad antioxidante, se ha demostrado que se une a la
superficie del espermatozoide en el epididimo bovino como un
factor protector, lo que evita la peroxidacién lipidica (Reyes-
Moreno et al., 2002). Numerosos estudios involucran a CLU con
baja fertilidad en toros, dado que correlaciona positivamente
con espermatozoides morfolégicamente anormales y con baja
motilidad (Shojaei Saadi et al., 2013; Viana et al., 2018). Lo
anterior puede deberse a la capacidad de CLU para unirse a
las porciones dafiadas de las regiones hidréfobas de la
membrana del espermatozoide (Bailey y Griswold, 1999). Asi
mismo, se determiné que la CLU interactia con diversas
moléculas que se encuentran en los espermatozoides y el tracto
reproductivo, como ALB, TIMP, alfa-2-HS-glicoproteina y con
la proteina de unién a galectina-3, otra proteina que se
encuentra abundante en el PS de toros con baja fertilidad
(Viana et al., 2018)

Proteinas del plasma seminal y su relaciéon con la calidad
seminal

Un aspecto que ha sido objeto de multiples investigaciones es
la prediccién de la fertilidad de un toro reproductor. El éxito
de la fertilizacién no puede atribuirse solamente al nimero de
espermatozoides aparentemente normales que se colocan en
el tracto de la hembra, sino mds especialmente a la
competencia funcional del espermatozoide (Petrunkina et al.,
2007). Ademés, la calidad del espermatozoide es
fundamental para garantizar el éxito de la fertilidad, es decir,
los cambios morfofuncionales y moleculares podrian afectar la
capacidad fecundante del macho (Alves et al., 2021).

Segun lo anterior, las investigaciones se han centrado en el
desarrollo y optimizacién de métodos como el andlisis seminal
asistido por computador (CASA), la prueba de resistencia
osmética (HOST TEST), la determinacién de la integridad de la
membrana, la evaluacién del estado del acrosoma, el estado
de la mitocondria y la prueba de integridad del ADN
(Petrunkina et al.,, 2007). A pesar de que estas técnicas
explican algunas de las variaciones en la fertilidad individual,
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en ocasiones no reflejan los resultados de la fertilidad en
campo, debido a que no tienen en cuenta aspectos moleculares
relacionados con aspectos como la capacitacién espermdtica,
la reaccién acrosémica, el reconocimiento de la zona pelicida
y la penetracién del ovocito. En este sentido, las investigaciones
sobre el papel de las proteinas en la funcién espermatica han
permitido explicar en parte las variaciones en los pardmetros
de calidad seminal que pueden incidir en la fertilidad.

Relacion entre las proteinas del plasma seminal y la
motilidad espermatica

La motilidad espermdtica y la capacidad de unirse a la zona
pelicida se adquieren en la cola del epididimo (Druart y de
Graaf, 2018). La motilidad progresiva refleja el estado
fisiolégico del espermatozoide después de la colecta y/o de
la criopreservacién. Varias de las PPS tienen papeles sobre la
motilidad del espermatozoide y una de ellas es la BSP1
(Srivastava et al.,, 2013). Se ha reportado que las BSP
evidencian ciertas funciones que ayudan a prolongar la
sobrevivencia y la motilidad del espermatozoide en el oviducto
(Gwathmey et al., 2006).

En cuanto a la aSFP, se sabe que antes de la eyaculacion el
espermatozoide se almacena temporalmente en la ampollq,
donde la presencia de altos niveles de aSFP restringen su
motilidad, por lo que actba como un mecanismo de
conservaciéon de energia (Schoneck et al., 1995).
Posteriormente en el tracto reproductor femenino pierde su
adherencia al espermatozoide por efecto de la dilucién, por lo
cual el espermatozoide recobra su motilidad (Dostdlova et al.,
1994).

Por otra parte, el estudio de Bustamante-Filho et al. (2021),
considera que niveles més altos de OPN en el PS bovino,
podrian desencadenar una hiperactivacion, lo que resulta en
un aumento de la motilidad total de los espermatozoides.

