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Lista de abreviaturas 

• cDNA: DNA complementario. 

• DE: desviación estándar 

• EB: Estradiol Benzoato 

• GWAS: Estudio de asociación del genoma completo. 

• hCG: Gonadotropina coriónica humana 

• Lin28: Gen Lin28 en Caenorhabditis elegans. 

• Lin28a: Gen Lin28 parólogo a en mamíferos. 

• Lin28b: Gen Lin28 parólogo b en mamíferos. 

• Lin28b: Proteína codificada por el gen Lin28b en mamíferos 

• LIN28B: Gen LIN28B en humanos. 

• LIN28B: Proteína codificada por el gen LIN28B en humanos. 

• mRNA: RNA mensajero. 

• miRNA: MicroRNA. 

• SNP: Polimorfismo de un solo nucleótido. 

• TA: Temperatura ambiente 
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1. Resumen 

La infertilidad ha sido definida como un problema de salud pública por la OMS, donde las 

causas de la alteración de la espermatogénesis son desconocidas en la  mayoría de los 

hombres infértiles. En este sentido, la disminución en el recuento espermático se ha asociado 

al inicio tardío de la pubertad. Relacionado a esto, varios estudios genómicos a gran escala 

han identificado variantes genéticas de LIN28B con rasgos puberales y con un inicio atrasado 

de la pubertad. Una de estas variantes, rs7759938, ha sido asociada además con niveles más 

bajos de testosterona en el hombre adulto. Por otra parte, en el modelo murino, se demostró 

que la expresión de LIN28B en testículo está sometida a una regulación por gonadotrofinas. 

En base a estos antecedentes, proponemos que la variante rs7759938 se asocia a un deterioro 

de la calidad seminal y niveles más bajos de testosterona en hombres adultos. A su vez, la 

variante afectaría la expresión transcripcional de LIN28B en las células germinales de hombres 

adultos. El objetivo principal de esta tesis fue estudiar la asociación de la variante rs7759938 

con parámetros de la calidad seminal, hormonal y la expresión de LIN28B en una cohorte de 

150 hombres que consultaron por infertilidad de origen masculino o de la pareja en el Instituto 

de Investigaciones Materno Infantil (IDIMI), excluyendo sujetos con causas conocidas de falla 

espermatogénica, así como obesidad, presencia de enfermedades crónicas, consumo de 

medicamentos, abuso de alcohol y drogas. Con este propósito se genotipificó la 

variante rs7759938 por el método de PCR alelo específica en DNA de sangre periférica 

(TaqMan™ SNP Genotyping Assay); se cuantificó la abundancia del mRNA de LIN28B en RNA 

total extraído de espermatozoides de los mismos sujetos por PCR en tiempo real; y se midieron 

los niveles séricos de las hormonas testosterona, FSH y LH. El análisis de asociación entre la 

variante genética y las variables de la calidad seminal y parámetros hormonales se realizó 

utilizando el software R (SNPAssoc). Para los 150 pacientes estudiados la frecuencia alélica 

de la variante rs7759938 fue de 74% para el alelo T y del 26% para el alelo C. No se encontró 
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asociación entre la variante y los parámetros de calidad seminal, ni los niveles hormonales. Se 

encontró una correlación directa y significativa entre la expresión relativa de LIN28B con la 

concentración espermática (r=0,485y P<0,001) y el recuento total de espermatozoides 

(r=0,450 y P<0,001). Por otra parte, se encontró una asociación de rs7759928 con una menor 

expresión relativa de LIN28B (P=0,057) en el modelo genético sobredominante. En conclusión, 

estos hallazgos indican que LIN28B se expresa en las células germinales y sugieren que 

LIN28B puede estar involucrado en la proliferación de espermatogonias en el testículo humano 

adulto. Si bien no es concluyente, nuestros resultados sugerirían que la variante rs7759938 es 

un locus genómico que contribuye a la variación de los niveles de expresión del mRNA de 

LIN28B. Por lo tanto, es necesario estudiar una cohorte más grande para confirmar esta 

suposición y la asociación de genotipos con parámetros de la calidad seminal. 
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2. Abstract 

Infertility has been defined as a public health problem by the WHO, where the causes of altered 

spermatogenesis are unknown in a majority of infertile men. In this regard, the decrease in 

sperm count has been associated with the late onset of puberty. Related to this, several large-

scale genomic studies have identified genetic variants of LIN28B with pubertal traits and 

delayed onset of puberty. One of these variants, rs7759938, has also been associated with 

lower testosterone levels in adult men. Moreover, it was shown that LIN28B expression in testis 

is regulated by gonadotrophins in the murine model. Based on this background, we propose 

that the rs7759938 variant is associated with impaired seminal quality and lower testosterone 

levels in adult men. In turn, the variant would affect the transcriptional expression of LIN28B in 

germ cells of adult men. The main objective of thjs tesis was to study the association of the 

rs7759938 variant with parameters of seminal quality, sexual hormones and LIN28B 

expression in a cohort of 150 men who consulted for infertility at the Instituto de Investigaciones 

Materno Infantil (IDIMI), excluding subjects with known causes of spermatogenic failure, as 

well as obesity, presence of chronic diseases, medication use, alcohol and drug abuse. For 

this purpose, the rs7759938 variant was genotyped by allele-specific PCR in peripheral blood 

DNA (TaqMan™ SNP Genotyping Assay); the abundance of LIN28B mRNA was quantified by 

real-time PCR in total RNA extracted from spermatozoa of the same subjects; and serum levels 

of testosterone, FSH and LH were measured. The association analysis between the genetic 

variant and seminal quality variables and hormonal parameters was performed using R 

software (SNPAssoc). For the 150 patients studied, the allelic frequency of the rs7759938 

variant was 74% for the T allele and 26% for the C allele. No association was found between 

the variant and seminal quality parameters or hormone levels. A direct and significant 

correlation was found between relative LIN28B expression with sperm concentration (r=0.485; 

P<0.001) and total sperm count (r=0.450; P<0.001). Moreover, an association of rs7759928 

with lower relative LIN28B expression (P=0.057) was found in the overdominant genetic model. 
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In conclusion, these findings indicate that LIN28B is expressed in germ cells and suggest that 

LIN28B may be involved in spermatogonia proliferation in the adult human testis. Although 

inconclusive, our results would suggest that the rs7759938 variant is a genomic locus that 

contributes to variation in LIN28B mRNA expression levels. Therefore, a larger cohort should 

be studied to confirm this assumption and the association of genotypes with seminal quality 

parameters. 

