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Óxido nítrico sintetasa y nitración en tirosina en la astenozoospermia: 
un estudio inmunológico 
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Resumen
Objetivo: caracterizar el patrón de expresión de 

las isoformas constitutivas e inducible de la no sintetasa 
de espermatozoides aislados de donantes fértiles normo-
zoospérmicos y astenozoospérmicos infértiles, mediante 
el uso de inmunocitoquímica. Además, evaluar la expre-
sión de citrulina, un marcador de la actividad de la no 
sintetasa y de nitrotirosina, la que indica la formación de 
peroxinitrito, que podría afectar la funcionalidad esper-
mática a través de su acción citotóxica. 

Diseño: estudio prospectivo. Fuente de pacien-
tes: centro académico de infertilidad masculina. Pacientes: 
29 pacientes infértiles con astenozoospermia idiopática y 
26 donantes fértiles normozoospérmicos emparejados por 
edad. Intervención: se evaluaron parámetros espermáti-

cos y se realizó inmunocitoquímica en espermatozoides 
aislados. Medidas realizadas: análisis seminal para de-
terminar volumen, conteo espermático, motilidad y mor-
fología. Expresión inmunocitoquímica de isoformas de 
no sintetasa, citrulina y nitrotirosina.

Resultados: la expresión de isoformas cons-
titutivas de no sintetasa fue mayor en espermatozoides 
aislados de pacientes con astenozoospermia.

Conclusión: nuestros resultados refuerzan la 
hipótesis de que una mayor actividad de no sintetasa y 
un exceso de nitración en residuos tirosina podrían afec-
tar la funcionalidad de espermatozoides en la asteno-
zoospermia idiopática.

Palabras clave: astenozoospermia, células esper-
máticas, no sintetasa, nitrotirosina, inmunocitoquímica. 
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La infertilidad afecta aproximadamente al 15% 
de las parejas en edad reproductiva y el factor masculino 
es importante en casi la mitad de estos casos. El papel 
del estrés oxidativo como una de las principales causas de 
infertilidad masculina ha sido bien establecido (Agarwal 
y cols., 2011). De hecho, las especies reactivas del oxíge-
no como el óxido nítrico (NO) pueden afectar todos los 
componentes celulares, incluyendo los ácidos grasos po-
liinsaturados de las membranas, las proteínas y los ácidos 
nucleicos (Kothari y cols., 2010; Baker y cols., 2004). 

La astenozoospermia es una causa común de in-
fertilidad masculina y, aunque en la mayoría de los casos 
su origen es desconocido, se la puede asociar con in-
fecciones en el tracto reproductor, varicocele, autoanti-
cuerpos y, a nivel celular, con alteraciones morfológicas 
de los flagelos (Afzelius y cols., 1979; Escalier, 1984; 
Chemes y cols., 1998; Mitchell y cols., 2006; Moretti y 
cols., 2008). La etiología de esta patología incluye una 
serie de defectos bioquímicos, estructurales y funciona-
les, entre ellos la sobreproducción de NO. 

El NO es un radical libre que se produce por la 
oxidación de la L-arginina a L-citrulina por acción de tres 
isoformas de la NO sintasa (NOS): la neuronal nNOS, 
la endotelial eNOS y la inducible iNOS. El NO tiene un 
importante rol en la patofisiología espermática dado que 
sus concentraciones bajas favorecen el proceso de capa-
citación espermática, la reacción acrosomal y la unión a 
zona pelúcida (Herrero y cols., 2007; Zini y cols., 1995; 
Sengoku y cols., 1998). Sin embargo, las concentraciones 
elevadas de NO llevan a la formacion de peroxinitritos, un 
poderoso agente oxidante, lo que conduce a la célula es-
permática a un estado de estrés oxidativo y de esta mane-
ra, a la alteración de su funcionalidad, como la motilidad 
(Weinberg y cols., 1995; Balercia y cols., 2004).

En este trabajo los autores evalúan, mediante la 
técnica de inmunohistoquímica, la expresión de las enzi-
mas NOS, de la L-citrulina (como indicador de la actividad 
de NOS) y la de nitrotirosina (como indicador del daño ce-
lular por exceso de NO) en espermatozoides de pacientes 
normospérmicos y astenozoospérmicos idiopáticos. 
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Los resultados muestran que los espermatozoi-
des provenientes de los pacientes astenozoopérmicos 
poseen una sobreexpresión de la enzima iNOS y un in-
cremento en la producción de citrulina, así como también 
una mayor proporción de células espermáticas con mar-
cación para nitrotirosina, comparados con los normos-
pérmicos. Esto sugiere una mayor producción de NO, lo 
que podría tener efectos negativos sobre la estructura y 
función de las proteínas (Radi y cols., 2004), y tradu-
cirse en una disfunción espermática y en la disminución 
de la capacidad fecundante de los espermatozoides. Pre-
viamente, estos mismos autores reportaron una sobre-
producción de NO en los espermatozoides de pacientes 
astenozoospérmicos que se correlaciona negativamente 
con la motilidad. Por lo tanto, lo novedoso de este trabajo 
es el desarrollo de la técnica de inmunohistoquímica para 
determinar in situ la producción de NO y la posibilidad 
de evaluar el daño celular por esta molécula.

