
1  

 

 

 

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLÓGICAS 

Trabajo de Fin de Grado 

 
Grado en Biología 

Mención: Biología Sanitaria 

Evaluación de la integración de un vector lentiviral tras su administración 

intraperitoneal en un modelo de ratón deficiente en factor V 
 
 

 
Autor: Carlos Martín Díaz 

 

 
 

 
Tutor: Antonio Liras Martín (UCM) Cotutora: María García Bravo (CIEMAT) 

GARCIA 

BRAVO 

Firmado 

digitalmente por 

GARCIA BRAVO 

MARIA - DNI 

MARIA - DNI 50110525B 

50110525B 
Fecha: 2026.05.26 

23:11:06 +02'00' 

 
 

 

 

Curso académico 2025-2026 



2  

1. RESUMEN/ABSTRACT Y PALABRAS CLAVE/KEYWORDS ........................................ 3 

1.1. Resumen en castellano (200 palabras) ................................................................ 3 

1.2. Resumen en ingles ................................................................................................ 3 

1.3. Palabras clave/Keywords ...................................................................................... 4 

2. INTRODUCCIÓN ............................................................................................................. 4 

2.1. CONCEPTO DE HEMOSTASIA ................................................................................... 4 

2.2. HEMOSTASIA PRIMARIA Y SECUNDARIA................................................................ 4 

2.2.1. Hemostasia primaria ......................................................................................... 4 

2.2.2. Hemostasia secundaria ..................................................................................... 5 

2.2.3. Fibrinolisis ......................................................................................................... 6 

2.3. ALTERACIONES DE LA COAGULACIÓN .................................................................. 7 

2.3.1. Deficiencia de factor V .................................................................................. 7 

2.3.2. Patogenia y etiología ..................................................................................... 8 

2.3.3. Sintomatología ............................................................................................... 8 

2.3.4. Diagnóstico .................................................................................................... 9 

2.3.5. Tratamiento .................................................................................................... 9 

2.4. NUEVAS TERAPIAS ................................................................................................. 10 

2.4.1. Terapia génica ............................................................................................. 10 

2.4.2. Vectores virales ........................................................................................... 11 

2.5. VECTORES LENTIVIRALES: CARACTERÍSTICAS GENERALES ........................... 13 

3. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS DEL TRABAJO ......................................................... 14 

4. MATERIALES Y MÉTODOS ......................................................................................... 15 

4.1. Diseño del estudio.................................................................................................... 15 

4.2. Extracción de ADN genómico a partir de tejido animal en fresco ......................... 15 

4.3. Extracción de ADN genómico a partir de tejido animal parafinado ....................... 16 

4.4. Cuantificación y control de calidad del ADN genómico mediante NanoDrop ...... 18 

4.5. Cuantificación del número de copias del vector lentiviral integradas mediante 

qPCR 18 

4.6. Análisis de datos de qPCR y cálculo del número de copias del vector ................ 21 

5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN ...................................................................................... 22 

5.1. Análisis del número de copias integradas del vector lentiviral en gónadas ........ 22 

5.2. Análisis del número de copias integradas del vector lentiviral en tejidos 

conservados en parafina ................................................................................................ 27 

6. CONCLUSIONES .......................................................................................................... 29 

7. BIBLIOGRAFÍA ............................................................................................................. 29 

8. MATERIAL COMPLEMENTARIO ................................................................................. 32 



3  

1. RESUMEN/ABSTRACT Y PALABRAS CLAVE/KEYWORDS 

1.1. Resumen en castellano (200 palabras) 

La deficiencia de factor V, o enfermedad de Owren, es un trastorno hemorrágico 

autosómico recesivo debido a mutaciones en el gen F5. Actualmente, el tratamiento 

consiste en la administración de plasma fresco congelado, terapia tan solo paliativa. 

En estudios previos en este laboratorio se evaluó una estrategia de terapia génica 

en ratones deficientes en factor V mediante la administración intraperitoneal de un 

vector lentiviral portador de un transgén terapéutico (F5 activado). En dicho estudio 

se analizó solamente la integración del vector viral en hígado. Con este Trabajo Fin 

de Grado se pretende complementar los estudios de integración en tejidos no diana, 

especialmente gónadas, con el fin de garantizar la seguridad del tratamiento. 