 

Palabras clave: LIN28B, rs775938, Infertilidad, calidad seminal.  
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3. Introducción 

3.1 Espermatogénesis y esteroidogénesis testicular 

La espermatogénesis es un proceso complejo que tiene lugar en el testículo, donde las 

células madre espermatogoniales diploides proliferan, pasan por 2 divisiones meióticas 

sucesivas y se diferencian en espermatozoides haploides (1). Este proceso ocurre de manera 

gradual e involucra una compleja regulación hormonal. El eje hipotálamo-hipófisis-gonadal 

(HHG) coordina las funciones espermatogénicas y esteroidogénicas del testículo. La 

hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) producida y liberada por el hipotálamo actúa 

sobre receptores en la adenohipófisis estimulando la producción y liberación de la hormona 

folículo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH). Estas gonadotrofinas  actúan sobre 

las células de Sertoli y de Leydig en el túbulo seminífero y en el intersticio testicular, 

respectivamente, estimulando la progresión de la maduración espermatogénica y la 

producción de  una concentración adecuada  de testosterona intratesticular (1) 

La espermatogénesis completa se produce tras el inicio de la pubertad, momento en el que 

aumenta la secreción de LH, lo que va a resultar en el estímulo de las células de Leydig para 

producir una adecuada concentración de testosterona. Esta hormona es fundamental para el 

desarrollo de las características y funciones sexuales, como así también para la progresión 

de la  espermatogénesis. Por otro lado, la FSH, también es necesaria para el proceso de la 

espermatogénesis, y  en conjunto con la testosterona va a mantener la función de apoyo de 

las células de Sertoli que funcionan como sostén de las células germinales en los túbulos 

seminíferos. Sin embargo, se ha demostrado que ratones transgénicos que carecen de FSH 

o de su receptor (FSHR) son fértiles; en cambio, los ratones que carecen del receptores de 

andrógenos no pueden generar células germinales post-meióticas. Esto, por lo tanto,  

demuestra la importancia de la testosterona en el proceso de la espermatogénesis (2). A su 

vez, la interacción entre los dos compartimentos testiculares y la retroalimentación negativa 
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de testosterona e inhibina B, producida por las células de Sertoli, son esenciales para la 

regulación de la secreción de GnRH, manteniendo la homeostasis del eje HHG (3). 

Por otra parte, se ha sugerido que el momento de inicio de la pubertad puede afectar la 

función testicular en el adulto. En este sentido, el estudio de Jensen et al (4) evaluó los 

parámetros hormonales y seminales en una cohorte de 652 hombres daneses sanos, que 

reportaron de manera auto-informada el inicio de su pubertad en comparación a sus 

compañeros concluyendo que los hombres con inicio puberal tardío tenían una peor calidad 

seminal. En específico estos últimos sujetos presentaron una menor concentración 

espermática, junto a un menor recuento total de espermatozoides en comparación a los 

hombres que refirieron haber tenido un inicio de cambio puberales distintivos en un momento 

similar al de sus pares. En este estudio también se vio que el inicio tardío de la pubertad se 

asoció con niveles más altos de FSH y niveles más bajos de testosterona libre.  

3.2 LIN28AB 

LIN28 es un gen heterocrónico que fue caracterizado por primera vez en el nematodo C. 

elegans, donde se ha visto que  regula el tiempo de desarrollo en las larvas (5). En los 

mamíferos, existen dos genes de la familia LIN28, localizados en los cromosomas 1p36.11 y 

6q21, que producen proteínas parálogas: LIN28A y LIN28B, respectivamente. El gen LIN28A 

codifica una proteína de 209 aminoácidos, mientras que LIN28B codifica una proteína de 250 

aminoácidos, las cuales muestran un alto grado de homología en sus dominios estructurales. 

Ambas presentan el dominio de choque frío (CSD) N-terminal y dos dominios CysCysHisCys 

de dedos de zinc (ZKD), que permiten su unión a microRNA (6). LIN28A tiene una ubicación 

predominantemente citoplasmática, en cambio LIN28B presenta una secuencia de localización 

nuclear (NLS) y una secuencia de localización nucleolar (NoLS) sugiriendo que LIN28B es una 
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proteína nuclear (7). Sin embargo, otros estudios sugieren la posibilidad de que LIN28B es una 

proteína citoplasmática que se traslada al núcleo de forma dependiente al ciclo celular (5,8) 

 

LIN28AB se ha relacionado a la regulación de la biogénesis de la familia de microRNAs let-7. 

En humanos, se han identificado 12 miembros de esta familia de microRNAs (let-7a-1, let-7a-

2, let-7a-3, let-7b, let-7c, let-7d, let-7e, let-7f-1, let-7f-2, let-7g, let-7i y miR-98) localizados en 

ocho loci cromosómicos diferentes (9). Estos miRNAs regulan  los tiempos de desarrollo y la 

diferenciación celular actuando como supresores de oncogenes como MYC, RAS y HMGA2 

(9–11). Es así como la activación de LIN28AB se produce en varios tumores humanos 

primarios contribuyendo a la proliferación celular y a la transformación celular a través de la 

inhibición de microRNAs de la familia let-7. Además, se ha sugerido la participación de 

miembros de la familia de microRNAs let-7 en el metabolismo de la esteroidogénesis mediante 

la predicción de un sitio de unión de let-7b en la 3´UTR de StAR (proteína reguladora aguda 

esteroidogénica)(12), sugiriendo que LIN28B podría participar en la vía esteroidogénica a 

través de su rol regulador sobre la familia microRNAs de let-7. 

3.3 Expresión de LIN28B en tejidos del eje hipotálamo-hipófisis-gónada 

En modelos murinos adultos la expresión de Lin28b se ha detectado en placenta, testículo e 

hipotálamo (13,14). En ratas, se detectaron niveles altos de mRNA de Lin28b en el hipotálamo 

durante el periodo neonatal. Durante el periodo infantil y pubertad temprana se observa una 

disminución de un 50% comparado con el nivel neonatal. Al momento de la pubertad estos 

valores disminuyeron aún más y se vieron más bajos en la edad adulta. En este estudio se 

realizó un modelo de pubertad alterada mediante la administración neonatal de EB generando 

ratas macho con  pubertad tardía con disminución  de los niveles séricos de LH y FSH y del 

peso testicular. Esta alteración provocó el aumento de la expresión de Lin28b en el hipotálamo 

de las ratas adultas (13). En otro estudio se observó la expresión de Lin28b en un sistema de 
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pubertad alterada de ratas hipofisectomizadas, lo que provocó la disminución de Lin28b a 

niveles muy bajos en el testículo, que aumentó su expresión mediante la suplementación de 

hCG y FSH (15).  En testículos de ratones, la expresión del mRNA mostró un patrón contrario 

al del hipotálamo, con niveles bajos durante el periodo neonatal, aumentado durante la infancia 

y la transición puberal, manteniéndose en el animal adulto. En este estudio ratones con 

hipogonadismo hipogonadotropo, como resultado de la inactivación del receptor de kisspeptina 

KISS1/Gpr54, la expresión de Lin28b en testículo fue menor en comparación con la del animal 

silvestre. La expresión se restituyó luego de la administración de hCG, mientras que la 

administración de FSH causó efectos más modestos (14). Todos estos resultados sugieren 

que la expresión de Lin28b en el animal adulto se encuentra principalmente en el testículo y 

está sometida a una regulación mediante gonadotrofinas.  

Por otra parte,  la localización de la proteína Lin28b en testículos de ratón en distintos estadios 

de desarrollo mostró que Lin28b se expresa en las células de Leydig neonatales e infantiles y 

persiste en el citoplasma de las células de Leydig adultas.  No se encontró expresión de Lin28b 

en túbulos seminíferos de ratones infantiles, mas sí se observó expresión nuclear en las 

espermátidas elongadas de roedores adultos (14). En este estudio también se detectó la 

expresión transcripcional de Lin28a y Lin28b en testículo de ratón, en distintos estadios de 

maduración postnatal (neonatal, infantil, puberal-adulta temprana).  De este resultado, se 

observa una diferencia en la expresión de estos dos genes. En el caso de Lin28a la mayor 

expresión es en fase neonatal e infantil, para luego disminuir en un 60% durante la edad 

puberal. Sin embargo, en el caso de Lin28b, este aumenta entre la etapa infantil y puberal ; 

permaneciendo con una elevada expresión en la etapa puberal (14).  

Respecto de la expresión y localización de LIN28B en tejidos humanos pertenecientes al eje 

HHG, el proyecto GTEx (16) reporta que el testículo es el tejido en adulto donde LIN28B se 
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expresa mayormente, seguido en menor medida de la hipófisis e hipotálamo  como se observa 

en la Fig.1.  