De otro lado, la enzima convertidora de angiotensina es otra
proteina del PS, cataliza la formacién de angiotensina Il y se
une a los receptores en el espermatozoide e incrementa la
motilidad espermdtica; asi mismo la inhibicién de su actividad
en el PS disminuye la motilidad progresiva (Bustamante-Filho
et al.,, 2021).

Otras proteinas se han relacionado negativamente con la
motilidad espermdtica. Es el caso de la espermadhesina Z13
(Moura et al., 2006) y la CLU (lbrahim et al, 1999). En
condiciones in vitro se ha demostrado que altos niveles de la
proteina inhiben la actividad mitocondrial y por consiguiente
la motilidad (Schoneck et al., 1995).

Viabilidad de la membrana espermatica y proteinas del
plasma seminal

La membrana del espermatozoide tiene un importante papel
en la fecundacién, por lo que la evaluacién de su integridad es
esencial para estimar la fertiidad de un reproductor. La
membrana  plasmdtica es estable 'y
metabdlicamente inerte por lo que proteinas, fosfolipidos y
otros componentes no pueden ser sintetizados nuevamente si se
pierden (Flesch y Gadella, 2000). Una de caracteristicas de la
membrana espermdtica es la flexibilidad de su estructura, lo
que le permite adaptarse a los diferentes cambios que sufre el
espermatozoide en procesos como la capacitacion y la
interaccién con la zona pelicida y la fecundacién del ovocito.
Estos cambios evidencian procesos de reorganizacién de las

una estructura
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moléculas que la componen (fluidez de la membrana) proceso
que es apoyado por proteinas especificas del PS. Son varias
las PPS que se relacionan con mantener la integridad de la
membrana del espermatozoide en algin momento de su vida,
como la aSFP, de la cual se ha descrito que protege la
membrana espermdtica del dafio oxidativo al reducir la
peroxidacién lipidica debido al equilibrio redox que exhiben
los residuos de cisteina Cys54 y Cys75 (Schoneck et al., 1995).
La ALB, por su parte, ejerce una accién capacitante durante la
criopreservacion, su papel como aceptora de colesterol le
permite removerlo de la membrana espermdtica en la
capacitaciéon del espermatozoide (Aitken y Nixon, 2013), los
esteroles pueden ser oxidados durante la criopreservacién, y
el incremento de la hidrofilicidad de los productos de la
oxidacién facilita su transferencia a la ALB (Brouwers et al,
2011).

La TIMP2, por su parte, inhibe de la actividad de las
metaloproteinasas (Brouwers et al.,, 2011) y participa en la
remodelacién de la membrana basal (McCauley et al., 2001).
TIMP-2 libre se encarga de inhibir la activacién de MMP-2 y
evitar la degradacién de la matriz extracelular y las
membranas basales.

Morfologia espermatica y las proteinas del plasma seminal
Algunas PPS presentan efectos positivos o negativos sobre el
porcentaje de espermatozoides con morfologia normal (Boe-
Hansen et al., 2015). Es el caso de la apolipoproteina Al
(ApoA1) y la fosfoglicerato quinasa, las cuales se encontraron
en el PS de toros Brahman y se asociaron positivamente con el
porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales.

En el 2014 Rego et al. reportaron la presencia de
fosfoglicerato quinasa 1 en PS de toros Brahman, mientras que,
Kelly et al. (2006) reportaron fosfoglicerato quinasa en PS de
toros Bos Taurus. Con respecto a la fosfoglicerato quinasa 2,
es una enzima que participa, en la primera reaccién de la
glicolisis para la produccion de ATP (Eddy et al., 2003). La
ausencia de fosfoglicerato quinasa 2, reduce marcadamente
la motilidad espermdtica y los niveles de ATP (Danshina et al.,
2010).

Por su parte, la CLU afecta negativamente la morfologia del
espermatozoide en toros Brahman (Boe-Hansen et al., 2015).
En un estudio con toros Holstein se encontré una asociacién entre
espermatozoides con cabezas morfolégicamente anormales
(espermas piriformes) y un incremento en la expresién de la
CLU sobre la membrana del espermatozoide (Shojaei Saadi et
al., 2013), por lo que se ha sugerido que la CLU es un indicador
de semen de pobre calidad.