Se analizaron 8 tejidos, incluyendo gónadas, congeladas inmediatamente después 

de su recogida y 7 tejidos fijados en formaldehido e incluidos en parafina. 

El análisis de la integración del vector en gónadas mostró valores próximos a 0 en 

todos los animales excepto en una muestra de testículo procedente de animales 

tratados con dosis altas de vector. Con respecto a los tejidos parafinados, los datos 

obtenidos no son concluyentes debido a la degradación del ADN en esas 

condiciones de conservación. Estos datos justificarían estudios adicionales 

posteriores sobre una posible transmisión a línea germinal. 

1.2. Resumen en ingles 

Factor V deficiency, also known as Owren disease, is an autosomal recessive 

bleeding disorder caused by mutations in the F5 gene. Current treatment consists of 

the administration of fresh frozen plasma, a palliative but non curative treatment. 

Previous studies in this laboratory evaluated a gene therapy strategy in factor V 

deficient mice through the intraperitoneal administration of a lentiviral vector carrying 

a therapeutic transgene coding F5 gene. In that study, viral vector integration was 

analyzed only in hepatic tissue. The aim of this senior thesis is to supplement 

research on integration into other non-liver tissues, particularly the gonads, in order 

to ensure the safety of the treatment. 

Eight tissues were analyzed, including gonads, which were frozen immediately after 

collection, and seven tissues that were fixed and embedded in paraffin. 
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The analysis of vector integration in gonads showed values close to 0 in all animals 

except one testis sample derived from animals treated with high doses of the vector. 

Regarding paraffin embedded tissues, the obtained data are not conclusive due to 

DNA degradation under those storage conditions. These findings would justify further 

studies on transmission to the germline. 

1.3. Palabras clave/Keywords 

Terapia génica in vivo lentiviral, deficiencia de factor V, integración viral 

In vivo lentiviral gene therapy, factor V deficiency, viral integration 

2. INTRODUCCIÓN 

2.1. CONCEPTO DE HEMOSTASIA 

Cuando el organismo sufre un evento que daña sus vasos sanguíneos ha de utilizar 

algún tipo de mecanismo para poder evitar el sangrado mientras repara el daño. 

Este proceso es conocido como hemostasia que al mismo tiempo que repara el 

daño, es capaz de mantener el flujo sanguíneo normal en todo el cuerpo (Ștefan 

et al., 2025). 

En el interior de los vasos sanguíneos y en condiciones normales, la sangre se 

encuentra en estado líquido con un endotelio rejalado. En el evento de un daño al 

endotelio, componentes presentes en la sangre entran en contacto con moléculas 

procoagulantes del subendotelio, lo que activa el proceso de la hemostasia. Este 

proceso depende de componentes fundamentales como las plaquetas, las células 

endoteliales, los factores de la coagulación y la fibrina (Ștefan et al., 2025). 

2.2. HEMOSTASIA PRIMARIA Y SECUNDARIA 

2.2.1. Hemostasia primaria 

La hemostasia primaria consiste en un primer momento en la vasoconstricción, 

acercando así los bordes de la lesión, seguida de la formación de un tapón 

plaquetario. Estas plaquetas, cuyo origen se encuentra en la médula ósea y derivan 

de los megacariocitos, en condiciones normales no se adhieren a las paredes de los 

vasos sanguíneos ni se agregan entre sí debido a los componentes anticoagulantes 

del endotelio, sin embargo, cuando un vaso sanguíneo sufre una lesión, la matriz 

subendotelial queda expuesta y con ella sus componentes procoagulantes como el 

colágeno y otras moléculas, como el factor de von Willebrand (vWF), que actúan 
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como señales para las plaquetas como indicadores de daño gracias a sus 

receptores de membrana, lo que cataliza su activación y adhesión al tejido expuesto 

(De Pablo Moreno, 2025; Danilatou & Zubair, 2026). 

Una vez activadas las plaquetas, éstas liberarán agonistas, que actúan sobre 

receptores acoplados a proteínas G de las plaquetas cercanas, activándolas a su 

vez, produciendo así un ciclo de retroalimentación positiva, lo que permite que la 

activación se propague rápidamente. Uno de los múltiples estímulos que producen la 

liberación de estos compuestos químicos es la trombina, enzima clave en la 

hemostasia secundaria ya que, aparte de activar las plaquetas, tiene la función de 

transformar el fibrinógeno en fibrina (Danilatou & Zubair, 2026). 