 
Figura 1. Expresión génica de LIN28B en tejidos humanos. Extraído de GTEx Portal (16). 

3.4 Variantes genéticas de LIN28B 

Los polimorfismos de nucleótido único (SNP) son cambios de una base única en el DNA. Se 

definen como aquellos polimorfismos que se presentan con una frecuencia mayor al 1% en la 

población y, además, son las variaciones más numerosas del genoma. El acceso a técnicas 

de secuenciación masiva ha permitido el desarrollo de estudios de asociación del genoma 

completo (Whole Genome Association Study - GWAS) con el fin de determinar si una variante 

o un conjunto de ellas tienen un efecto sobre la aparición de distintos rasgos fenotípicos o 

enfermedades. En este sentido, se ha visto que SNPs de LIN28B están fuertemente asociados 

con rasgos de la pubertad, como la edad de menarquia en mujeres y la edad de ruptura de 

voz en hombres (17–20), sugiriendo que LIN28B es un gen candidato en el proceso de inicio 

y en el desarrollo de la pubertad en el humano.   

Entre estas variantes de LIN28B, el SNP rs7759938, localizado en  la región promotora del 

gen,  se asoció con una mayor edad de menarquia en un estudio con datos de 32 cohortes de 
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ascendencia europea (n=87,802) (21) y con mayor edad de aparición del botón mamario o 

telarquia en niñas (22). Respecto de la pubertad en varones, si bien ha sido menos estudiada, 

se ha reportado que dos variantes de LIN28B (rs395962 y rs314268), ubicadas en el mismo 

bloque que la variante mencionada, están fuertemente asociadas con la edad de 

engrosamiento de la voz (20). También, el alelo C o alelo menor de la variante rs7759938,  se 

asoció fuertemente con niveles más bajos de testosterona en una muestra del Biobanco del 

Reino Unido de 176.000 hombres adultos entre 40 y 69 años de edad (23).  En conjunto estos 

resultados sugieren que ciertas variantes en LIN28B, asociadas con pubertad retrasada en 

ambos sexos, modulan negativamente los niveles séricos de testosterona en hombres y 

posiblemente la función testicular en el adulto. 

Mecanísticamente, las variantes genéticas mencionadas podrían tener un efecto en la 

expresión del gen LIN28B. En este sentido, información extraída de la base de datos GTex 

(16) indica que la expresión del mRNA de LIN28B es significativamente mayor en hipófisis y 

menor en testículo cuando se tiene que el genotipo de la variante rs7759938 es homocigoto 

para el alelo menor (CC), en comparación con el genotipo homocigoto mayor. Estos resultados 

sugieren que la variante rs7759938 puede actuar como elemento regulador de la expresión de 

LIN28B en hipófisis y testículo, lo que podría llegar a afectar la función endocrina y de la 

espermatogénesis en el testículo. 
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3.5 Infertilidad Masculina 

La infertilidad ha sido definida por la OMS como la incapacidad de concebir después de un 

año manteniendo relaciones sexuales sin anticonceptivos. Esta suele afectar entre un 10-15% 

de las parejas en países desarrollados. El diagnóstico de infertilidad masculina se basa 

principalmente en el análisis del semen, en el cual se evalúan características como el recuento, 

la motilidad y la morfología de los espermatozoides. En un metaanálisis se reportó una 

disminución temporal  del 50% en el conteo de espermatozoides en hombres no seleccionados 

por fertilidad de origen caucásico entre los años 1973 – 2011 (24).  

Las causas de la alteración de la espermatogénesis se desconocen en una gran mayoría de 

los hombres infértiles. Las causas genéticas sólo explican un 4% de casos de falla 

espermatogénica en  hombres no seleccionados y puede aumentar a un 20% en hombres con 

azoospermia. Estos diagnósticos genéticos comprenden aberraciones cromosómicas 

estructurales y numéricas (p. ej., síndrome de Klinefelter; cariotipo 47, XXY), microdeleciones 

de las regiones del factor de azoospermia (AZF) en el brazo largo del cromosoma Y y 

mutaciones del gen CFTR en la azoospermia obstructiva. Por lo que en aproximadamente el 

72% de los hombres en parejas infértiles no se ha podido establecer un diagnóstico causal 

(25). De esta forma en la infertilidad masculina, al ser una enfermedad multifactorial, puede 

ser de interés revisar el efecto que tienen los polimorfismos del gen Lin28B sobre ella. 
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4. Hipótesis 

La variante rs7759938 del gen LIN28B se asocia a un  deterioro de la calidad seminal y niveles 

más bajos de testosterona en hombres adultos. A su vez la variante afecta la expresión 

transcripcional de LIN28B en las células germinales de hombres adultos. 

5. Objetivos 

5.1 Objetivo General 

Estudiar la asociación de la variante génica rs7759938 de LIN28B con parámetros de la calidad 

seminal y el nivel de testosterona total sérica en una cohorte de hombres que consultan por 

infertilidad. 

5.2 Objetivos Específicos 

1. Determinar si la variante rs7759938 de LIN28B tiene efecto sobre la función 

espermatogénica del testículo medida por el recuento total de espermatozoides, la 

concentración de espermatozoides, la motilidad y la morfología espermática.   

2. Determinar si la variante rs7759938 de LIN28B tiene efecto sobre los niveles séricos 

de testosterona y la relación testosterona/LH en hombres adultos.  

3. Determinar si la variante rs7759938 afecta cuantitativamente la expresión 

transcripcional de LIN28B en espermatozoides. 
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6. Materiales y Métodos 

Diseño experimental 

El presente estudio corresponde a un análisis descriptivo y de asociaciones de la variante en 

estudio rs7759938 con distintos parámetros de la calidad seminal, hormonal y de expresión 

del gen LIN28B en espermatozoides en un grupo de sujetos que consulta por infertilidad. Este 

estudio se llevó a cabo en la Unidad de Andrología Molecular y Reproductiva y el Laboratorio 

de Andrología Clínica del Instituto de Investigación Materno Infantil (IDIMI), Facultad de 

Medicina, Universidad de Chile. Esta tesis se inserta en el marco del proyecto FONDECYT de 

iniciación N°11200898 y cuenta con la aprobación del Comité de Ética en Investigación en 

Seres Humanos (CEISH) de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. 

6.1. Sujetos 

Se reclutaron hombres adultos que consultaron por diagnóstico andrológico de infertilidad 

masculina o de la pareja en la Unidad de Andrología Molecular y Reproductiva (UAMR) o en 

el Laboratorio de Andrología Clínica del Instituto de Investigaciones Materno-Infantil (IDIMI), 

de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. Los pacientes firmaron un 

consentimiento informado al momento del reclutamiento y de la aceptación de la toma de 

muestras. 

6.1.1 Criterio de inclusión: Pacientes hombres de 18 a 55 años con indicación de 

espermiograma, sin antecedente de azoospermia secretora o sugerencia de 

azo/oligozoospermia obstructiva y de nacionalidad chilena de una generación hacia atrás. 

6.1.2 Criterios de exclusión:  Se excluyeron pacientes que reportaron un cariotipo anormal, 

presencia de microdeleciones del cromosoma Y, presencia de varicocele grados III y IV, 

hipogonadismo hipogonadotropo, infección seminal, epididimitis, traumatismo o lesión 

escrotal, oligozoospermia obstructiva, enfermedades crónicas (diabetes, insuficiencia 
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hepática, renal o hipertensión entre otras), tratamientos hormonales concomitantes y consumo 

excesivo de alcohol o drogas, así como antecedente de cáncer testicular, quimioterapia y/o 

radioterapia.  