La base molecular de la astenozoospermia aún 
es desconocida. Hasta el momento es escasa la infor-
mación acerca del estudio de la expresión y función de 
posibles moléculas espermáticas que pueden correla-
cionarse con el fenotipo de los espermatozoides de pa-
cientes astenozoospérmicos. La búsqueda de moléculas 
marcadoras de esta patología, tanto para el diagnóstico 
como para la identificación de blancos terapéuticos, es 
un tema de constante estudio. En los últimos 5 años, me-
diante el desarrollo de la proteómica, varios grupos están 
investigando la sobreexpresión o subexpresión proteica 
como posibles blancos para el diagnóstico (Martínez-
Heredia y cols., 2008). Sin embargo, hasta la fecha, no 
hay disponible una terapia realmente eficaz para la as-
tenozoospermia, y estos pacientes deben recurrir a los 
tratamientos con las técnicas de reproducción asistida. 

El trabajo del grupo de Balercia es interesante en 
cuanto al aporte para la búsqueda de nuevas estrategias 
terapéuticas para este tipo de patología que tiene gran im-
plicancia en la fertilidad masculina. Además, la determi-
nación de los niveles de las especies reactivas del oxígeno 
en el semen de pacientes antes de una fecundación in vitro 
(FIV) puede ser útil en la predicción del resultado de la 
FIV y en el asesoramiento a los pacientes seleccionados 
con el factor masculino o infertilidad idiopática. 
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Análisis crítico

Salvolini y cols., en esta ocasión, demuestran 
nuevamente el efecto deletéreo del estrés oxidativo so-
bre la fertilidad.

Sabemos que el NO, sustancia ampliamente 
distribuida en el organismo, es producido a partir de la 
arginina y da como resultado, además, la citrulina, por 
la NO sintetasa, de la que se conocen varias isoformas.

En los espermatozoides el NO se combina con 
el superóxido y se obtiene el peroxinitrito, que genera 
las nitrotirosinas por nitración de los residuos tirosina 
de diversas proteínas. Esta nitración dificultará su fos-
forilación y, con ello, las vías normales de señalización 
celular. El aumento del estrés oxidativo exacerbará este 
mecanismo.

Se analizan, en este trabajo, los espermatozoi-
des de 29 astenozoospérmicos idiopáticos infértiles y de 
26 normozoospérmicos fértiles y se determina, por in-
munohistoquímica, la presencia y el grado de expresión 
de distintas isoformas de la NO sintetasa. La neuronal y 
la endotelial, isoformas constitutivas, se expresan predo-
minantemente en espermatozoides normales y la induci-
ble, en espermatozoides de astenozoospérmicos.

Estos hallazgos concuerdan con evidencias pre-
vias que le dan un rol fisiológico a las isoformas cons-
titutivas y patológico a la isoforma inducible al generar 
esta última mucha cantidad de NO (y, por ende, de ni-
tración proteica).

En la misma línea encuentran mayores niveles 
de citrulina (signo de mayor producción de NO) y de 
nitrotirosina (evidencia de mayor nitración proteica) en 

espermatozoides de astenozoospérmicos.
Hay que tener presente que, no obstante lo 

anteriormente expuesto, el NO es un componente fun-
damental de la fisiología espermática (interviene en la 
capacitación, reacción acrosomal, etc.), lo mismo que 
un determinado nivel de estrés oxidativo. Esto queda 
evidenciado, en este trabajo, por la detección de NO 
sintetasa, citrulina y nitrotirosina en espermatozoides 
normales.

Los autores trabajan en la relación entre estas 
alteraciones y la astenozoospermia idiopática en pacien-
tes infértiles. Probablemente en pacientes fértiles con as-
tenozoospermia idiopática pueda observarse lo mismo, 
aunque lo que ocurre en el caso de pacientes normozoos-
pérmicos infértiles y/o teratozoospérmicos idiopáticos, 
infértiles o no (por ejemplo, aquellos con aumento de la 
fragmentación de ADN, algo muy vinculado al aumento 
del estrés oxidativo), no necesariamente es extrapolable 
al caso de los pacientes estudiados.

También constituye un interrogante los poten-
ciales efectos deletéreos de estos procesos sobre el desa-
rrollo embrionario posterior.

La evidencia arrojada por estos autores podría 
ayudar a abrir nuevas estrategias terapéuticas en el fu-
turo. La disminución de la nitración proteica podría, por 
ejemplo, beneficiar a aquel grupo de pacientes asteno-
zoospérmicos con probada disminución de la actividad 
Na/K ATPasa, de relacionarse esta disfunción con tras-
tornos en la fosforilación secundarios a nitración pro-
teica.
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