2.2.2. Hemostasia secundaria 

La hemostasia secundaria es un proceso que consiste en una cascada de proteasas 

que finaliza en la conversión del fibrinógeno en fibrina gracias a la acción de la 

trombina. A diferencia del fibrinógeno, la fibrina es insoluble, lo que le permite formar 

una red proteica que refuerza y da soporte al tapón plaquetario en formación (Garmo 

et al., 2026). 

En un vaso sanguíneo intacto, esta cascada de reacciones permanece inactiva 

gracias a diversos mecanismos anticoagulantes endoteliales, entre los que podemos 

destacar la antitrombina, una proteína de la familia de las serpinas (SERPINA5 

protein expression summary - The Human Protein Atlas, s.f.), que inhibe la trombina 

y el factor X, manteniendo así la sangre en estado fluido (Ștefan et al., 2025; 

Chaudhry et al., 2026). Una forma más de regular este proceso es mediante la 

unión de trombomodulina con trombina, formando un complejo proteico que modula 

de forma negativa la coagulación activando la proteína C, que junto a sus cofactores 

es capaz de delimitar la coagulación únicamente a la zona dañada (Ștefan et al., 

2025; Chaudhry et al., 2026). 

La cascada de la coagulación, pese a que realmente este proceso es bastante más 

complejo, se podría resumir de manera sencilla en el esquema representado en la 

Figura 1. Esta cascada se divide en tres vías, la vía intrínseca, la extrínseca y una 

ruta común a las dos. La vía extrínseca es considerada como el primer paso de la 

homeostasis. Se inicia con la activación del factor tisular del subendotelio que entra 

en contacto con los componentes procoagulantes en el plasma, activando a su vez 



6  

al factor VII, que convierte el factor X a factor Xa (factor X activado), que inicia la ruta 

común. Paralelamente comienza la vía intrínseca en que el factor XII activa el factor 

XI, que a su vez activa al factor IX, que forma el complejo tenasa junto al factor VIII. 

Este complejo convierte al factor X en factor Xa, entrando en la vía común (Ștefan 

et al., 2025; Bozic et al., 2026). 

Con respecto a la vía común, el factor X, junto al factor V forma el complejo 

protrombinasa que convierte protrombina en trombina, que es capaz de convertir 

fibrinógeno soluble en fibrina insoluble (Bozic et al., 2026). 

 

 
Figura 1. Cascada de la coagulación y su regulación. Elaboración propia a partir de Ștefan et al., 2025 

 

2.2.3. Fibrinolisis 

Una vez se ha terminado el proceso de cicatrización es necesario eliminar el coágulo 

de fibrina, lo que se hace mediante la fibrinolisis, proceso que es de suma 

importancia para evitar procesos trombóticos. 

Este sistema está conformado por tres serin proteasas que se encuentran circulando 

en sangre en su forma inactiva, el activador tisular del plasminógeno (tPA), el 

activador de tipo urokinasa del plasminógeno (uPA) y el plasminógeno. Durante este 

proceso, el tPA y el plasminógeno se unen a la trombina del coágulo; después el tPA 

activa el plasminógeno, transformándolo en plasmina, que degradará la fibrina 

disolviendo así el coágulo. Por otro lado el activador uPA también participa en la 
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activación del plasminógeno, pero su acción se encuentra regulada mediante la 

interacción con receptores celulares de tipo uPAR (Whyte & Mutch, 2021; Risman 

et al., 2023; Danilatou & Zubair, 2026). 

2.3. ALTERACIONES DE LA COAGULACIÓN 

La coagulación es un sistema fisiológico que está muy regulado, pues debe 

equilibrar procesos coagulativos con fibrinolíticos. Es lo que se llama la homeostasis 

de la hemostasia. Las alteraciones en este equilibrio, también llamadas 

coagulopatías, pueden ser de tipo hereditario o de tipo congénito (Ștefan et al., 

2025), pero también pueden tener un origen en la alteración funcional del hígado, 

pues muchos de los factores de la coagulación se sintetizan en este tejido (Bozic 

et al., 2026). 

