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RESUM

Les protamines sén les proteines majoritaries del nucli de 1’espermatozoide en moltes especi-
esiactuen empaquetant el genoma patern. En1’home s’han detectat alteracions en els nivells de
les protamines P1i P2 associats a infertilitat. Ratolins transgenics defectius en I'expressié de les
protamines també presenten alteracions en l'estructura del nucli de 'espermatozoide i un grau
variable d’infertilitat. Existeix també evidencia que defectes en els nivells de protamines poden
associar-se a un increment de lesi6é en el genoma de l’espermatozoide. En el present treball es re-
visen els principals articles disponibles sobre la relaci6 entre protamines i infertilitat en '’home.

Paraules clau: Protamina, infertilitat, espermatozoide, cromatina, mutacié, ICSI, genoma.

SUMMARY

Protamines are the major proteins present in the nuclei of the spermatozoa and they act pack-
ing the paternal genome. Changes in the expression of P1 and P2 protamines have been found
to be associated with infertility in man. Transgenic mice defective in the expression of prota-
mines also present several structural defects in the sperm nucleus and have variable degrees
of infertility. There is also evidence that altered levels of protamines can be associated with an
increase of injury in the genome of the spermatozoa. In the present work the main available
papers on the relationship between protamines and infertility in man are revised.
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INTRODUCCIO empaquetant el genoma patern (Kossel, 1928;
Bloch, 1969; Mezquita i Teng, 1977; Subira-

Les protamines sén les proteines més abun-  na, 1982; Mezquita, 1985; Oliva i Dixon, 1991;
dants del nucli de 1’'espermatozoide i actuen Lewis et al., 2003; Aoki i Carell, 2003). Es
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tracta de proteines amb un alt contingut d’a-
minoacids amb carrega positiva i, en especial,
d’arginina (un 48 % en les protamines huma-
nes; vegeu la taula 1).

En vertebrats es coneixen dos tipus de pro-
tamines, les P1, que estan presents en totes les
especies de vertebrats estudiades, i la familia
de la protamina P2 (vegeu la taula 1). La pro-
tamina P2 esta formada pels components P2,
P3 i P4, i es troba només en algunes espécies
de mamifer, entre les quals es troben I’home i
el ratoli. Els components de la familia P2 dife-
reixen només per l'extensié N-terminal d'un
a quatre residus, encara que el component P2
és el majoritari de la familia (vegeu la taula 1
ila figura 1; Gusse et al., 1986; Oliva i Dixon,
1991; Bianchi et al., 1992; Arkhis et al., 1991).
La protamina P1 és sintetitzada com una pro-
teina madura, mentre que els components de
la familia de la protamina P2 sén generats
per proteolisi a partir d’un precursor codifi-
cat per un tnic gen (Queralt et al., 1995). El
contingut de protamina P1 en el nucli de I'es-
permatozoide huma és semblant al contingut
de protamina P2 (relacié P1/P2 aproximada
d’1) (Balhorn et al., 1988; Yebra et al., 1993).

Des del punt de vista evolutiu es tracta de
proteines que han augmentat el nombre de re-
sidus amb carrega positiva, cosa que permet
formar un complex condensat amb el DNA
del genoma patern que té una forta carrega
negativa. A més, les protamines de diverses
espécies incorporen cisteines en la seva se-
qliencia, fet que permet la creacié de ponts
disulfur entre les molécules de protamines ad-
jacents que estabilitzen fortament el complex
nucleoprotamina. Existeix ja una clara eviden-
cia que, almenys les protamines de bivalbes,
poden haver evolucionat a partir de la his-
tona H1 (Lewis et al., 2004). Un altre aspecte
que caracteritza les protamines és que es tro-
ben entre les proteines amb un dels nivells
més elevats de variacio evolutiva (Oliva i Di-
xon, 1991; Queralt et al., 1995; Oliva, 1995;
Lewis et al., 2003). S’ha proposat que la causa
d’aquesta rapida evoluci6 es trobaria en una

seleccié darwiniana positiva (Wyckoff et al.,
2000; Clark i Civetta, 2000). Aquesta proposta
estaria recolzada per 'observacié, en compa-
rar la seqiiencia de protamines de diferents
espécies, que la relacié entre substitucions no
sinonimes (els canvis de nucleotid que canvi-
en l'aminoacid) per residu i les substitucions
sinonimes per residu és superior a 1 (Wyckoff
et al., 2000).