Proteinas del plasma seminal y criopreservacién del semen
La criopreservacién de semen es una herramienta
frecuentemente usada para optimizar las tasas de
reproduccién, bien sea de especies de interés productivo o
para la conservacion de especies en peligro de extincién. A
pesar de las ventajas, esta técnica afecta la fisiologia y la
morfologia de los espermatozoides debido al estrés térmico
causado por los cambios de temperatura, la congelacién y la
descongelacion; el estrés osmético generado por la adicién de
los agentes crioprotectores (Chantler y Abraham-Peskir, 2004),
y el estrés oxidativo debido a las ROS generadas por la
peroxidacion lipidica de las membranas espermdticas (Aitken
y Fisher, 1994). Dichos procesos traen como consecuencia una
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disminucién de la concentracién intracelular de cAMP que
implican cambios en la funcién mitocondrial y disminucién en la
produccién de ATP (Pons-Rejraji et al., 2009). Lo anterior
desencadena un fenémeno conocido como capacitacién
prematura, durante el cual los espermatozoides muestran tasas
metabdlicas elevadas, un incremento de la fluidez vy
permeabilidad de la membrana y reaccién acrosémica
espontdnea (Cormier et al.,, 1997). Esto provoca la reduccién
gradual de la motilidad de los espermatozoides y una pérdida
de la viabilidad de més del 50 % (Khalil et al., 2018).

En este sentido, los estudios han encontrado que las PPS tienen
una estrecha relacién con la “congelabilidad” de los
espermatozoides, entendida como la capacidad de las células
para mantener su integridad y funcionalidad después de un
proceso de criopreservacién (Roncoletta et al., 1999). Por
ejemplo, los resultados obtenidos por Rueda et al. (2013),
sugieren que las proteinas de bajo peso molecular del PS
en la recuperacion de la membrana del
espermatozoide bovino sometido a criopreservacién, lo
anterior debido a que se logra una recuperacién del
porcentaje de espermas viables de alrededor de 15%, cuando
se incuban con PPS de bajo peso molecular.

intervienen

Por su parte, a través electroforesis 2D-PAGE se han detectado
una serie de PPS relacionadas con alta y baja congelabilidad,
establecida por la calidad seminal post-descongelacién (Jobim
et al., 2003; Jobim et al., 2004; Jobim et al., 2009). En toros
con semen de alta congelabilidad se detectaron relaciones con
BSP1 (PDC-109), aSFP, CLU y ALB, mientras que la proteina
prostaglandina D sintetasa (PGDS) se detecté en toros con
semen de baja congelacién.

Al respecto se ha reportado que la criopreservacién eleva la
unién de BSP1, BSP3 Y BSP5 al espermatozoide (Ardon vy
Suarez, 2013), que puede deberse al incremento de los sitios
de unién en la membrana del espermatozoide para las BSP,
por pérdida de proteinas de la membrana espermdtica
ocasionadas por la criopreservacion (Ardon y Suarez 2013).
Por su parte en el estudio de Jobim et al. (2009), se demostré
que las de animales reproductores con alta
congelabilidad, contienen mayor cantidad de BSP, que podria
conferir una mayor preservacién de las propiedades de la
membrana espermdtica durante la congelacién de semen.

De otro lado, la alta relacién entre la congelabilidad del
espermatozoide y la aSFP, puede explicarse por sus efectos
sobre frente a la peroxidacién oxidativa. En el estudio de
Jobim et al. (2003) se observé que estuvo presente en el 90%
de los reproductores con mayor congelabilidad y se relacioné
con la supervivencia del espermatozoide (Revisado en
Pardede et al., 2020).

muestras

Con respecto a la CLU, se ha reportado que su ubicacién en la
membrana espermdtica y su papel en el transporte vy
redistribuciéon de lipidos, le pueden brindar funciones
biolégicas similares a las BSP, relacionadas con la proteccion
de la membrana espermdtica durante la criopreservacion del
semen (Jobim et al., 2004).

Identificacion y separacion de proteinas del plasma seminal
en bovinos

En las Gltimas tres décadas, la aplicacién de técnicas de andlisis
protedmico ha contribuido a la identificacion de las funciones
y cambios en la estructura de las proteinas, asi como las
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interacciones con otras proteinas que se encargan de modular
los procesos fisiolégicos de los espermatozoides, como la
hiperactivacién de la motilidad, la capacitacién y la reaccién
del acrosoma (Strzezek et al., 2005).

Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes SDS-PAGE y 2D PAGE

Una de las técnicas cominmente utilizada en el andlisis
protedmico es la electroforesis en geles de poliacrilamida en
presencia  de dodecilsulfato  sédico (SDS-PAGE). El
procedimiento permite separar proteinas por su peso
molecular y fue desarrollado por Laemmli en el afio 1970. La
SDS-PAGE permitid, por ejemplo, el reconocimiento de PPS con
unién a heparina en toros Nelore (Fernandes et al., 2009), e
identificé 8 bandas de PPS con pesos moleculares que iban de
250 a 15 kDa de las cuales se logré establecer su afinidad
por las membranas plasmadticas y su participaciéon en la
capacitacién espermdtica. La SDS-PAGE fue una de las
primeras técnicas utilizadas para los estudios protedmicos, sin
embargo, este procedimiento sélo permite identificar las
proteinas de acuerdo con su peso molecular, lo que representa
una gran limitacién ya que muchas proteinas pueden tener el
mismo peso molecular (Wittig y Schagger, 2008).

Por su parte, la electroforesis bidimensional en geles de
poliacrilamida (2D-PAGE) es técnica ampliamente
vtilizada para separar mezclas complejas de proteinas que
soluciona el problema de resolucién de la electroforesis 1D,
debido a que se basa en la separacién de las proteinas de
acuerdo con el punto isoeléctrico (pl), peso molecular,
solubilidad y abundancia relativa (Gérg et al.,, 2004). Asi
mismo, su aplicacién da como resultado un mapa de proteinas
que refleja cambios a nivel de expresién, isoformas e incluso
en algunos casos modificaciones postraduccionales (Goérg et al.,
2004). Con esta técnica, la separacién de proteinas permite
detectar un nimero mdximo de spots o “manchas”, sin la
presencia de proteinas multiples por spot (Gérg et al., 2000).
Se reportan varios estudios que utilizan la electroforesis 2D-
PAGE, para demostrar que algunas PPS de especies bovinas
se asocian a toros de alta o baja fertilidad, lo que permite
identificarlas como posibles marcadores de fertilidad (Kelly et
al., 2006; Jobim et al., 2004; Moura et al., 2007; Sarsaifi et
al., 2015). Sin embargo, esta técnica presenta limitaciones
cuando se trata de identificar proteinas hidréfobas, altamente
cargadas y de baja abundancia.

una

Espectrometria de masas

La espectrometria de masas (MS) es uno de los métodos de
mayor eleccién para la identificacién de proteinas debido a
que permite el andlisis de péptidos en mezclas complejas. La
identificaciéon por MS se basa en el andlisis de péptidos
generados por digestion proteolitica, lo que permite su
ionizacién y posterior deteccién como iones positivos (Baldwin,
2004). Los iones producidos se separan por su relacion
masa/carga (m/z) y los datos se registran como “espectros”
que muestran la intensidad de los iones (Wasinger y Corthals,
2002). Por este método se pueden realizar comparaciones
entre proteomas de plasma seminal fisiolégicos y patolégicos
lo que contribuye a la identificacion de marcadores
relacionados con el normal funcionamiento del
(Druart y da Graaf, 2018).

esperma.

En el estudio de Westfalewicz et al. (2017) se describié por
primera vez el proteoma del liquido de la vesicula seminal del
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toro por medio de la técnica MALDI-TOF, y se identificaron 12
de las 13 proteinas que habian reportado afos atrds Moura
et al. (2007) mediante 2D-PAGE.