2.3.1. Deficiencia de factor V 

La deficiencia de factor V (FV), también conocida como enfermedad de Owren, es 

un trastorno autosómico de carácter recesivo producido por mutaciones en el gen 

F5. Este trastorno está actualmente considerado como una enfermedad ultra rara, 

pues su incidencia es de 1 por cada millón de nacidos vivos (Hernández-Girón & 

Cabrales-Arreola, 2024; Stoj et al., 2025). 

En humanos, el gen F5 se localiza en la región q24.2 del brazo largo del cromosoma 

1 y presenta aproximadamente unas 80 kb y contiene 25 exones y 24 intrones, 

siendo el exón 13 el de mayor tamaño. El ARNm que es generado a partir de este 

gen codifica alrededor de 2224 aminoácidos y mide aproximadamente 6,8 kb. En su 

forma inactiva, el FV está compuesto por seis dominios (A1–A2–B–A3–C1–C2), 

siendo los dominios A1 y A2 los que conforman la cadena pesada, el dominio B, que 

está codificado únicamente por el exón 13, es la región postraduccional, y por último, 

los dominios A3, C1 y C2 forman la cadena ligera de la proteína (De Pablo Moreno, 

2025; F5 coagulation factor V [Homo sapiens (human)] - Gene - NCBI, s.f.). 

Esta proteína se sintetiza principalmente en el hígado, un 80% en hepatocitos y el 

20% restante en megacariocitos. Gran parte de esta proteína se encuentra libre en 

el torrente sanguíneo, mientras que el resto se encuentra almacenada en los 

gránulos α de las plaquetas. El FV es una proteína fundamental en la coagulación, 

pues participa en la vía común, activándose mediante proteasas como la trombina. 
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Una vez activado, el FXa forma con él el complejo protrombinasa, lo que favorece la 

activación de la protrombina (De Pablo-Moreno et al., 2023). 

Paradójicamente, esta proteína también tiene un papel anticoagulante mediante la 

inactivación del complejo tenasa y en la vía del factor tisular, donde se une al 

complejo formado por el inhibidor de la vía del factor tisular, lo que aumenta su 

eficacia anticoagulante (De Pablo-Moreno et al., 2023; Pablo-Moreno et al., 2023). 

2.3.2. Patogenia y etiología 

Como se ha mencionado anteriormente, el FV es de vital importancia en la 

formación del complejo protrombinasa, en la inactivación del complejo tenasa y en la 

regulación de la vía del factor tisular, lo que hace que su deficiencia o disminución 

funcional pueda ser grave, pudiendo llegar a producir hemorragias severas. 

La deficiencia de FV es un trastorno de origen principalmente genético, en el que se 

producen mutaciones en el gen F5 que tienen una herencia autosómica recesiva. A 

día de hoy, se han descrito más de doscientas cincuenta mutaciones de este gen 

que son capaces de producir esta enfermedad. Estas mutaciones 

predominantemente son del tipo missense y nonsense, aunque también hay de tipo 

splicing, pequeñas y grandes inserciones, grandes deleciones y reordenamientos 

complejos (Stoj et al., 2025). Este trastorno puede presentarse como la deficiencia 

de tipo I y la de tipo II. El primer caso es el más común y comprende la deficiencia 

de la proteína FV, que se encuentra circulante en sangre en niveles muy bajos o 

indetectables. Por otro lado, en el tipo II sí que se encuentra proteína circulante en 

sangre, pero ésta no es funcional (De Pablo Moreno, 2025). 

Existe una forma adquirida de la enfermedad por la presencia de inhibidores contra 

FV, que pueden ser autoanticuerpos o aloanticuerpos que interfieren en la función 

de la proteína. Esta deficiencia adquirida puede estar relacionada con diversas 

causas como son infecciones, ciertos fármacos, procedimientos quirúrgicos, la 

exposición a trombina de origen bobino o enfermedades hepáticas y autoinmunes 

(De Pablo Moreno, 2025; Danilatou & Zubair, 2026). 

2.3.3. Sintomatología 

Con respecto a la sintomatología, en este trastorno se presentan hemorragias, que 

pueden variar desde ser leves sangrados en mucosas, gingivales o menorragias, 

hasta  ser  extremadamente  graves  por  traumatismos  o  tras  procedimientos 
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quirúrgicos, estos sangrados suelen ocurrir en el sistema nervioso central, 

gastrointestinal y del cordón umbilical, además, este trastorno produce abortos 

recurrentes (De Pablo Moreno, 2025; Stoj et al., 2025). 