6.2. Análisis de rutina 

6.2.1 Antecedentes clínicos: Los pacientes fueron entrevistados para realizar un historial 

general, urológico y andrológico, con el fin de detectar eventos previos y actuales de infección 

y/o inflamación en el tracto reproductor y cirugías previas en el escroto e ingle, y antecedentes 

antropométricos, hábitos de consumo de tabaco, alcohol y drogas, así como la historia de 

enfermedades crónicas y consumo de medicamentos.  

6.2.2 Evaluación física y urológica: En los casos que fue posible, un médico urólogo 

especialista en infertilidad realizó la evaluación física y urológica orientada a la detección de 

varicocele, palpación de los conductos deferentes, la evaluación del nivel de androgenización 

y la medición del volumen testicular utilizando un orquidómetro, con el objetivo de descartar 

posibles causas obstructivas de la oligozoospermia.  

6.2.3 Cariotipo: El estudio citogenético se realizó en pacientes con una concentración de 

espermatozoides <5x106/ml (26) en la Unidad de Endocrino-Genética del IDIMI, mediante el 

método bandeo G contando 35 mitosis de leucocitos extraídos de sangre periférica. 

6.2.4 Análisis de microdeleciones del cromosoma Y (MDY): La detección de MDY se realizó 

en sujetos con <5x106 espermatozoides/mL(26). Veinte segmentos no polimórficos presentes 

en los intervalos 3 y 7 del cromosoma Y, incluyendo los genes del Factor de Azoospermia 

(AZF) a, b y c en el cromosoma Y,  fueron amplificados por PCR multiplex utilizando el DNA 

extraído de sangre periférica como se ha descrito previamente (27).  



 

18 
 

6.2.5 Análisis hormonal: Las muestras de sangre obtenidas entre las 8:00 y las 11:00 horas de 

la mañana se utilizaron para el análisis hormonal en suero. Las niveles de LH y FSH se 

midieron mediante un ensayo inmunorradiométrico y la testosterona total fue medida mediante 

un ensayo inmunorradiométrico como se ha descrito previamente (28). La medición en suero 

de LH, FSH y testosterona se realizó para evaluar la función testicular y además para descartar 

eventuales alteraciones hormonales como el hipogonadismo hipogonadotropo. 

6.2.6 Análisis de semen: El análisis de semen se realizó siguiendo las directrices del Manual 

de Laboratorio para la Examinación y Procesamiento de Semen Humano, OMS, 5ta ed. (29) 

en muestra seminal obtenida por masturbación con una abstinencia sexual mínima de 2 días 

y máxima de 7 días. El semen se recolectó en recipientes estériles y se dejó a 37°C por una 

hora para que ocurriera la licuefacción y se pudieran realizar los análisis correspondientes. La 

evaluación incluyó la medición del volumen seminal, pH, concentración espermática en 

cámara de Neubauer, motilidad, viabilidad y morfología. Se evaluó si la motilidad era 

progresiva rápida (grado A), la cual corresponde a cuando los espermatozoides se mueven 

activamente de forma lineal o en grandes círculos, o si era motilidad no progresiva y con 

espermatozoides inmóviles. La morfología espermática se evaluó según los criterios estrictos 

de Kruger (29). El análisis de semen fue realizado por un profesional capacitado de la Unidad 

de Andrología Molecular y Reproductiva o del Laboratorio de Andrología Clínica del IDIMI.  

6.3 Genotipificación de la variante rs7759938 

6.3.1 Extracción de DNA genómico: El DNA se extrajo de sangre periférica utilizando el kit de 

purificación de DNA Wizard (Promega) en 1 mL de la sangre siguiendo las instrucciones del 

fabricante.  La cuantificación del DNA aislado se realizó por espectrofotometría (NanoDrop)  y 

se almacenó a -20°C hasta su uso. 
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6.3.2 Genotipado: La variante rs7759938 fue genotipada con un método de PCR alelo 

específica utilizando el TaqMan™ SNP Genotyping Assay (Thermo Fisher Scientific), y la DNA 

polimerasa de la 2X Taqman® Genotyping Master Mix (Applied Biosystem). Este ensayo utiliza 

partidores y sondas específicas para la amplificación por separado de ambos alelos de la 

variante rs7759938 Assay ID:C_11906296_20), permitiendo la discriminación alélica y la 

determinación de los posibles genotipos. La Tabla 1 muestra los alelos que puede tener la 

variante y el fluoróforo acoplado a la sonda que detecta cada una de las secuencias alélicas. 

 

La reacción de amplificación se realizó en un solo replicado por muestra, usando 2 µL de DNA 

de concentración 10 ng/µL. Con el fin de comprobar la especificidad de la reacción, en cada 

experimento se incluyeron muestras con genotipos homocigotos y heterocigotos previamente 

determinados por secuenciación. Los datos de amplificación se analizaron con el software 

TaqMan® Genotyper™. El protocolo de amplificación se muestra en la Tabla 2. 
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6.4 Cuantificación del transcrito de LIN28B en espermatozoides 

6.4.1 Preparación de la muestra de semen: El aislamiento de espermatozoides desde la 

muestra seminal se realizó a través de un gradiente de densidad utilizando PureSperm 40® 

(Nidacon) para separar los espermatozoides de las células somáticas (células germinales 

inmaduras, leucocitos y células epiteliales) obteniendo una muestra enriquecida en 

espermatozoides motiles. Brevemente, en un tubo tipo Falcon de 15 ml se agregó 1 mL de 

PureSperm 40® (Nidacon) y hasta 1,5 mL de semen y se centrifugó a 300 x g por 20 minutos. 

El pellet resultante se traspasó a un nuevo tubo tipo Falcon de 15 mL y se realizaron dos 

lavados con 5 y 1 ml de PBS 1X, respectivamente, a 300 x g por 15 minutos cada uno.    

6.4.2 Extracción del RNA espermático: Se extrajo el RNA total de los espermatozoides 

separados, utilizando el método combinado de separación con tiocianato de guanidinio-fenol-

cloroformo (Trizol®, Invitrogen) y purificación por columna de afinidad (RNeasy Mini Kit, 

Qiagen) de acuerdo con publicaciones previas (30 con algunas modificaciones del laboratorio. 

Brevemente, seguido de la separación espermática, se realizó la lisis de los espermatozoides 

utilizando 0,5 mL de buffer RLT (RNeasy Mini kit, Qiagen) con 7,5 μL de β-mercaptoetanol en 

el homogeneizador (Pro Scientific 200) a velocidad media por 4 minutos. Seguidamente, se 

efectuó una segunda homogeneización utilizando 500 μL de Trizol (previamente temperado a 

37°C) a velocidad media por 4 minutos. Al homogeneizado se le agregaron 200 μL de 

cloroformo, se agitó enérgicamente por 15 segundos y se dejó reposar a TA por 3 minutos. 

Luego se centrifugó a 12.000 x g  durante 20 minutos a 4°C. A la fase acuosa resultante se le 

agregó igual cantidad de etanol 100% para purificar la muestra y se continuó con la separación 

del RNA en la columna de afinidad (Rneasy Mini Kit, Qiagen) según las instrucciones del 

fabricante. En la misma columna, el RNA fue tratado con Rnase-Free Dnase (Qiagen) para 

eliminar cualquier posible contaminación con DNA, siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Se recuperó el RNA eluyendo con 20  μL de agua libre de nucleasas calentada a 65°C. 
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Finalmente se cuantificó el RNA mediante espectrofotometría (NanoDrop™) y el RNA 

alicuotado se  almacenó  a -80°C hasta su uso.  