Este método presenta algunas limitaciones con proteinas con
bajo peso molecular debido a que liberan pocos péptidos, lo
que dificulta su identificacién. Lo anterior se ha resuelto con
tecnologias como TOF-TOF (Garbis et al., 2005), que permite
la ionizacién de MALDI con espectrometria de masas en
tdndem, en un instrumento de tiempo de vuelo para analizar
péptidos con mayor rango de tamafios. Este método se utilizé
en el estudio de Sarsaifi et al. (2015), en el cual se realizé la
separacién inicial de PPS del toro de Bali (Bos javanicus) por
medio de 2D-PAGE, y se detectaron cerca del16 puntos de
10 a 250 kDa. De estos resultados, se analizaron 40 puntos
de péptidos por MALDI-TOF/TOF-MS / MS de los cuales se
lograron identificar 29. Este andlisis indicé que los toros con
baja calidad seminal se correlacionaron positivamente con la
expresién de las isoformas BSP1 de 16 kDa.

El segundo enfoque de la MS es la cromatografia liquida
acoplada o espectrometria de masas (LC-MS / MS), una
técnica utilizada para el estudio de mezclas de proteinas, que
permite una identificacién en sistemas biolégicos complejos
como el PS (Viana et al, 2018). Esta técnica combina la
separacién fisica de péptidos con la cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC) (Mitulovié y Mechtler, 2006). Por
ejemplo, el estudio de Viana et al. (2018), utilizé
espectrometria de masas acoplada con nano-HPLC con el fin
de caracterizar el proteoma del PS de toros Holstein, lo que
permitié la identificaciéon de 1.159 proteinas. Un estudio mds
reciente utilizé la LC-MS para identificar 1.445 PPS, lo que
representa el mayor conjunto de datos en PS de toros. Se
encontré6 que las BSPs y las espermadesinas fueron las
proteinas mds abundantes (Gomes et al., 2020).

Mas recientemente, los esfuerzos de la proteémica para la
cuantificacién de proteinas de mezclas complejas mediante la
MS, han resultado en el uso de las etiquetas isobdricas en la
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técnica de iTRAQ (Ross et al, 2004). El principio de la
tecnologia iTRAQ es la derivatizacién quimica de mezclas de
péptidos proteoliticos que utiliza N-hidroxisuccinimida (NHS)
para los grupos amino libres (Unwin, 2010). En el estudio de
D’Amours et al. (2018) sometieron semen bovino
criopreservado a centrifugaciéon en gradiente de Percoll, y
encontraron que los espermatozoides se distribuyen en una
poblacién de baja densidad con baja motilidad y una
poblacién de alta densidad con alta motilidad. Posteriormente
se ufilizé la tecnologia iTRAQ para comparar
cuantitativamente las diferentes densidades de los proteomas
del esperma. Este estudié comprobdé que las proteinas con
mayor abundancia en el grupo de alta fertilidad se relacionan
con el metabolismo energético, mientras las proteinas con
mayor abundancia en el grupo de baja fertilidad son
indicadores de problemas en el tracto genital del macho. A
pesar de las moltiples fortalezas de la técnica iTRAQ, los
estudios cuantitativos de mezclas complejas se convierten en un
gran desafio debido a que producen una gran cantidad de
péptidos que generan interferencias en el andlisis de los
espectros (Hultin-Rosenberg et al., 2013).

Produccion de proteinas heterélogas o recombinantes

En biotecnologia reproductiva, los estudios recientes se han
enfocado hacia el uso de PPS producidas de forma
recombinante para aumentar la fertilidad durante la
inseminacién artificial (Alvarez-Gallardo et al, 2013). Las
proteinas relacionadas con la alta fertilidad pueden aislarse y
purificarse para usarse en extensores y contribuir a la
supervivencia de los espermatozoides después de la
descongelacién (Druart et al., 2019), lo que demuestra que una
proteina heteréloga puede proteger, prevenir y/o disminuir
algunos de los efectos nocivos producidos por la
criopreservacién (Zalazar et al., 2016). De estos estudios, se
destaca el trabajo de Bustamante-Filho et al. (2014) como el
primer estudio que logré con éxito la expresién recombinante
y posterior purificacién de la proteina aSFP bovina a partir del
pldsmido pET23a(+) en E. coli BL21(DE3) (Fig. 4).
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Figura 4. Produccién heteréloga de aSFP bovina segun el procedimiento de. Bustamante-Filho et al. (2014). Las secuencias de la
aSFP fueron clonadas en el pldsmido pET23a (+) con resistencia a la ampicilina (amp) para seleccién de colonias positivas. Los
constructos resultantes fueron usados para transformar la cepa de E. coli BL21 (DE3).
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Por su parte, el estudio de Singh et al. (2020), reporté la
produccién de BSP-A2. De acuerdo con el perfil de expresién,
esta proteina recombinante (rBSP-A2) precipita como cuerpos
de inclusién por la presencia de moltiples enlaces disulfuro en
su estructura. Respecto a su funcionalidad, se reporté que rBSP-
A2 es mds eficiente para inducir la salida de lipidos de la
membrana que la BSP1 (PDC-109).