Es debido a estos síntomas que el hallazgo de la enfermedad suele darse por 

primera vez a edades tempranas (De Pablo Moreno, 2025). 

Dependiendo de la funcionalidad coagulante de FV en sangre, se establecen tres 

fenotipos de la enfermedad, el leve cuando los niveles de FV están por encima del 

10%; el moderado entre el 1 y el 10% y el grave por debajo del 1%. Sin embargo, no 

se ha encontrado correlación entre el nivel de factor y el fenotipo (clínica) del 

paciente, (Jain & Acharya, 2018; De Pablo Moreno, 2025). 

2.3.4. Diagnóstico 

El diagnóstico se basa en el estudio de antecedentes familiares, la medición del 

tiempo de protrombina (TP), tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPa) y los 

niveles funcionales y de antígeno de FV. También se realizan estudios moleculares 

para identificar el tipo de mutación responsable y para confirmar o descartar la 

consanguinidad, algo muy común en pacientes con esta deficiencia (Pablo-Moreno 

et al., 2023; Stoj et al., 2025). 

2.3.5. Tratamiento 

El uso de factores derivados del plasma y recombinantes supuso un gran avance en 

el tratamiento de las coagulopatías congénitas (Ozelo & Yamaguti-Hayakawa, 2022). 

Así fue para dos coagulopatías como la hemofilia A y hemofilia B. La utilización de 

estos factores exógenos supuso un cambio de paradigma para estas enfermedades. 

Pero en el caso del déficit de FV no se ha comercializado aún ningún factor exógeno 

específico, por lo que en la actualidad solo se utiliza plasma fresco congelado (FFP). 

Se trata de una solución paliativa que en casos más graves es insuficiente. Para 

solucionar el problema de dosificación de FV se ha comercializado el Octaplas®, 

que es un complejo de factores de la coagulación entre los que se encuentra el FV 

pero a una dosificación muy controlada (Pablo-Moreno et al., 2023). 

Es precisamente debido a la falta de un tratamiento específico y eficaz, que se hace 

imprescindible desarrollar nuevas aproximaciones al tratamiento de la deficiencia del 

FV. Entre estos posibles tratamientos, las nuevas terapias pueden ser una muy 

buena opción. 
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2.4. NUEVAS TERAPIAS 

Tras los avances desarrollados a partir de la década de 1980, han surgido nuevas 

estrategias terapéuticas a las que se les ha denominado terapias avanzadas. Según 

la EMA (European Medicines Agency), estas se clasifican en terapia génica, terapia 

celular somática e ingeniería tisular (Advanced Therapy Medicinal Products, 2010). 

Este conjunto de aproximaciones ha ampliado en gran medida las opciones de 

tratamiento para algunas enfermedades (Rodríguez-Merchán et al., 2021; Tiede, 

2023). 

También han abierto la puerta a la terapia individualizada que, a diferencia con la 

farmacología clásica, se adapta a las condiciones específicas de cada paciente 

reduciendo así los posibles efectos secundarios asociados a los tratamientos 

convencionales e incrementándose la eficacia (De Pablo Moreno, 2025). 

2.4.1. Terapia génica 

La terapia génica es una estrategia terapéutica basada en la modificación del 

material genético de una célula con el fin de corregir, reemplazar, regular o 

compensar la alteración genética responsable de una enfermedad. Su objetivo es 

restaurar la función biológica normal, ya sea mediante la incorporación de una copia 

funcional del gen alterado, la corrección de la secuencia mutada o la inhibición de la 

actividad patológica de un gen defectuoso. De este modo, la terapia génica busca 

restablecer la expresión génica normal y en consecuencia la producción o función 

adecuada de la proteína implicada (Ay & Reinisch, 2025). 

La terapia génica puede aplicarse mediante dos estrategias principales, ex vivo o in 

vivo (Rodríguez-Merchán et al., 2021). En la estrategia ex vivo las células del 

paciente son extraídas, modificadas genéticamente fuera del organismo y 

posteriormente reintroducidas en el paciente. En la estrategia in vivo, se introduce 

directamente el vector que porta el gen “terapéutico” que lo llevara al tejido diana 

correspondiente. 