Existeixen diverses funcions proposades
per a les protamines. La més obvia seria la
de condensar el genoma patern en un nucli
com més compacte i hidrodinamic millor. Els
espermatozoides amb el nucli més conden-
sat i hidrodinamic tindrien avantatge sobre
els altres i aconseguirien fecundar primer 1'o-
ocit i, per tant, transmetrien el canvi genetic
avantatjos a través d’una marcada seleccié
darwiniana a les futures generacions. Un altra
funci6 proposada per a les protamines seria la
de protecci6 del missatge genetic patern fent-
lo inaccessible a possibles nucleases o muta-
gens del medi intern o extern. Aquesta hipo-
tesi podria tenir sentit si es considera que la
presencia d'un genoma lesionat en 1’'esperma-
tozoide és compatible amb la fecundaci6 de
I'oocit perd no amb el seu desenvolupament.
Pero les dades actuals més aviat indiquen que
la presencia de protamines pot actuar potenci-
ant 'efecte de certs toxics o metalls pesants a
I'espermatozoide. Un altra possible funcié per
ales protamines seria que actuessin competint
i desplacant factors de transcripcio i d’altres
proteines per tal de deixar el missatge genetic
patern desproveit d’informaci6é epigenetica,
de manera que en permetria la reprogramacio
per l'oocit.

ALTERACIONS DE LES PROTAMINES
EN L'ESPERMATOZOIDE
EN PACIENTS INFERTILS

La primera evideéncia d’alteracions en el
contingut de protamines es descriu en un tre-
ball en el qual els autors no detecten protami-
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TAULA 1. Segiiencia de les protamines humanes P1 i P2
Protamina Seqgiiencia d’aminoacids
P1 ARYRCCRSQSRSRYYRQRQRSRRRRRRSCQTRRRAMRCCRPRYRPRCRRH
Familia P2:
P2 RTHGQSHYRRRHCSRRRLHRIHRRQHRSCRRRKRRSCRHRRRHRRGCRTRKRTCRRH
P3 GQSHYRRRHCSRRRLHRIHRRQHRSCRRRKRRSCRHRRRHRRGCRTRKRTCRRH
P4 ERTHGQSHYRRRHCSRRRLHRIHRRQHRSCRRRKRRSCRHRRRHRRGCRTRKRTCRRH

nes en els espermatozoides de diversos paci-
ents infertils siné només histones (Silvestroni
et al., 1976). Subsegiientment es descriuen per
a un grup independent diversos pacients amb
un patré proteic anomal caracteritzat per la
presencia de proteines addicionals en l'esper-
matozoide huma, tot i que en aquest treball no
es fa referéncia a alteracions en els nivells de
protamines (Chevalier et al., 1987). Pero el pri-
mer treball que analitza les protamines en una
serie amplia de controls fertils (n = 17) i com-
para les dades amb les de pacients (1 = 7), de-
tecta un quocient P1/P2 augmentat en sis dels
set pacients estudiats (Balhorn et al., 1988). Se-
guidament es descriu que el percentatge de
protamines d’homes fertils no es diferencia
de manera significativa en comparacié amb
els pacients infertils amb parametres semi-
nals normals, perd si que varia en els pacients
amb parametres seminals anomals (Bach et
al., 1990). Un altre grup independent descriu
que els pacients amb anomalies morfologi-
ques a l'espermatozoide caracteritzades per
la preséncia d'un cap rodé contenen menys
protamines i més histones que els espermato-
zoides normals (Blanchard et al., 1990).

