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Resum
El plasma seminal sembla tenir un paper molt més important que el de simplement ser un medi de transport dels es-
permatozoides, sent crucial per a la fertilització i per a la supervivència i funció de l’espermatozoide. Per tal d’avaluar 
el potencial rol de les proteïnes del plasma seminal en la funció de l’espermatozoide, l’objectiu d’aquest estudi va ser 
caracteritzar i comparar el proteoma del plasma seminal  de diferents subtipus de pacients infèrtils d’acord amb els 
seus paràmetres seminals (4 pacients normozoospèrmics (NZ), 4 astenozoospèrmics (AS), 4 oligozoospèrmics (OZ) i 
4 azoospèrmics (AZ)) utilitzant el marcatge proteic amb tandem mass tags (TMT) i procedint a la seva identificació i 
quantificació mitjançant espectrometria de masses (LC-MS/MS). Un total de 370 proteïnes van ser identificades en el 
total de les 16 mostres estudiades, sent les proteïnes relacionades amb el metabolisme, resposta a l’estrès, proteòlisi i 
sistema immune els processos biològics més enriquits. Les diferències significatives detectades en l’abundància de les 
proteïnes van ser principalment degudes a canvis en la concentració d’espermatozoides (els pacients OZ i AZ presenta-
ven una abundància de proteïnes menor). No obstant, l’abundància de la proteïna PLA2G2A estava reduïda en pacients 
AS, pel que semblaria trobar-se relacionat amb la motilitat dels espermatozoides. Particularment, una proteïna princi-
palment expressada en l’epidídim (ECM1) i detectada en el plasma seminal es va correlacionar positivament de manera 
significativa amb la concentració d’espermatozoides. Aquest resultat podria suggerir que la presència d’espermatozoides 
influenciaria les secrecions de l’epidídim, el que planteja la possibilitat d’una comunicació bidireccional entre l’esper-
matozoide i el tracte reproductor masculí.

Paraules clau: plasma seminal, proteòmica quantitativa, marcatge TMT, infertilitat masculina.

Abstract
Seminal plasma seems to be more than a simply medium to carry the spermatozoa, being crucial for sperm survival, 
function and fertilization. In order to assess the potential role of seminal plasma proteins on sperm function, we char-
acterized and compared the seminal plasma proteome from different subtypes of infertile patients according to their 
seminal parameters (4 normozoospermic (NZ), 4 asthenozoospermic (AS), 4 oligozoospermic (OZ) and 4 azoospermic 
(AZ) patients) using tandem mass tags (TMT) protein labelling followed by mass spectrometry (LC-MS/MS). A total 
of 370 proteins were identified in common along the 16 samples, being the processes related to metabolism, response to 
stress, proteolysis and immune system highly enriched. The largest differences were mainly due to changes in the sperm 
concentration (lower protein abundance was found in OZ and AZ patients). However, the PLA2G2A protein abundance 
was decreased in AS patients, which seems to be related to sperm motility. Remarkably, an epididymally-expressed 
protein (ECM1) found in seminal plasma was significantly positively correlated with sperm concentration. This result 
could suggest that the presence of sperm by themselves influence the epididymal secretions, raising the possibility of a 
bidirectional communication between the sperm and the male reproductive tract.

Key words: seminal plasma, quantitative proteomics, TMT labelling, male infertility.
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INTRODUCCIÓ