Conceptualmente y de forma más específica se puede buscar mediante terapia 

génica tres enfoques diferentes (Ay & Reinisch, 2025), que son la adición genética, 

que consiste en incorporar, mediante un vector de transfección, una copia funcional 

del gen de interés sin eliminar necesariamente la copia alterada (cuando la 

enfermedad se debe a la ausencia o pérdida de función de una proteína); el 
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silenciamiento génico, cuyo objetivo es inhibir o reducir la expresión de un gen 

patológico (en enfermedades causadas por una ganancia de función, una 

sobreexpresión o la producción de una proteína con efecto tóxico); o la edición 

génica, que permite modificar de forma dirigida la secuencia de ADN diana para 

corregir mutaciones o introducir cambios específicos en el genoma. Este último, 

también conocido como CRISPR/Cas, que en la actualidad esta tomando una muy 

buena potencialidad clínica para el tratamiento de innumerables patologías . 

2.4.2. Vectores virales 

Los vectores virales derivan de virus modificados, de tal forma que no sean 

patogénicos. Son capaces de transferir material genético en una célula con una alta 

eficacia aprovechando el propio ciclo biológico del virus. La elección de un vector 

viral como herramienta terapéutica, depende de distintos criterios como la capacidad 

de carga del transgén, el tropismo tisular, la duración y el nivel de la expresión, el 

riesgo de integración en el genoma y la inmunogenicidad (Chen et al., 2018; Butt 

et al., 2022). 

De manera general, los vectores virales empleados en terapia génica se pueden 

clasificar en dos tipos: integrativos y no integrativos. Entre los integrativos se 

encuentran los gamma-retrovirus y los lentivirus, ambos pertenecientes a la familia 

de los retrovirus, que son capaces de integrar el transgén de forma estable en el 

genoma celular, de tal forma que cuando la célula transfectada se divida lo 

transmitirá a las células hijas. En el caso de los lentivirus, se presenta la ventaja de 

transfectar tanto células en división como quiescentes. En el caso de los vectores no 

integrativos, como es el caso de los adenovirus, virus adenoasociados (AAV) y 

vectores derivados de HSV-1, el transgén se estabiliza como episoma. Su 

persistencia en el tejido dependerá del tipo celular y de la tasa de recambio celular. 

En células quiescentes, el transgén podrá mantenerse y expresarse durante 

periodos prolongados, incluso por toda la vida de la célula. Sin embargo, en el caso 

de células en división, el ADN episomal tiende a diluirse progresivamente, pues al no 

integrarse en el genoma no se transmitirá a ambas células hijas, por lo que 

eventualmente el episoma se perderá y dejará de expresarse. Entre los vectores no 

integrativos, los AAV destacan por su amplio uso en terapia génica, aunque 

presentan una capacidad de empaquetado limitada, de aproximadamente 4,7-5 kb. 

(Chen et al., 2018; Ay & Reinisch, 2025). 
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En la tabla 1, se muestran los distintos tipos de vectores virales, sus ventajas, 

limitaciones y sus aplicaciones. 

Tabla 1. Comparación de los principales vectores virales utilizados en terapia génica (elaboración 

propia a partir de (Rodríguez-Merchán et al., 2021; Butt et al., 2022; Lundstrom, 2023; Pablo-Moreno 

et al., 2023; Jagadisan & Dhawan, 2023; Ay & Reinisch, 2025) 

 

Vector 
Material 

genético 

Capacidad de 

integración 

Capacidad de 

empaquetamiento 

Ventaja 

principal 
Limitación principal 

 
 

 
Retrovirus 

 

 
ARN 

monocatenario 

 
 

 
Si 

 
 

 
~8 kb 

 

 
Expresión 

estable 

Riesgo de 

mutagénesis 

insercional; no 

infecta células 

quiescentes 

 
Lentivirus 

ARN 

monocatenario 

 
SI 

 
~8 kb 

Infecta células 

en división y 

quiescentes 

Riesgo de 

mutagénesis 

insercional 

Adenovirus 
ADN 

bicatenario 
No ~36 kb Alta capacidad Inmunigenicidad 

 
AAV 

ADN 

monocatenario 

 
No 

 
~4 kb 

 
Alta seguridad 

Baja capacidad de 

empaquetamiento; 

inmunogenicidad 

HSV-1 
ADN 

bicatenario 
No ~150 kb Alta capacidad Citotoxicidad 

 