L'observacié d'una disminucié de protami-
na P2 i d'una relacié P1/P2 augmentada es
confirma uns anys més tard (Belokopytova et
al., 1993). Pero no és fins a la descripcié de la
primera série amplia de pacients (n = 116) que
es determina que un 3,4 % dels pacients (n = 4)
presenten una marcada reduccié de protami-
na P2 (Yebra ef al., 1993; Yebra i Oliva, 1993),
mentre que la resta de pacients presenten un
quocient P1/P2 normal (22,4 %) o bé lleugera-
ment alterat (74,1 %).

Totes aquestes observacions plantejaren la
qiiesti6 de l'origen de la reduccié del nivells
de protamina P2 relatius als nivells de prota-
mina P1 en alguns dels pacients. La deteccio
d’un increment de precursors de protamina
P2 en els pacients amb un increment del quo-
cient P1/P2 va acotar el possible origen en un
defecte o aturada del processament del pre-
cursor de la protamina P2 (Yebra et al., 1998).
Aquestes dades sén coherents amb els resul-
tats del’analisi dels continguts de fosfor i sofre
d’espermatozoides individuals analitzats per
la tecnica de PIXE (Particle Induced X-ray
Emission; Bench et al., 1998). En aquest mateix
estudi es detecta addicionalment que les rela-
cions de protamines P1/P2 varien en mostres
diferents dels mateixos pacients obtingudes
separades en el temps (Bench et al., 1998).

Tots aquests treballs inicials es varen fer
analitzant les mostres de semen sense fracci-
onar. Es un fet conegut que en una ejacula-
ci6 humana normal es troben tant poblacions
d’espermatozoides morfolodgicament normals
com espermatozoides aberrants. Per tant, es
va plantejar si les alteracions detectades en la
relacié P1/P2 afectaven la totalitat de les cel-
lules de la mostra dels pacients o bé eren el
resultat d una barreja de poblacions. Es conei-
xia ja que la centrifugacié d’espermatozoides
en gradient de Percoll en permetia el fraccio-
nament segons la seva morfologia i mobilitat,
i que les fraccions més denses estaven enri-
quides en menys proteines intermeédies i més
protamina P2 madura (Colleu et al., 1996).
Pero la separacié mitjangant gradient de Per-
coll de les cellules de les ejaculacions in-
dividuals de pacients infertils i de controls
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FiGgura 1. Electroforesi en gel de poliacrilamida de les prota-

mines extretes d’espermatozoides de diversos pacients infertils
(1-3) i tenyides amb Coomassie Blue.

i l'analisi subsegiient de la relaci6 P1/P2
en cadascuna de les fraccions va demos-
trar que no existien diferencies significatives
en la relaci6 P1/P2 entre les diverses frac-
cions que diferien en la morfologia i mo-
bilitat (Mengual et al., 2003). En canvi, si
que es varen detectar diferéncies significati-
ves en la relaci6 P1/P2 quan es compara-
ven el grup de pacients astenozoospérmics
amb el grup de pacients normozoospérmics
o amb els controls (Mengual et al., 2003).

Sibé en els treballs previs es va descriure un
increment de la relacié P1/P2, en un article re-
cent en queé s’analitzen 272 pacients infertils i
87 donants es detecta un nou grup de pacients
caracteritzat per una disminucié de la relacié
P1/P2 (Aoki et al., 2005).

A part dels estudis en pacients infeértils, I'ex-
pressié de protamines en l'espermatozoide
també s’ha determinat en relaci6 a I’estres ter-
mic en testicles normals (Love i Kenney, 1999;
Evenson et al., 2000). L'estres térmic en el tes-
ticle de cavall s’associa a una disminucié de la
formaci6 de ponts disulfur en les protamines
(Love i Kenney, 1999). Aquest aspecte també
s’ha estudiat en 'especie humana mesurant
els nivells d’expressi6 de les protamines en un
pacient que acabava de passar un episodi d’hi-
pertermia induida per la grip (Evenson et al.,
2000). En concret, es va trobar que apareixia
un precursor de la protamina P2 entre els dies
33 i 39 posthipertérmia. Aquest autors també
varen detectar que la relacié P1/P2 es mante-
nia en el rang normal, mentre la relacié entre
histones i protamines pujava lleugerament els
dies 33 i 39 posthipertérmia. L'expressi6 del
gen corresponent a la protamina P2 també

s’ha trobat alterada concomitantment a 1'es-
trés termic en el testicle de ratoli (Tuchi et al.,
2003).