El plasma seminal està compost per les secrecions pro-
vinents del testicle (1-2%), epidídim (2-4%) i les glàn-
dules sexuals accessòries presents en el tracte urogeni-
tal masculí, que inclou les vesícules seminals (65-75%), 
la pròstata (25-30%) i les glàndules bulbouretrals 
(<1%). Malgrat que la funció més bàsica del plasma se-
minal és la d’actuar com a medi de transport dels esper-
matozoides durant el procés d’ejaculació i de trànsit pel 
tracte femení fins arribar a l’oòcit, els components del 
plasma seminal també són crucials per a la protecció 
dels espermatozoides i per a la seva supervivència i fun-
ció (Camargo et al., 2016). De fet, després de l’esper-
matogènesi, els espermatozoides resultants són cèl·lules 
germinals immadures sense motilitat i sense l’habilitat 
per a fertilitzar oòcits per si sols (Jodar et al., 2016). El 
contacte de l’espermatozoide amb el plasma seminal 
durant la seva maduració a l’epidídim i durant el trànsit 
en el tracte genital masculí durant l’ejaculació és crucial 
per a la seva maduració, supervivència, funció, motili-
tat, viabilitat i capacitació dels espermatozoides (Brac-
kett et al., 1996; Henault et al., 1996; Pilch et al., 2006; 
Ding et al., 2007; Zhao et al., 2007; Wang et al., 2009; 
Rodriguez-Martinez et al., 2010). Així mateix, el con-
tacte del plasma seminal amb el tracte genital femení 
també prepara al sistema immune femení per tal de to-
lerar el conceptus i també sembla ocasionar canvis cel-
lulars i moleculars a l’endometri amb l’objectiu de faci-
litar el desenvolupament embrionari i la implantació 
(Robertson, 2005; Moldenhauer et al., 2009). 

El plasma seminal humà és una font rica en proteïnes 
i, aproximadament, la concentració de proteïnes en el 
plasma seminal és de 35-55 mg/ml (Pilch et al., 2006). 
L’accessibilitat i l’alta concentració de proteïnes del 
plasma seminal suggereix que el plasma seminal pot ser 
una font rica de biomarcadors per a la fertilitat masculi-
na, de la mateixa manera que s’han identificat en l’es-
permatozoide (Castillo et al., 2011; Azpiazu et al.,
2014; Paiva et al., 2015). A més, alteracions de les pro-
teïnes del plasma seminal s’han relacionat amb diversos 
aspectes implicats en la infertilitat masculina (Drabo-
vich et al., 2014; Giacomini et al., 2015; Gilany et al.,
2015; Vilagran et al., 2015). 

Per tant, per tal d’avaluar el potencial rol de les pro-
teïnes del plasma seminal en la funcionalitat i integritat 
dels espermatozoides, l’objectiu del present estudi és 
caracteritzar i comparar el proteoma del plasma seminal 
de diferents subtipus de pacients infèrtils d’acord amb 
els seus paràmetres seminals: (i) 4 pacients normozoos-
pèrmics (NZ; paràmetres seminals normals), (ii) 4 paci-
ents astenozoospèrmics (AS; espermatozoides amb mo-
tilitat alterada), (iii) pacients oligozoospèrmics (OZ; 
baixa concentració d’espermatozoides), i (iv) 4 pacients 

azoospèrmics (AZ; absència d’espermatozoides), mit-
jançant la identificació de proteïnes per espectrometria 
de masses (LC-MS/MS) juntament amb un marcatge 
previ de les proteïnes amb tandem mass tags (TMT).

MATERIAL I MÈTODES

Mostres biològiques. Les mostres de semen humà van 
ser obtingudes, sota previ consentiment informat, de la 
Clínica de Reproducció Assistida de l’Hospital Clínic i 
Provincial de Barcelona (FIV Clínic). Les mostres se-
leccionades van ser un total de 16, en les quals es van 
incloure (i) 4 pacients normozoospèrmics (NZ), (ii) 4 
pacients astenozoospèrmics (AS), (iii) 4 pacients oligo-
zoospèrmics (OZ), i (iv) 4 pacients azoospèrmics (AZ; 
2 pacients amb azoospèrmia obstructiva (OA) i 2 paci-
ents amb azoospèrmia no obstructiva (NOA)). L’avalu-
ació dels paràmetres seminals es va realitzar seguint les 
recomanacions de l’Organització Mundial de la Salut 
(World Health Organization, 2010). La determinació 
dels paràmetres seminals es va dur a terme mitjançant el 
sistema informatitzat Computer-assisted sperm analy-
sis (Proiser) i també es va realitzar una anàlisi de la vi-
talitat dels espermatozoides mitjançant el test d’eosina 
(World Health Organization, 2010).