 

La integración estable del genoma viral junto con el transgén, permite una expresión 

prolongada del transgén lo que los convierte en una opción de gran interés para la 

terapia génica (Butt et al., 2022; Ay & Reinisch, 2025). Sin embargo, su uso también 

presenta limitaciones relevantes, entre ellas la capacidad de carga restringida de 

algunos vectores, la complejidad de su producción y la posibilidad de inducir 

respuestas inmunitarias o inflamatorias (Lundstrom, 2023; Ay & Reinisch, 2025). 

Desde el punto de vista de la seguridad, uno de los principales riesgos asociados a 

determinados vectores virales es la mutagénesis insercional, especialmente en los 

vectores integrativos, ya que la inserción del material genético puede alterar la 

regulación de genes celulares o activar oncogenes, fenómeno al cual se le conoce 

con el nombre de genotoxicidad. De la misma manera, la posible inserción del vector 
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viral en tejidos no diana puede producir diversas consecuencias en función del tejido 

afectado, del vector viral y del promotor empleado (David & Doherty, 2016). 

2.5. VECTORES LENTIVIRALES: CARACTERÍSTICAS GENERALES 

Los lentivirus pertenecen a la familia Retroviridae y son virus de ARN monocatenario 

caracterizados por su capacidad de retrotranscribir su genoma a ADN bicatenario e 

integrarlo de forma estable en el genoma de la célula huésped. Además, a diferencia 

de otros retrovirus, pueden transducir tanto células en división como células no 

proliferativas, propiedad que ha favorecido su desarrollo como vectores lentivirales 

(LV) para aplicaciones clínicas de terapia génica, especialmente en tejidos con baja 

tasa proliferativa, como el hígado (Naldini, Blömer, Gallay, et al., 1996; Naldini, 

Blömer, Gage, et al., 1996; Sakuma et al., 2012; Naldini et al., 2016; Olbrich et al., 

2017). 

Los LV utilizados en terapia génica derivan del VIH-1, por lo que, han sido 

modificados para aumentar su seguridad y minimizar el riesgo de generar partículas 

competentes para la replicación. En los sistemas de tercera generación, los genes 

virales implicados en el empaquetamiento y la producción de las partículas virales se 

separan en distintos plásmidos, reduciendo así el riesgo de generar lentivirus 

capaces de replicarse en las células. Además, la incorporación de configuraciones 

auto-inactivantes (self-inactivating, SIN) en las regiones LTR y otras modificaciones 

en el diseño del plásmido de transferencia, han contribuido a mejorar el perfil de 

seguridad estos vectores (Escors & Breckpot, 2010; Sakuma et al., 2012; Olbrich 

et al., 2017; Berkhout, 2017; Milone & O’Doherty, 2018; Maestro et al., 2021; Merten 

et al., s. f.). 

Desde el punto de vista terapéutico, los LV presentan varias ventajas, entre ellas la 

expresión prolongada del transgén, una capacidad de carga relativamente amplia y 

la posibilidad de modificar su tropismo mediante pseudotipado con VSV-G, que 

confiere a las partículas un tropismo amplio y favorece su estabilidad durante la 

producción. Asimismo, al estar diseñados para no expresar proteínas virales tras la 

transducción, presentan un menor riesgo de inducir respuestas inmunitarias 

celulares frente al vector. No obstante, el riesgo de genotoxicidad insercional sigue 

siendo una consideración relevante, aunque su perfil de integración se considera 
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más seguro que el de otros sistemas retrovirales previos (Brown et al., 2007; 

Sakuma et al., 2012; Joglekar & Sandoval, 2017). 

Por este motivo, en estrategias de terapia génica basadas en vectores lentivirales 

resulta especialmente relevante analizar no solo la eficacia terapéutica, sino también 

la presencia del vector en tejidos no diana, incluyendo las gónadas, por su posible 

riesgo de transmisión germinal. 