ALTERACIONS DE LES PROTAMINES
I CAPACITAT DE FERTILITZACIO
IN VITRO DELS ESPERMATOZOIDES

La primera evidéncia que una alteraci6 de
les protamines podria estar en relacié amb la
capacitat de fecundaci6 in vitro dels esperma-
tozoides es va basar en la comparacié de la
relacié P1/P2 en dos grups de pacients inféer-
tils classificats d’acord al fet si havien assolit
un index de fertilitzaci6 superior o inferior al
50 % (Khara et al., 1997). En concret, aquests
autors trobaren una relaciéo P1/P2 entre 0,55
i 1,29 en el grup amb index de fertilitzacié
igual o superior al 50 %, mentre que tres dels
pacients infertils que havien assolit un index
de fertilitzacié inferior al 50 % presentaven
una relacié fora d’aquest rang (Khara et al.,
1997). No obstant aix0, aquests mateixos au-
tors no recolzaren la idea que la relaci6 altera-
da P1/P2 fos la causa primaria de la reduccié
en I'index de fertilitzacio.

Uns anys mes tard es descriu, en una serie
més amplia de pacients, que existeix una re-
ducci6 significativa en I'assaig de penetracio
en dotze dels tretze pacients sense protami-
na P2 en comparacié amb els pacients amb
protamina P2 (Carell i Liu, 2001). Pero cal te-
nir en compte que en aquest treball es detecta
una proporcié molt incrementada de pacients
sotmesos a fertilitzaci6 in vitro sense P2 detec-
table (17 %, 13 de 75), fet que contrasta amb
altres articles publicats per altres grups (Yebra
et al., 1993; Mengual et al., 2003) o en treballs
més recents publicats pel mateix grup (Aoki
et al., 2005). En aquest treball també descri-
uen que la deteccié de bandes de precursors
de protamines s’associa a una reducci6 en la
capacitat de penetracié (Carell i Liu, 2001).
Aquest fet lligaria amb les observacions pre-
vies que els pacients amb un increment de



la relacié P1/P2 també tenen nivells augmen-
tats de precursors de P2 (Yebra et al., 1998).
No obstant aixo, aquests autors no trobaren
cap difereéncia significativa en els resultats del
tractament per ICSI comparant el grup de pa-
cients sense P2 detectable en comparacié amb
els pacients amb P2 (Carell i Liu, 2001).

Més recentment es descriu que els esperma-
tozoides positius per a la tincié amb cromo-
micina A3, que indirectament indica una pos-
sible deficiencia en protamines, presenten un
percentatge de fertilitzaci6 in vitro del 36,8 %,
xifra molt per sota de 1'index assolit (64,6 %)
amb els espermatozoides negatius per a la tin-
ci6 amb aquest colorant (Nasr-Esfahani et al.,
2004).

En un altre estudi s’intenta l'expressié dels
gens de protamines P1 i P2 en espermatides
testiculars de pacients azoospermics biopsiats
en tractament per ICSI (Mitchell et al., 2005).
Aquests autors troben una expressié més bai-
xa de 'mRNA corresponent al gen de la prota-
mina P1 en les parelles que no han aconseguit
un embaras en comparacié amb les que si que
han aconseguit un embaras (Mitchell et al.,
2005).

En el treball més recent i complet publicat
en el moment de tancar la present revisio, tro-
ben que la reducci6 de la relacié P1/P2 resulta
en una drastica reducci6 dels indexs de fertilit-
zaci6 in vitro en comparacié amb els pacients
amb una relacié P1/P2 normal o augmentada
(Aoki et al., 2005).