Aïllament del plasma seminal i quantificació pro-
teica. Les mostres de semen es van centrifugar a 500g 
per a precipitar i separar els espermatozoides del plas-
ma seminal, seguit d’una segona centrifugació a 1.500g, 
per tal d’eliminar altres restes cel·lulars. El sobrenedant 
restant, plasma seminal lliure de cèl·lules, es va filtrar 
(0,45µm) per a poder assegurar l’eliminació de tot tipus 
cel·lular. El contingut de proteïnes del plasma seminal 
filtrat es va quantificar mitjançant el kit de quantificació 
de proteïna BCA (PierceTM BCA protein Assay Kit, 
Thermo Fisher Scientific) seguint les instruccions pro-
porcionades pel fabricant.

Marcatge isobàric diferencial de les proteïnes del 
plasma seminal (TMT 10-plex). El marcatge diferen-
cial de les proteïnes per a les 16 mostres independents 
es va realitzar seguint les instruccions de la casa comer-
cial (TMT 10-plex Mass Tag Labelling; Thermo Fisher 
Scientific). Breument, el marcatge diferencial isobàric 
amb TMT 10-plex consisteix en un total de 10 isòtops 
diferents que s’uneixen de manera covalent a l’extrem 
N- o C- terminal dels residus de lisina de les proteïnes. 
Aquests diferents isòtops presenten una massa monoi-
sotòpica diferent, la qual pot ser detectada utilitzant es-
pectrometria de masses d’alta resolució, de tal manera 
que permet la quantificació de les proteïnes de mostres 
independents. Es va partir d’una concentració de 60µg/
µl de proteïna per mostra i, per tal de reduir les proteï-
nes i trencar els ponts disulfur, es van incubar amb 
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cials per a observar les diferències entre els diferents 
grups. Es va establir com a significatiu un p-valor < 
0,05. A més, es van realitzar anàlisis de correlació de 
Spearman comparant l’abundància de les proteïnes amb 
la concentració d’espermatozoides i es van dur a terme 
tests de correcció de múltiple comparació (p-valor ajus-
tat a FDR 5%). La identificació tissular de les proteïnes 
es va realitzar utilitzant el programa The Human Pro-
tein Atlas (http://www.proteinatlas.org/), un programa 
que permet una exploració sistemàtica del proteoma 
humà basat en l’ús d’anticossos específics. 

RESULTATS I DISCUSSIÓ

Proteoma general del plasma seminal

Un total de 370 proteïnes del plasma seminal van ser 
identificades en el total de les 16 mostres estudiades. 
Els processos biològics més enriquits de les proteïnes 
identificades es van trobar relacionats amb el metabo-
lisme (17%), resposta a l’estrès i a l’estrès oxidatiu 
(15%), processos proteolítics i hidrolítics (12%), siste-
ma immune (10%) i producció d’energia (9%) (Figura 
1). En menor proporció també es van identificar proces-
sos relacionats amb la fertilització i l’embriogènesi 
(3%), i amb l’espermatogènesi i la funcionalitat de l’es-
permatozoide (2%) (Figura 1). De manera similar, al-
tres estudis que analitzen el plasma seminal també han 
caracteritzat els processos metabòlics i la resposta a 
l’estrès com els processos més comuns (Batruch et al.,
2012; Sharma et al., 2013). No obstant, l’anàlisi del 
proteoma del plasma seminal és molt complexa, ja que 
la concentració de 10 proteïnes majoritàries s’estima 
que representen el 80% del proteoma del plasma semi-
nal. Per exemple, les semenogelines representen un 
30% del proteoma del plasma seminal, de tal manera 
que aquesta alta concentració dificulta la identificació 
de les proteïnes menys abundants mitjançant espectro-
metria de masses (Drabovich et al., 2014; Jodar et al.,
2016). Per tal de millorar la caracterització del plasma 
seminal s’haurien d’utilitzar estratègies per a reduir/eli-
minar les proteïnes més abundants, tals com l’ús de co-
lumnes HPLC amb anticossos per les proteïnes més 
abundants o mètodes per a equalitzar les proteïnes per 
tal de reduir el rang dinàmic d’aquestes (Jodar et al.,
2016).