6.4.3 PCR en tiempo real (qRT-PCR): La abundancia de transcritos de LIN28B en el RNA de 

espermatozoides se cuantificó mediante PCR en tiempo real con SYBR Green I en el 

instrumento StepOne Plus (Apllied Biosystems).  Inicialmente, se sintetizó el cDNA a partir del 

RNA total usando la transcriptasa reversa Revert Aid H minus (Thermo Scientific) y el partidor 

d(T)12-18 (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la síntesis de cDNA se 

utilizaron alícuotas de aproximadamente 500 ng de RNA total. La reacción de qPCR se realizó 

en triplicados utilizando Rox SYBR® MasterMIx dTTP Blue (Takyon) y partidores 

especialmente diseñados para la amplificación específica del mRNA de LIN28B (PrimerBlast 

Tool): LIN28B-forward, AGCACATTAGACCATGCGAGC y LIN28B-reverse, 

TTTGCTAGCCGCCTTCG (tamaño del fragmento amplificado 156 pb) y GADPHS-foward,  5´-

CATGAACATTGTGAGCAACGC-́3 y GADPHS-reverse, 5´-CAACCCTTCCACGATCCCAA-3´ 

(tamaño del fragmento amplificado 94 pb). La expresión del transcrito de LIN28B fue 

normalizada respecto de la expresión del gen housekeeping GAPDH-S (gliceraldehído-3-

fosfato-deshidrogenasa específica de espermatozoides). Utilizando el método de 2ΔCT, 

donde △Ct corresponde a la diferencia entre los valores Ct de GAPDH-S y LIN28B. Todas las 

muestras fueron medidas por triplicado y se eliminaron los replicados que generaran una 

desviación estándar mayor a 0,5. La eficiencia de las reacciones de PCR han sido previamente 

determinadas en el laboratorio. 

6.5. Cálculo de tamaño muestral y análisis estadístico 

El tamaño de la muestra para el enfoque transversal se estimó en base a nuestro análisis 

preliminar de asociación en el modelo codominante de la variante de LIN28B rs314277_A, la 

cual presenta desequilibrio de ligamiento con la variante de estudio, con la edad de la 
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gonadarquia en 419 niños genotipados y participantes del estudio de Crecimiento y Obesidad 

de Chile (datos no publicados). Fijando los valores de α y β en 0,05 y 0,2 (80% de potencia) 

respectivamente, estableciendo una diferencia de medias igual a 1 entre genotipos y teniendo 

en cuenta la frecuencia alélica de la variante (0,28), el tamaño de muestra estimado es de 150 

sujetos. 

Las asociaciones entre la variante y parámetros reproductivos (testosterona, concentración de 

espermatozoides y recuento total de espermatozoides) se analizaron utilizando el software R 

(paquete SNPAssoc) bajo modelos genéticos codominante, dominante, sobredominante, 

recesivo y aditivo. El análisis se ajustó por factores de confusión como el IMC, la edad y la 

hora de toma de muestra sanguínea, cuando se analizan variables hormonales. Los 

parámetros del semen se ajustaron por tiempo de abstinencia. Para el análisis estadístico se 

utilizó el programa SPSS versión 21. Para la correlación entre variables numéricas se calculó 

el coeficiente de correlación de Spearman. Las variables que se desvían de la distribución 

normal se transformaron a logaritmo o raíz cuadrada o raíz cúbica. La significación estadística 

se consideró con un valor P <0,05. 
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7. Resultados  

7.1 Antecedentes clínicos 

En este trabajo se estudiaron 150 hombres que asistieron al IDIMI para realizarse un 

espermiograma en el marco de su consulta por infertilidad de factor masculino o de la pareja. 

Los antecedentes clínicos de la población se muestran en la Tabla 3.  

El grupo presenta una edad promedio de 35 años, con una edad mínima de 22 años y una 

máxima de 51 años, lo que se ajusta a los criterios de inclusión. Los pacientes presentan un 

índice de masa corporal (IMC) promedio de 27,8 Kg/m². 

Con respecto al consumo de tabaco, alcohol y drogas se obtuvo la respuesta de los 150 

pacientes. En el caso del tabaco, 50,6% (N=76) de los pacientes afirmaron fumar o haber 

fumado en el pasado. Se consideró el consumo de tabaco como el hábito de fumar por al 

menos durante 2 años con una frecuencia diaria o semanal, siendo el promedio de años de 

consumo de los pacientes de 12 años. En el caso del consumo de alcohol, 125 pacientes 

refirieron consumir alcohol y con un promedio de duración de 12 años (mínimo 6 meses y 

máximo 30 años), siendo lo más frecuente el consumo una vez a la semana en un 60,8% de 

los sujetos. Con respecto al consumo de drogas, un 41,3% de pacientes afirmó consumir en 

forma leve algún tipo de droga, siendo la marihuana la droga más consumida (83,3%). Por otra 

parte, se excluyeron  sujetos  con un  consumo de cocaína diario por más de  2 años  

En relación con las patologías de la zona genital o enfermedades andrológicas, éstas fueron 

auto reportadas, un factor a considerar sobre todo en el caso del testículo en ascensor. Dentro 

de los pacientes existen 10 casos de criptorquidia que en su mayoría fueron resueltas antes 

de los 5 años. Dentro de los pacientes con varicocele resuelto, dos de ellos eran de Grado I 

(subclínico), uno era de Grado II que se resolvió a los 18 años y el último presentó un varicocele 
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de Grado III que se operó un año antes de la toma de muestra. Dentro de las patologías que 

se reportaron se mencionan: torsión testicular, epididimitis, balanitis, postitis y hernia inguinal. 

 

7.2 Parámetros seminales 

Los parámetros seminales obtenidos del informe de los espermiogramas se resumen en la 

Tabla 4. Los valores de referencia de los parámetros seminales evaluados son los establecidos 

en el Manual de laboratorio de la OMS para el examen y tratamiento del semen humano 

publicado en 2010 (29) (Anexo Tabla 1). Dentro de los pacientes existen 8 casos en los que 

no se tomó la muestra con 2-7 días de abstinencia. Entre los integrantes del estudio se 

observaron distintas alteraciones en los parámetros seminales:  

● 23,3% (N=35) de los participantes presentó oligozoospermia, teniendo una 

concentración de espermatozoides menor a 15 millones/ml. 

● 13,3% (N=20) de los participantes presentó astenozoospermia, que refiere a una 

motilidad progresiva (Grado A) menor al 32%.  

● 76,7% (N=115) de los participantes presentaron teratozoospermia, refiriéndose a que 

menos del 4% de los espermatozoides de la muestra presenta una morfología normal.  
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● 21,3% (N=32) de los participantes presentó hipospermia, lo que indica un bajo volumen 

de semen.  

● 2% (N=3) de los participantes presentó necrozoospermia, lo que significa que 

presentaban una vitalidad menor de 58%.  

 

7.3 Pubertad auto-informada 

A los sujetos participantes se les consultó por la edad de aparición de cambios puberales. Para 

orientar al paciente en esta pregunta se hizo referencia a hitos de la pubertad más fácilmente 

recordables como: el aumento del tamaño peneano, la aparición de vello púbico y el 

engrosamiento de la voz. Además, se preguntó si estos cambios comenzaron a una edad 

similar a la de sus pares o si fue adelantada o atrasada.  

El resumen de las respuestas obtenidas de todos los participantes se muestra en la Tabla 5. 

La mediana de la edad de inicio de cambios puberales fue de 13 años, con un mínimo y 

máximo de 11 a 17 años, respectivamente. Al consultar por el inicio de estos cambios respecto 

de sus pares, la mayoría de los pacientes informó que su pubertad inició al mismo tiempo de 

sus compañeros (70%), un 22,7% de los encuestados encontró que su pubertad había 

comenzado de forma atrasada y un 7,3% reportó un inicio de la pubertad más temprana 

respecto de sus pares. No se observó una mayor frecuencia de alteraciones andrológicas en 



 

26 
 

los pacientes que reportaron tener un comienzo de pubertad adelantada o atrasada respecto 

de sus pares.   