Part de I'explicacié de la relacié entre fer-
tilitzacié in vitro i deficiéncia de protamines
podria venir d'una serie d’experiments de
fertilitzacié in vitro amb espermatozoides le-
sionats experimentalment tractats amb ditio-
tritol (DTT), com a procediment per trencar
els ponts disulfur que estabilitzen l’estruc-
tura nucleoprotamina (Ahmadi i Ng, 1999a).
Aquests autors troben que en els esperma-
tozoides lesionats amb DTT la capacitat de
fertilitzacié in vitro és normal, perd que, en
canvi, presenten una disminucié del desen-
volupament postimplantacié (Ahmadi i Ng,
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1999a). En un altre article publicat pels matei-
xo0s autors descriuen que els espermatozoides
tractats amb DTT presenten una drastica re-
ducci6 en la capacitat d’uni6 i de penetracié
de I'oocit en el test de penetracié en hamster.
Pero, no obstant aixo0, si es fa servir ICSI, els
espermatozoides lesionats amb DTT assolei-
xen fins i tot nivells més alts de formacié de
pronuclis i descondensacié del cap de l'esper-
matozoide en comparacié amb els controls,
tot i que en aquest dltim treball els autors
no estudien el desenvolupament ulterior dels
embrions (Ahmadi i Ng, 19990).

VARIACIONS EN ELS NIVELLS
DE TRANSCRITS DE PROTAMINES
I INFERTILITAT EN L'HOME

En un dels primers treballs d"analisi de I'ex-
pressié de protamines en celules testiculars
aillades per citometria de flux es va descriu-
re una absencia completa de I'expressié del
gen P2 en les espermatides rodones (Ziyyat
et al., 1999). Fent servir biopsies de testicle i
hibridacié in situ es va poder demostrar que
les espermatides rodones de pacients infeértils
presentaven nivells disminuits dels missat-
gers de protamina 1 i de protamina 2 (Steger et
al., 2000, 2001). Addicionalment, en aquest tre-
ball es va observar que la relaci6 entre nivells
de mRNA corresponents al gen de la protami-
na 1iels corresponents al gen de la protamina
2 mantenien una correlacié amb la fertilitat
dels pacients. El mateix grup va assolir re-
sultats similars fent servir PCR a temps real
(Steger et al., 2003). Un altre grup independent
també ha identificat alteracions en 'expressioé
dels gens de protamina en biopsies de paci-
ents azoospermics (Friel et al., 2002).

Pero la preséncia de mRNA corresponents
als gens de protamines no solament pot ser
detectada en testicle siné també en 1’esperma-
tozoide madur, tant per tecniques de micro-
xips (Miller et al., 1999; Miller, 2000) com per la
tecnica de RT-PCR (Lambard ef al., 2004). Un



52 R. OLIVA

fet interessant és que en aquest ultim treball
es varen detectar diferéncies en 1’expressi6 del
gen P1 en fraccions d’espermatozoides que di-
ferien en la mobilitat i densitat procedents de
donants normozoospérmics (Lambard et al.,
2004). Aquest fet és coherent amb les dades
previes que indiquen que fins i tot dins d'u-
na ejaculacié normal existeixen diferencies en
els nivells d’expressi6é de protamines entre les
diferents céllules.

POLIMORFISMES I MUTACIONS
EN ELS GENS DE PROTAMINES

Tan aviat com es va observar la presen-
cia d’alteracions en els nivell de protamines
en l'espermatozoide d’alguns pacients infér-
tils es va proposar la possible presencia de
mutacions en els gens corresponents (Yebra et
al., 1993). Aquesta idea venia recolzada addi-
cionalment pel coneixement que la manca de
protamina P2 en el nucli de 1'espermatozoi-
de d’algunes especies de mamifer tals com el
porc o el toro era deguda a la preséncia de
mutacions en els gens corresponents (Maier et
al., 1990). No obstant aix0, I’analisi mutacio-
nal preliminar del gen de la protamina no va
mostrar la preséncia de mutacions patogeni-
ques en cap dels quatre pacients amb nivells
més alterats de relacié6 P1/P2 (Yebra et al.,
1993). Pero seguint amb aquest tipus d’estudis
mutacionals es varen detectar diversos poli-
morfismes en els gens de protamines (Que-
ralt et al., 1993; Schnulle et al., 1994). Analisis
subsegiients molt més completes en trenta-sis
pacients infertils que presentaven evidencia
d’alteracions de la cromatina de 1’espermato-
zoide no varen detectar cap mutaci6 en els
gens de la protamina P1, P2 o en la protei-
na de transicié 1 (Schlicker et al., 1994). En un
altre tipus d’analisi que incloia també 1’estu-
di d’amplies regions flanquejants dels gens es
va trobar un canvi en dos de cinc individus
afectes que afectava potencialment la regié de

contacte a la matriu nuclear (Kramer et al.,
1997).