Alteració en l’abundància de proteïnes presents en el 
plasma seminal en pacients infèrtils

L’anàlisi estadística (Kruskal-Wallis) va mostrar dife-
rències significatives (p-valor < 0,05) en l’abundància 
de 7 proteïnes del plasma seminal entre els diferents 

TCEP 20mM durant 1h a 55ºC i, posteriorment, es van 
alquilar amb iodoacetamida 18,75mM durant 30min. 
Les proteïnes es van deixar precipitar en acetona a 
-20ºC durant 16h i, tot seguit, la mostra es va centrifu-
gar a 17.500g per 10min. El pèl·let resultant es va resus-
pendre en 60µl de TEAB 100mM i, amb la finalitat de 
digerir les proteïnes i obtenir pèptids, es van afegir 3µl 
de Tripsina (1µg/µl). Posteriorment, una mateixa quan-
titat de totes les mostres marcades es van barrejar per tal 
de preparar un control intern (5µl de cadascuna de les 
16 mostres es van barrejar per a conformar el control 
intern). Els pèptids de les diferents mostres (n=16) i el 
control intern es van marcar amb els diferents reactius/
isòtops del TMT 10-plex. Després d’aturar la reacció 
afegint 5% d’hidroxilamina, el conjunt de mostres mar-
cades amb diferents isòtops es van combinar per a gene-
rar dos pools múltiplex (10-plex; 9 tags isobàrics per a 
marcar 8 mostres + 1 tag control intern). A continuació, 
es van purificar i concentrar els pèptids dels dos pools 
mitjançant les Columnes Pierce C-18 (Pierce C-18 Spin 
Columns, Thermo Fisher Scientific).

Cromatografia líquida – Espectrometria de Mas-
ses en tàndem (LC-MS/MS) i identificació de proteï-
nes. Els pèptids dels dos pools es van separar per mitjà 
de nano-cromatografia líquida fent servir un Eksigent 
nanoLC ultra 2D plus system (AB Sciex). Els anàlisis 
per MS/MS es van realitzar utilitzant un LTQ Orbitrap 
Velos (Thermo Fisher Scientific) amb una font d’ionit-
zació nano-electrospray amb una resolució de 30.000 
FWHM en la selecció d’ions a l’Orbitrap. L’adquisició 
de les dades per MS/MS es va completar utilitzant Xca-
libur 2.1 (Thermo Fisher Scientific) i, per a la identifi-
cació dels pèptids marcats amb TMT, és va utilitzar el 
HCD (higher energy collisional dissociation) amb un 
40% de CE (collision energy). El software emprat 
per identificar i quantificar les proteïnes va ser el Prote-
ome Discoverer 1.4 (Thermo Fisher Scientific). Els cri-
teris d’identificació incloïen un mínim d’un pèptid únic, 
un mínim d’un pèptid per proteïna i un false discovery 
rate (FDR) d’un 1%. Els valors de cada mostra es van 
normalitzar amb el control intern respectiu. 

Anàlisi de les dades. Les proteïnes identificades van 
ser classificades segons la seva funció mitjançant la in-
formació disponible a la base de dades UniProt 
knowledgebase (UniProtKB/Swiss-Prot, http://www.
uniprot.org). El llistat de proteïnes identificades també 
va ser analitzat utilitzant l’eina bioinformàtica Gene
Ontology Consortium (http://www.geneontology.org/)
per tal d’identificar els Processos Biològics enriquits 
(Gene Ontology). La comparació estadística entre els 
diferents grups (NZ, AS, OZ, AZ) és va dur a terme mit-
jançant una anàlisi Kruskall-Wallis utilitzant el softwa-
re estadístic SigmaPlot v.11.0 (Systat Software). Els 
tests Post-Hoc es van realitzar en les proteïnes diferen-
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subtipus de pacients infèrtils d’acord amb els seus parà-
metres seminals (Figura 2). A més, els Tests Post-Hoc 
(p-valor < 0,05) van reflectir que, en la majoria de les 
proteïnes diferencials, les principals diferències en 
l’abundància de proteïna eren principalment degudes a 
canvis en la concentració d’espermatozoides (els nivells 
de proteïna es troben alterats en els pacients oligozoos-
pèrmics i azoospèrmics, pacients que presenten una bai-
xa o nul·la concentració d’espermatozoides, respectiva-
ment). No obstant, la proteïna PLA2G2A és l’excepció. 
L’abundància de la proteïna PLA2G2A es trobava dis-
minuïda en pacients astenozoospèrmics, pel que sem-
blaria estar relacionada amb la mobilitat dels esperma-
tozoides. La proteïna PLA2G2A pertany a la família de 
la fosfolipasa A2 (PLA2), igual que la proteïna 
PLA2G3, la qual hi ha evidència que és necessària per a 
la motilitat dels espermatozoides (Sato et al., 2010). 