En un estudio més reciente Bustamante-Filho et al. (2021)
expresaron la OPN recombinante clonada de ¢cDNA extraido
de la glandula vesicular bovina. Sin embargo, los resultados
sobre el efecto de la OPN recombinante en espermatozoides
bovinos requieren més experimentacion.

Finalmente, dado que varias de las funciones biolégicas
descritas para las PPS bovino dependen en parte de
modificaciones post-traduccionales mds complejas como la
glicosilacion o fosforilacién, una alternativa puede  ser
expresar estas proteinas en sistemas heterélogos como células
de insectos o mamiferos.

CONCLUSION Y PERSPECTIVAS

Los estudios proteémicos han permitido profundizar en el
conocimiento del complejo fenémeno de la reproduccién, desde
el punto de vista molecular. Se han enfocado a encontrar
proteinas especificas (biomarcadores) relacionadas con la
fertilidad del animal, con la motilidad, viabilidad y morfologia
del espermatozoide, asi como también proteinas relacionadas
con la maduracién del espermatozoide a nivel del epididimo y
de su comportamiento a nivel del tracto reproductor femenino.
Al respecto, la protedmica también ha permitido comprender
de una forma mds clara los mecanismos moleculares envueltos
en los problemas de la fertilidad del macho, los cuales estén
relacionados con el mal funcionamiento del espermatozoide.
Desde esta perspectiva molecular, la protedmica se convierte
en una herramienta de diagnéstico que puede ser involucrada
en la identificacién de individuos de alta y baja fertilidad. Asi
mismo, esta herramienta puede conducir también al desarrollo
de terapias tendientes a los problemas de
infertilidad en el macho, a encontrar proteinas que protejan al
espermatozoide en el proceso de criopreservaciéon y que
puedan usarse como aditivos en los medios de congelacién, lo
que puede contribuir con el desarrollo de tecnologias
reproductivas y mejorar la eficiencia de la reproduccién
asistida.

solucionar

En este sentido, los investigadores alrededor del mundo
coinciden en que los nuevos trabajos deben dirigirse a
establecer redes o conjuntos de proteinas relacionadas con el
funcionamiento y la fertilidad del espermatozoide, la
busqueda de biomarcadores para la seleccion de machos
fértiles, la identificacién y uso de proteinas relacionadas con la
protecciéon del espermatozoide ante eventos estresantes, y el
uso de proteinas en procesos biotecnolégicos. La bisqueda de
biomarcadores en el PS, y su posterior uso en la seleccién de
toros de alta fertilidad, deben integrarse a los exdmenes de
rutina empleados en el laboratorio, para lo cual seria Util el
desarrollo de kits de fdcil uso para la deteccién de estos. Los
andlisis protedmicos unidos a otras pruebas que determinen el
estado del DNA, de la mitocondria y del estado acrosomal,
ademds de las de motilidad, viabilidad y morfologia
espermdtica, han propuesto que la capacidad fecundante de
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una muestra seminal es de cardcter multifactorial, por lo cual
es dificil de ser explicado o identificado por una sola prueba
o por un solo biomarcador. Lo anterior plantea la posibilidad
de desarrollar modelos matemdticos que involucren todos estos
factores para lograr aproximarse a un diagnéstico claro y
temprano de fertilidad en machos bovinos.

Finalmente, las proteinas relacionadas con aspectos de
proteccién o del funcionamiento espermdtico, y por su posible
uso como aditivos en medios de criopreservaciéon o de
fertilizacién in vitro, deben aislarse, separarse y purificarse y
producirse de manera eficiente para realizar los
correspondientes estudios biolégicos tendientes a comprobar y
validar su papel en el proceso reproductivo.
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