Molt més recentment un grup japones ha
comengat 'estudi mutacional dels gens de la
protamina P1 i P2 en 226 pacients esteérils i en
270 barons de fertilitat provada (Tanaka et al.,
2003). En aquest cas es trobaren quatre poli-
morfismes (SNP) en la regi6 codificant del gen
de P1 que no resulten en canvi d’aminoacid, i
un SNP (c248t) en el gen P2 que si que causa
un cod6 de terminaci6 a la protamina. Els au-
tors proposen que la terminaci6 prematura de
la traduccié del gen de la protamina P2 en el
pacient amb el canvi c248t seria la causa de la
seva infertilitat (Tanaka ef al., 2003). En aquest
mateix treball també es descriu la identificacio
d'un SNP alaregi6 3’ del gen P11 de dos SNP
en la intro del gen P2.

Malgrat que els estudis mutacionals previs
(Yebra et al., 1993; Schlicker et al., 1994; Ta-
naka et al., 2003) suggerien que les mutacions
de protamines devien ser causes molt rares
d’infertilitat a 1’home, en una comunicacio al
congrés de la Societat Americana d’Androlo-
gia de 2005 es va presentar evidéncia de la
preséncia de mutacions patogeniques en els
gens de protamina en alguns pacients addici-
onals (Iguchi ef al., 2005). En aquest treball es
varen estudiar trenta-quatre pacients infertils
que presentaven un fenotip a l'espermatozoi-
de semblant a l’assolit per la genoanullacié
dels gens de la protamina P1 o P2 al ratoli (Cho
et al., 2001, 2003). En concret, en aquest treball
s’identifica una mutacié en heterozigosi que
produeix un canvi d’arginina a serina a la se-
qiiencia d’aminoacids en dos pacients infertils
independents. Aquest canvi crearia una nova
diana de fosforilaci6 en la protamina 1. A més,
aquests autors identifiquen diversos canvis en
la regi6 promotora que mereixen estudi addi-
cional (Iguchi et al., 2005).



LLICONS APRESES
DELS MODELS EXPERIMENTALS:
RESULTATS DERIVATS

DELS MODELS TRANSGENICS

I GENOANULLACIONS

DE PROTAMINES I PROTEINES
DE TRANSICIO

El primer model de ratoli transgenic per
a una protamina va correspondre al del gen
complet de la protamina 1 de ratoli marcat
(Peschon et al., 1987). Els ratolins resultants
expressaven correctament la construccié in-
troduida en les espermatides rodones, cosa
que indicava el bon reconeixement dels ele-
ments reguladors en el transgenic (Peschon et
al., 1987; Zambrowics ef al., 1993). A més, els
ratolins eren fertils, cosa que indicava que pe-
tites variacions en el nivell d’expressi6 de la
P1 eren compatibles amb una funcié aparent-
ment normal de I'espermatozoide (Peschon et
al., 1987). Linies de transgenics generats amb
el promotor de la protamina 2 de ratoli aco-
blat a gens marcadors també recolzaren laidea
que els elements reguladors de les construcci-
ons de protamines eren correctament recone-
guts pels factors endogens i resultaven en una
correcta expressié en l'estadi d’espermatides
rodones (Stewart et al., 1999). Models subse-
glients dissenyats per sobreexpressar prema-
turament o en excés el gen de la protamina
1 en ratoli indicaren que es produia una con-
densacié prematura de la cromatina nuclear,
anomalies de la morfologia del cap i processa-
ment incomplet de la protamina P2 (Peschon
et al., 1989; Lee ef al., 1995).