Proteïnes correlacionades amb la concentració d’es-
permatozoides i possible origen

L’abundància de tres proteïnes (NPC2, LDHC i ECM1) 
es va correlacionar positivament, de manera significati-
va, després de la correcció de múltiple comparació (p-
valor ajustat a FDR 5%; Taula 1). El fet que hi hagi una 
baixa abundància d’aquestes proteïnes en el plasma se-
minal de pacients amb absència (AZ) o amb baixa con-
centració (OZ) d’espermatozoides podria estar reflec-
tint que: (i) Existeix una desregulació de les secrecions 
de les glàndules sexuals accessòries o, (ii) Existeix una 
baixa abundància de romanents de l’espermatozoide 
que puguin provenir d’espermatozoides apoptòtics o 
del citoplasma residual (gotes citoplasmàtiques de les 
cues dels espermatozoides). 

De fet, d’acord amb les dades publicades en The Hu-
man Protein Atlas (http://www.proteinatlas.org/), la 
proteïna extracel·lular ECM1 (Extracellular matrix 
protein 1) s’expressa principalment a l’epidídim i no és 
detectada en el testicle, el que suggereix que hi ha una 
desregulació en la secreció de l’epidídim en pacients 
que presenten absència o baix recompte espermàtic. Per 
contra, l’enzim glicolític LDHC (L-lactate dehydroge-
nase C chain) s’expressa exclusivament en el testicle, 
suggerint que la LDHC present en el plasma seminal 
prové de les restes dels espermatozoides. D’altra banda, 
la proteïna NPC2 (Epididymal secretory protein E1) és 

Figura 1. Classificació de les proteïnes identificades en el 
plasma seminal d’acord amb la seva funció cel·lular. Font 
d’informació: Gene Ontology Consortium database.

Taula 1. Anàlisi de correlació entre l’abundància de proteïnes 
en el plasma seminal i la concentració d’espermatozoides.

Figura 2. Abundància de proteïnes del plasma seminal 
(NPC2, PLA2G2A) en els diferents subtipus de pacients in-
fèrtils d’acord amb els paràmetres seminals. (OA: rombes ne-
gres; NOA: rombes blancs). 
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un component principal en les secrecions de l’epidídim 
i sembla estar involucrada en la modificació de la con-
centració de colesterol present en la membrana de l’es-
permatozoide durant la seva maduració a l’epidídim 
(Giacomini et al., 2015). Tot i així, l’origen testicular o 
extra-testicular de la proteïna NPC2 en el plasma semi-
nal no es pot determinar, ja que aquesta proteïna també 
es troba present en el testicle. 

CONCLUSIÓ

Els resultats obtinguts en aquest estudi suggereixen que 
la presència d’espermatozoides, per si sols, influeixen 
en les secrecions de l’epidídim, el que planteja la possi-
bilitat d’una comunicació bidireccional entre l’esper-
matozoide i el tracte reproductor masculí. L’anàlisi en 
profunditat d’aquestes proteïnes diferencials del plasma 
seminal podria conduir a la identificació de noves dia-
nes per a desenvolupar noves teràpies orientades a regu-
lar la fertilitat masculina. 
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