 

Con el fin de evaluar la coherencia de las respuestas de los pacientes respecto de su recuerdo 

de la edad de aparición de cambios puberales, se realizó un análisis de correlación entre los 

datos obtenidos en las respuestas a “la edad de inicio de pubertad” y “la comparación del 

comienzo de pubertad respecto a sus pares”. En este análisis observamos una relación directa 

y significativa entre estas dos respuestas (P=0,009  r=0,212). Seguidamente, se dividieron los 

datos de la edad de comienzo de pubertad auto-informada en tres categorías: menor a 12 

años, entre 12 y 14 años y mayor a 14 años. Al comparar parámetros de la calidad seminal 

entre estas categorías observamos que los sujetos que señalaron una edad de comienzo de 

la pubertad mayor a 14 años presentaron una disminución significativa de la cantidad total de 

espermatozoides (p=0,046 Mann Whitney) respecto de los sujetos en el grupo de referencia 

(edad de inicio 12 – 14 años). Por otra parte, no se observaron diferencias significativas en los 

demás parámetros seminales (Tabla 6). 
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Tabla 6. Parámetros de la calidad del semen según la edad de inicio de la pubertad auto-

informada.  

 

 

7.4 Parámetros hormonales 

Los niveles de FSH, LH y testosterona total fueron medidos en 145 sujetos del total de 150 y 

los resultados se muestran en la Tabla 7. Respecto a los niveles hormonales encontrados, se 

observó que un 5,3% de los casos tuvieron un nivel sérico de FSH fuera de los valores de 

referencia con 8 casos con valores mayores y 5 con valores menores al de referencia, en el 

caso del LH fue de sólo un 6%, con 7 por encima del valor y 2 por debajo del valor de referencia 

y finalmente en el caso de la testosterona total, no se encontró pacientes con un valor fuera al 

de referencia.   
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Con el fin de evaluar los niveles hormonales respecto de la calidad seminal, se realizó un 

análisis de correlación con los parámetros seminales. En este análisis observamos una 

correlación inversa y significativa entre los niveles de FSH y LH con la concentración 

espermática y con el recuento total de espermatozoides. Este resultado apoya el origen 

secretor de la disminución de la concentración espermática en los pacientes con bajo recuento 

(Tabla 8).  
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7.5 Abundancia del transcrito de LIN28B en espermatozoides 

La cuantificación de la abundancia del transcrito de LIN28B en espermatozoides se realizó en 

muestras de 93 sujetos de los 150 pacientes incorporados al estudio. Las razones por las 

cuales no se pudo determinar la abundancia del transcrito de LIN28B en todas las muestras 

fueron: 1) baja cantidad de espermatozoides para obtener cantidad suficiente de RNA; 2) baja 

calidad del RNA obtenido; y/o 3) alta concentración de células redondas en la muestra seminal, 

las cuales contaminan el RNA de los espermatozoides. De las 93 muestras en las cuales se 

pudo determinar los niveles de expresión de LIN28B, un 23,7% corresponden a pacientes 

oligozoospérmicos y un 76,3% a sujetos normozoospérmicos.  

Se detectó amplificación de los transcritos de LIN28B y GAPDH-S en todas las muestras 

evaluadas. Respecto al nivel de amplificación del transcrito del gen control interno GAPDH-S 

se obtuvo un ciclo umbral (Ct) promedio de 24,8 ± 2,56 mientras que el valor promedio de Ct 

para la amplificación del transcrito de LIN28B fue de 30,24 ± 2,23 (Figura 2).  
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La expresión relativa de LIN28B mostró una correlación directa y significativa con el recuento 

espermático y con la cantidad total de espermatozoides, sin embargo, no se observó 

correlación entre el nivel de expresión y los otros parámetros seminales (Tabla 9 y Figura 3).  

 

 

Así mismo, al agrupar a los sujetos de acuerdo con la clasificación de oligozoospermia dada 

por la OMS (29) (Anexo Tabla 1), observamos que los sujetos oligozoospérmicos presentan 
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una expresión relativa de LIN28B significativamente más baja a los sujetos con recuento 

espermático normal (p<0,001) (Figura 4). 

 

Por otra parte, la correlación de la expresión relativa de LIN28B con los niveles de FSH, LH y 

testosterona total no mostro significancia estadística. Mientras tanto, encontramos una 

correlación moderada del nivel de expresión de LIN28B con la edad de pubertad (r=-0,230; 

P=0,028).  

7.6 Análisis de asociación genética del variante rs7759938 con variables de la calidad 
seminal y niveles hormonales 

La genotipificación de la variante rs7759938 se realizó por PCR alelo específica en DNA 

extraído de sangre periférica en los 150 sujetos incluidos en el estudio.  El software TaqMan® 

Genotyper™ efectúa la discriminación alélica mediante la detección de la intensidad de los 

fluoróforos de las sondas que reconocen cada alelo. Se construyó un diagrama de 

discriminación alélica, en el cual se graficó la fluorescencia normalizada (Rn) para cada una 

de las sondas alelo-específicas para cada muestra (Figura 5). El software agrupa a las 

muestras y asigna un genotipo a cada grupo en base a la relación entre las Rn de ambas 
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sondas. Es decir, aquellas muestras que presentan una mayor intensidad correspondiente a 

la sonda marcada con el fluoróforo VIC® serán catalogadas como homocigota para el Alelo 1. 

Por otro lado, aquellas que tienen una fuerte intensidad del fluoróforo FAM® serán catalogadas 

como homocigota para el Alelo 2 y, en el caso de que exista fluorescencia para ambas sondas, 

la muestra será catalogada como heterocigota para los Alelos 1 y 2. En el caso del ensayo 

para rs7759938 el Alelo 1 corresponde a la variante C y el Alelo 2 a la variante T. Con el fin de 

corroborar la discriminación alélica provista por el software, se incluyeron en todos los 

experimentos controles homo y heterocigotas de muestras de DNA previamente 

secuenciadas, encontrando una concordancia en todos los experimentos. 

 

Para los 150 pacientes estudiados para la variante rs7759938 la frecuencia alélica de T fue 

del 74% y de C del 26%. En comparación a la base de datos Ensembl (31) se observó que 

nuestra población tiene una frecuencia alélica similar a una población americana mixta de 694 

sujetos (T en un 72% y en C en un 28%). 
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En el caso de la frecuencia genotípica, 53,3% de los sujetos fueron homocigotos dominantes 

T/T, un 41,3% fue heterocigoto T/C y solo un 5,3% fue homocigoto recesivo C/C. Esto se ajusta 

a la frecuencia genotípica de la misma población americana mixta, con un 51,6% homocigoto 

dominante T/T, un 40,9% heterocigoto T/C y un 7,5% homocigoto recesivo C/C.   

En este trabajo se analizó el polimorfismo de la variante rs7759938, donde el alelo C de menor 

frecuencia probablemente altere el riesgo de enfermedad. Como cada individuo posee una 

pareja de alelos, el riesgo asociado con cada genotipo podría depender del número de copias 

de C, lo que permite definir varios modelos de herencia posibles, con los cuales su 

verosimilitud se puede explorar mediante una adecuada codificación de los genotipos.  

Dentro de los modelos analizados están: 

- Modelo codominante: Es el más general. Cada genotipo proporciona un riesgo de 

enfermedad y no aditivo. Se comparan los heterocigotos TC y los homocigotos CC por 

separado respecto a los homocigotos TT.  