Pero el primer transgénic d’expressié he-
terologa d’una protamina va correspondre a
la sobreexpressié de la protamina de gallina
en ratolins, i resultava en una disrupcié de
la cromatina de I'espermatozoide (Rhim et al.,
1995). No obstant aix0, encara que no era pre-
visible, aquest tipus de ratolins varen resultar
ser fertils, fet que va permetre postular que
un empaquetament molt precis del DNA de
les cellules germinals no seria essencial per a
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la descondensaci6 i formacié del pronucli en
els oocits fecundats (Rhim et al., 1995). Estu-
dis subsegiients varen caracteritzar en detall
les anomalies en l’'espermatozoide d’aquests
ratolins i varen confirmar la seva fertilitat rela-
tiva (Maleszewski ef al., 1998). La sobreexpres-
si6 del cluster de gens de protamina humans
en ratoli va demostrar una conservacié del pa-
tro temporal d’expressi6, cosa que indicava
que els elements reguladors eren reconeguts
pels factors de transcripci6 de ratoli (Stewart
et al., 1999).

Pero un treball subsegiient en el qual es
varen generar genoanullacions del gen de la
P1 o del gen de la P2 va demostrar que els
ratolins genoanullats per a només un dels al-
lels de la P1 o de la P2 eren infertils (Cho et
al., 2001). Ates que les protamines s’expres-
sen en les fases haploides (Oliva et al., 1988)
es podria pensar que la disrupcié d'un al-
lel no hauria d’afectar I'expressié del gen de
protamina en l’altra meitat de cellules que te-
nen el gen normal. Perd és conegut que la
citocinesi és incompleta en les cellules esper-
matogeniques, que queden connectades per
ponts citoplasmatics que poden permetre a
les espermatides compartir mRNA (Braun et
al., 1989). Uns anys més tard aquests matei-
x0s autors varen detectar la presencia de lesio
en el DNA dels espermatozoides d’aquests
ratolins infertils (Cho et al., 2003). De relle-
vancia també, varen observar que si es feia
servir la tecnica d'ICSI s’aconseguien activar
els oocits de ratoli, perd pocs podien desenvo-
lupar-se fins a I’estadi de blastocist (Cho et al.,
2003). Cal esmentar que un fenomen similar
s’ha descrit en molts pacients infertils amb el
DNA lesionat sotmesos a tractament per ICSI.

Un altre tipus de model extensament estu-
diat correspon als ratolins genoanullats per als
gens de les proteines de transicié 1 0 2 (Adham
et al., 2001; Meistrich et al., 2003; Zhao et al.,
2004; Suganuma et al., 2005). En els genoanul-
lats dobles per a les dues proteines de transicié
el remodelament de la morfologia nuclear, la
repressi6 de la transcripci6, la desaparicié de
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les histones i la deposicié de protamines re-
sulta relativament normal. No obstant aixo, es
va observar que la condensacié de la cromati-
na resultava irregular, que la protamina P2 no
resultava processada i que moltes de les esper-
matides allargades presentaven trencaments
en el DNA (Zhao et al., 2004).

INTERACCIO DE LES PROTAMINES
AMB METALLS
I FUNCIO REPRODUCTIVA

A causa de la seva naturalesa, les protami-
nes no solament formen interaccions electros-
tatiques amb el DNA, sind que també tenen
el potencial d'unir-se amb metalls o altres
agents, tant formant part de la fisiologia nor-
mal com resultant en alteracions potencials de
la cromatina. Una de les primeres observaci-
ons que va estimular 'estudi de la possible
associaci6 entre protamines i un metall va ser
I'observacié que el zinc és molt abundant en el
nucli de 1’'espermatozoide (Morisawa i Mori,
1972). Diversos estudis subsegiients corrobo-
raren aquestes observacions inicials i varen
proposar que el zinc a 1’espermatozoide po-
dria estabilitzar la cromatina a través de la
seva uni6 a grups tiol que no participessin
en la formacié de ponts disulfur. L'observa-
ci6 que les protamines P2 podien ser proteines
del tipus zinc finger amb un Cys2/His2 va
obrir noves perspectives per avancar en la
comprensié de la seva funcié (Bianchi et al.,
1992, 1994; Bal et al., 2001). La quantificacié
per PIXIE dels nivells de zinc en esperma-
tozoides de diverses especies va demostrar
que el contingut de zinc és proporcional a
la quantitat de protamina P2, cosa que indi-
ca que aquest metall s'uniria de forma este-
quiometrica a aquesta protamina (Bench et al.,
2000) en una relaci6é 1:1. La interaccié entre
el zinc i la protamina P2 tindria, doncs, un
paper important en la funcié normal de l'es-
permatozoide, i tant la seva deficiencia com el
seu excés podria causar alteracions (El-Tawil,

2003; Piao et al., 2003; Matsuda i Watanabe,
2003).

Perod a part de la preséncia fisiologica de
zincal’espermatozoide, existeix una clara evi-
dencia de la presencia toxica de metalls pe-
sants tals com el plom, el coure o el niquel, i
la seva toxicitat podria ser tant directa com a
través de la seva interaccié amb la protamina
P2 (Johansson i Pellicciari, 1988; Quintanilla-
Vega et al., 2000a, 2000b; Hernandez-Ochoa et
al., 2005; Bal et al., 1997a, 1997b, 2000; Liang
etal., 1999). L'associaci6 entre aquests metalls i
lainfertilitat a ’home és clara i els mecanismes
estan essent investigats molt activament. A
part dels metalls pesants, altres contaminants,
tal com els pesticides, també tenen el poten-
cial d’alterar I'estructura de la cromatina de
I'espermatozoide. En el cas del Diazinon s’ha
trobat que el mecanisme toxic podria estar
mitjangat a través de l'alteracié de la fosfori-
lacié de les protamines (Pifia-Guzman et al.,
2005).

PERSPECTIVES DE FUTUR

La recerca en el camp de la relaci6é entre
les protamines i la infertilitat es troba ara
en un moment candent, pero queden moltes
qliestions per resoldre. Fonamentalment que-
da encara per resoldre quin és el mecanisme
del reemplagament nucleohistona-nucleopro-
tamina, i quines altres proteines, a part de
les protamines, queden en el nucli de 1’esper-
matozoide i per que. Manquen també dades
que ajudin a comprendre millor la funcié de
les protamines. En I’ambit més aplicat caldra
aprofundir més si les alteracions de les pro-
tamines de I’'espermatozoide sén, per si soles,
causa directa de la infertilitat independent-
ment del seu origen etiologic, o bé si les alte-
racions de les protamines sén conseqiiencia de
la causa etiologica pero per si soles no afectari-
en la fertilitat. Formant part de ’escomesa d’a-
questa qliestié caldra també acabar d’explicar
quina és la relaci6 entre preséncia de trenca-



ments en el DNA, alteracions en els nivell de
protamines en l'espermatozoide, canvis epi-
genetics i infertilitat. A més, aquest aspecte
pot tenir transcendéncia per al potencial de
transmissié de lesions del genoma a futures
generacions. També falta per aclarir el possi-
ble paper de les mutacions i dels polimorfis-
mes dels gens de protamines trobats en alguns
pacients, i com aquests dltims poden afectar la
relacié de protamines en els espermatozoides.
Sera també interessant determinar fins a quin
punt la presencia de mutacions genetiques o
factors de risc genetic en altres gens associats a
infertilitat altera I’expressié de les protamines.
En aquesta revisi6é també s’ha posat de mani-
fest que factors ambientals o exogens tals com
la presencia de contaminants o 1’estrés termic
poden afectar 'estructura de la cromatina de
I'espermatozoide en un procés on també par-
ticipen les protamines. Per tant, possiblement
també s’acabi estudiant la interaccié entre fac-
tors genetics i ambientals en la determinacio
de la maduresa molecular i la normalitat del
nucli de I'espermatozoide. Es previsible que
les eines actuals de la genomica, transcrip-
tomica i protedmica contribueixin a detectar
proteines i factors implicats en la remodelacio
normal del nucli de I'espermatozoide i en la
identificacié dels mecanismes patogenics que
resulten en infertilitat.
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