- Modelo dominante: Una única copia de C es suficiente para alterar el riesgo, y ser 

portador de dos copias de C contempla una igual magnitud, por lo que heterocigotos 

TC y homocigotos CC tienen el mismo riesgo. Estos dos genotipos se comparan 

respecto a los homocigotos TT.  

- Modelo recesivo: Son necesarias dos copias de C para modificar el riesgo. Se compara 

la combinación de heterocigoto TC y homocigoto TT respecto a los homocigotos CC. 

- Modelo sobredominante: Se considera que los heterocigotos TC tiene una ventaja en 

modificar el riesgo de enfermedad. Se comparan los heterocigotos TC vs los 

homocigotos dominantes TT y recesivos CC. 

- Modelo aditivo: Cada copia de C modifica el riesgo de una cantidad aditiva (en escala 

logarítmica); por lo que los homocigotos CC tienen el doble del riesgo que los 
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heterocigotos TC. Se compara la combinación ponderada (o alélica), donde sería 1 en 

los heterocigotos TC y 2 a los homocigotos CC. 

7.6.1 Análisis de asociación de la variante rs7759938 con parámetros de la calidad seminal 

Con el fin de evaluar si la variante rs7759938 de LIN28B tiene efecto sobre la función 

espermatogénica del testículo (Objetivo específico 1) se realizó un análisis de asociación de 

la variante en distintos modelos genéticos y parámetros de la calidad seminal, i.e. 

concentración espermática, cantidad total de espermatozoides, porcentaje de motilidad 

progresiva, porcentaje de morfología normal, y porcentaje de vitalidad mediante el programa 

R usando el paquete SNPAssoc. Los resultados de estos análisis se encuentran en las Tablas 

10 -14. No se encontró asociación significativa de los parámetros del semen con la variante 

rs7759938. Así mismo, la asociación genética no fue significativa al ajustar el análisis por los 

días de abstinencia antes de la toma de muestra seminal y por la edad del sujeto.  
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Con el fin de determinar si la variante rs7759938  es un factor de riesgo de oligozooermia en 

hombres que consultan por infertilidad, realizamos el análisis de asociación genética utilizando 

como variable dependiente la variable categórica que divide a los sujetos en 

Oligozoospérmicos y Normozoospérmicos. Los resultados de asociación expresados como 

Odd Ratio (OR) se muestran en la Tabla 15.  

Si bien no se observa una asociación estadísticamente significativa entre los genotipos de 

rs7759938 y la condición de ser oligozoospérmico o normozoospérmico, se observa que el 

genotipo T/C estaría más representado en los sujetos oligozoospérmicos en comparación con 

los sujetos normozoospérmicos.  
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7.6.2 Análisis de asociación de la variante rs7759938 con parámetros hormonales 

Con propósito de abordar el Objetivo específico 2, se realizó un análisis estadístico de 

asociación de la variante en distintos modelos genéticos con la concentración de testosterona 

sérica, concentración de LH, concentración de FSH y relación de testosterona/LH mediante el 

programa R usando el paquete SNPAssoc. Los resultados de estos análisis se encuentran en 

las Tablas 16-19. 

No se encontró asociación significativa entre los niveles hormonales con la variante rs7759938 

del gen LIN28B. El análisis de asociación genética con los niveles hormonales ajustado por 

hora de toma de muestra, el IMC y la edad tampoco mostró significancia estadística. 
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7.6.3 Análisis de asociación genética de la variante rs7759938 con la expresión transcripcional 

de LIN28B en espermatozoides De acuerdo al  Objetivo específico 3, con el fin de determinar si 

la variante rs7759938 afecta cuantitativamente la expresión transcripcional de LIN28B, se 

realizó el análisis estadístico de asociación de la variante con la abundancia del mRNA de 

LIN28B en espermatozoides de 93 pacientes (Tabla 20).  

Se encontró una asociación cercana a la significancia en el modelo genético sobredominante 

(P=0,057), en el cual se observa una tendencia a una menor concentración de LIN28B en los 

pacientes con genotipo T/C. 
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8. Discusión 

El objetivo principal de esta tesis fue estudiar la asociación de la variante génica rs7759938 de 

LIN28B con parámetros de la calidad seminal y el nivel de testosterona total sérica en una 

cohorte de 150 hombres que consultan por infertilidad. En los resultados presentados se puede 

observar que no se encontró una asociación significativa de la variante en estudio con los 

parámetros de calidad seminal como el recuento espermático, la cantidad total de 

espermatozoides, la motilidad progresiva, la morfología normal o la vitalidad. Similarmente, 

tampoco encontramos asociación con los niveles de las hormonas que permiten evaluar la 

función testicular como la testosterona, FSH y LH. Sin embargo, revisando una base de datos 

ampliada de la misma cohorte de sujetos , N=232, de los cuales 125 presentaron genotipo TT, 

93 fueron heterocigoto TC y 14 con genotipo homocigoto CC (datos no publicados de nuestro 

laboratorio), se encontró una asociación cercana a la significancia de la variante con niveles de 

FSH más altos en el modelo dominante (P = 0,057) y niveles de testosterona sérica más altos 

en el modelo recesivo (P = 0,069). Estos resultados preliminares sugieren que un aumento de 

la cantidad de sujetos podría ser necesario para obtener asociaciones significativas.  

El estudio de Leinonen et al. (23) analiza la asociación de la variante rs7759938 con los niveles 

séricos de testosterona de hombres adultos sanos utilizando una base de datos del Biobanco 

del Reino Unido con aproximadamente 176.000 sujetos. Los autores encontraron una 

asociación significativa del alelo C con niveles más bajos de testosterona. Si bien estos 

resultados son contrarios a nuestro hallazgo en la cohorte ampliada, la discrepancia podría 

deberse al relativamente bajo tamaño muestral de nuestro estudio comparado al citado estudio. 

Además, es posible que la diferencia en los resultados esté relacionada con las características 

de la población estudiada: la población del Biobanco de Reino Unido comprende en su mayoría 

hombres de entre 40 y 69 años, quienes podrían presentar niveles disminuidos de testosterona, 



 

39 
 

relacionado a la edad, mientras que nuestra población tiene una media de edad más joven (35 

años). 

Uno de los objetivos secundarios de esta tesis fue investigar la asociación de la variante 

rs7759938 con la expresión transcripcional de LIN28B en espermatozoides de sujetos que 

consultan por infertilidad. Se analizó la expresión de LIN28B en 93 pacientes, donde se encontró 

una asociación cercana al valor de significancia en el modelo sobredominante (P=0,057). Estos 

resultados se condicen con los datos obtenidos de una base de datos más amplia de la misma 

cohorte donde se analizaron datos de expresión de 106 sujetos (resultados no publicados de 

nuestro laboratorio), donde también se observó una asociación cercana a la significancia 

(P=0,058) en el modelo de herencia dominante. Se debe destacar que, dado el número acotado 

de sujetos estudiados y la frecuencia alélica del alelo menor, el número de sujetos con genotipo 

CC es muy bajo, lo cual no permite tener el poder estadístico para realizar comparaciones con 

este genotipo.  

Dado que el SNP rs7759938 se encuentra en la región promotora de LIN28B (32 la presencia 

del polimorfismo afectaría de forma negativa la activación de la expresión transcripcional de 

LIN28B. Resultados similares se han reportado en un estudio de la expresión de LIN28B en 

tejido con cáncer de ovario, donde se demostró una asociación significativa entre rs7759938 y 

la expresión de LIN28B en el modelo genético dominante mostrando niveles de expresión más 

bajos en presencia de la variante alternativa (33). Utilizando el modelador ENCODE, los autores 

encuentran que la variante rs7759938 está ubicada en una región promotora enhancer y que la 

presencia de la variante alternativa de rs7759938 en esa región podría interrumpir los sitios de 

unión de los factores de transcripción en el supuesto promotor, afectando la activación (33). 

Con el fin de investigar si los niveles del expresión de LIN28B se ven afectados por la variante 

rs7759938, el trabajo de Leinonen et al. (34), utilizó la base de datos de GTEx, que contiene 
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datos de expresión de mRNA de tejidos humanos y los genotipos, y encontró que la expresión 

de LIN28B en hipotálamo y en hipófisis está aumentada cuando el genotipo de rs7759938 es 

CC. Esto es relevante ya que la misma variante ha sido asociada con una edad de menarquía 

atrasada, y mujeres portadoras del genotipo CC muestran un aumento de la expresión de 

LIN28B en la hipófisis (35).  

Por otro lado, utilizando la misma base de datos GTEx (16), se observó que, en testículo, el 

genotipo CC de la variante rs7759938 se asocia a una disminución en la expresión de LIN28B. 

Estos resultados coinciden con nuestros hallazgos, en que la abundancia del mRNA de LIN28B 

en espermatozoides está disminuida en los individuos con el genotipo TC de la variante 

rs7759938 en comparación con aquellos con el genotipo TT, lo que sugiere el efecto del alelo 

menor en la expresión de LIN28B.  

El papel de LIN28B en la proliferación ha sido objeto de varios estudios que proporcionan 

evidencia de su relevancia en diferentes líneas celulares. En la línea celular de trofoblasto ACH-

3P (36),  se utilizó la técnica del shRNA para inducir la disminución de LIN28B, lo que resultó 

en el comienzo de la diferenciación de estas células (37). Al contrario, en otra línea celular de 

trofoblasto humano (HTR8/SVneo), la sobreexpresión de LIN28B llevó a un aumento en la 

proliferación, además de incrementar la migración e invasión celular (38. Adicionalmente, el 

estudio de West et al. (39)  centrado en la regulación de la especificación y desarrollo de las 

células germinales de ratón, reveló que LIN28B no se expresa en las células germinales 

primordiales (PGC), pero sí se expresa en las células madre embrionarias (ESC). En este mismo 

estudio se evaluó el impacto de la pérdida de Lin28B en la formación de las PGC, concluyendo 

que LIN28B juega un papel importante en este proceso, al igual que su parálogo, LIN28A. Estos 

hallazgos respaldan el rol de LIN28B como factor regulador clave en diversos procesos 

celulares, incluyendo la proliferación, y lo posicionan como un regulador esencial para mantener 
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la pluripotencialidad y una diferenciación controlada de las PGC, y eventualmente en la 

población de espermatogonias en el testículo adulto. 

Además, tanto LIN28B como su parálogo LIN28A han sido relacionados con la oncogénesis. En 

el estudio de Canfield et al. (38),  se determinó que LIN28A y LIN28B estaban presentes en 

tumores malignos de origen de células germinales, como coriocarcinomas y carcinomas 

embrionarios, mientras que teratomas benignos y testículos normales no mostraban los altos 

niveles de expresión de LIN28A y LIN28B. El papel oncogénico de la vía LIN28B/let-7 se ha 

establecido en varios tipos de cáncer, donde la regulación positiva de LIN28B y la regulación 

negativa resultante de let-7 se correlacionaron con un mal pronóstico y tumores malignos 

avanzados (5). 

Un hallazgo interesante que encontramos en esta tesis, aunque no formaba parte de los 

objetivos específicos, tiene relación con la asociación de la edad auto-informada de inicio de la 

pubertad con parámetros de la calidad seminal. En hombres, el evento puberal que determina 

el inicio de la pubertad es el aumento del volumen testicular sobre los 4 mL, evento referido 

como gonadarquía. Según datos publicados de la población chilena, la edad de gonadarquia es 

de 10,8 ± 1,8 años(40).  

En la presente tesis, encontramos una media de edad de inicio de la pubertad auto-informada 

de 13 años, lo cual sugiere que los pacientes recuerdan eventos más tardíos de la pubertad 

como el aumento del tamaño del pene, el desarrollo del vello púbico o el cambio de voz. 

Teniendo esto en cuenta categorizamos en 3 rangos los datos de la edad puberal auto-

informada en el intervalo de 12 a 14 años, ya que en esta edad ocurre la aparición de los rasgos 

puberales tardíos, menos de 12 años y más de 14 años. Con esta perspectiva, observamos que 

los pacientes con un comienzo de cambios puberales mayor a 14 años tienden a presentar una 

disminución en la cantidad total de espermatozoides, lo que coincide con el estudio de Jensen 
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et al (4), consistió en una cohorte de 652 hombres daneses jóvenes y sanos, a quienes se les 

consultó si el inicio del crecimiento del pene y el desarrollo del vello púbico ocurrieron al mismo 

tiempo, antes o después que sus compañeros. Los autores observaron que el comienzo tardío 

de estos cambios puberales está asociado a una disminución en la concentración espermática 

y del recuento total de espermatozoides. Por otra parte, en esta tesis se encontró además una 

correlación inversa y significativa entre la edad puberal y la expresión de LIN28B, lo que tiene 

sentido pensando en que la edad puberal se asoció al recuento total de espermatozoides que, 

a su vez, está correlacionado a la expresión de LIN28B.  
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9. Conclusiones 

En el presente estudio, la variante rs7759938 del gen LIN28B no mostró ser un determinante de 

parámetros de la calidad seminal y niveles hormonales en hombres con consultan por 

infertilidad. Sin embargo, analizando una cohorte ampliada de los mismos sujetos, se observó 

una tendencia a una asociación cercana a la significancia estadística con niveles de 

testosterona sérica más altos en el modelo recesivo y niveles de FSH más altos en el modelo 

dominante.  Por otra parte, se encontró una correlación entre la expresión de LIN28B con la 

concentración espermática y el recuento total de espermatozoides y por lo tanto una expresión 

menor en los pacientes oligozoospérmicos. También, se identificó una correlación inversa entre 

la edad puberal y la expresión de LIN28B.  

Sabiendo que rs7759938 se localiza en el promotor de LIN28B, lo que podría afectar a su 

expresión, en nuestro estudio observamos que la variante rs7759938 se asocia con niveles más 

bajo de expresión de LIN28B en espermatozoides, y a su vez, la abundancia del transcrito se 

correlaciona inversamente con los parámetros del recuento espermático y con una edad puberal 

tardía. Estos hallazgos sugieren que LIN28B puede estar involucrado en la regulación de la 

proliferación espermatogonial, e indirectamente por su efecto sobre el desarrollo de la pubertad. 

Por lo tanto, es relevante continuar el estudio de la variante rs7759938 de LIN28B en un número 

más amplio de sujetos para confirmar o descartar las tendencias observadas en este estudio. 

De esta manera, se podrá obtener una comprensión más sólida del papel de LIN28B en la 

infertilidad y la función reproductiva, lo que potencialmente puede abrir nuevas vías para el 

diagnóstico y tratamiento de problemas de fertilidad. 
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11. Anexos 

Anexo 1: Límites de referencia para las características del semen. Extraído del Manual de 
Laboratorio para la Examinación y Procesamiento de Semen Humano, OMS 5ta ed. (29)

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Anexo 2: Acta de aprobación del Proyecto FONDECYT 11200898 del comité de ética de 
investigación en seres humanos de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. 

 

 



 

 

Anexo 3: Consentimiento informado para los sujetos del estudio:  
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