 

3. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS DEL TRABAJO 

En trabajos previos del grupo de investigación, se evaluó una estrategia de terapia 

génica en un modelo en ratón deficiente en factor V mediante administración 

intraperitoneal, a distintas dosis, de un vector lentiviral terapéutico portador de un 

transgén que codificaba FV activado. Inicialmente en ese estudio se analizó la 

integración del vector en hígado, órgano diana del tratamiento, pero quedó 

pendiente el estudio en otros tejidos no diana. Por ello el objetivo general de este 

trabajo es evaluar la integración genómica de secuencias virales en diferentes 

tejidos de los ratones tratados. En particular, el análisis de gónadas resulta relevante 

para completar la evaluación preclínica de seguridad y valorar el posible riesgo de 

transmisión germinal. 

La importancia de este Trabajo Fin de Grado radica precisamente en culminar estos 

estudios de integración, aspecto que es imprescindible comprobar para cualquier 

terapia génica con el objetivo de lograr la máxima seguridad de los pacientes con 

estas nuevas terapias. 

Como objetivos específicos se plantearon los siguientes: 

 
1. La extracción de ADN genómico a partir de tejidos animales en fresco y 

parafinados. 

2. Cuantificación y control de calidad del ADN genómico mediante NanoDrop. 

3. Análisis de la integración del vector LV en las gónadas de los ratones tratados 

(testículos y ovarios congelados) mediante qPCR. 

4. Análisis de la integración del vector LV en otros tejidos no hepáticos 

procedentes de estos mismos ratones tratados (bazo, páncreas, intestino 

delgado, grasa, cerebro, pulmón y riñón, todos ellos conservados en 

parafina). 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1. Diseño del estudio 

El presente trabajo se encuentra enmarcado en un estudio de prueba de principio de 

terapia génica in vivo para la deficiencia de factor V. Dicha prueba se realizó en un 

modelo de ratón deficiente en FV. Las muestras analizadas proceden de dicho 

estudio, en el que se administró un vector lentiviral portador del transgén F5 

pseudotipado con VSV-G. Dicha administración se realizó de manera intraperitoneal 

a dos dosis diferentes: 2×10⁸ partículas virales/kg (dosis “alta”) y 1×10⁸ partículas 

virales/kg (dosis “baja”). 

El estudio de prueba de principio se llevó a cabo bajo la aprobación de los comités 

de ética de la Universidad Complutense de Madrid, el INIA y la Comunidad de 

Madrid (PROEX 258.1/21; PROEX 040/17). Posteriormente, la prueba de principio 

de terapia lentiviral de la que proceden las muestras analizadas en este trabajo fue 

aprobada por el Comité de Ética del Hospital Nacional de Parapléjicos de Toledo (en 

cuyo animalario de tipo 2 se encuentran los animales), el Órgano Habilitador del 

Hospital Nacional de Parapléjicos de Toledo y la Comunidad de Castilla La Mancha 

(Proyecto de experimentación 10-2023). 

Durante dicha prueba de principio, fueron recogidos múltiples órganos para su 

posterior análisis, siendo en su mayoría fijados en formaldehido durante al menos 48 

horas y posteriormente incluidos en parafina. En el caso de las gónadas, unas 

fueron congeladas a -80ºC, mientras que otras fueron parafinadas y utilizadas para 

análisis de anatomía patológica. En ese trabajo se analizaron muestras congeladas 

de gónadas y parafinadas de bazo, páncreas, intestino delgado, grasa, cerebro, 

pulmón y riñón. 

En una fase previa a este estudio, se analizó la integración del vector lentiviral en el 

hígado, órgano diana del tratamiento lentiviral, por lo que este trabajo completa 

dicho análisis mediante la investigación de la presencia de las secuencias 

lentivirales en tejidos no diana, especialmente en gónadas, debido a la relevancia de 

este tejido en la valoración de la seguridad de los tratamientos de terapia génica. 

4.2. Extracción de ADN genómico a partir de tejido animal en fresco 

La extracción de ADN genómico se realizó a partir de muestras de tejido animal 

empleando un método basado en columnas de sílice, siguiendo las 
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recomendaciones del kit NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel). Este procedimiento 

permite obtener ADN genómico purificado mediante una combinación de lisis 

enzimática, unión selectiva del ADN a una membrana de sílice en presencia de sales 

caotrópicas y etanol, lavados sucesivos para eliminar contaminantes y elución final 

en condiciones de baja fuerza iónica. 

Las muestras empleadas, fueron fragmentos de tejidos previamente troceados en 

pequeñas porciones que no superaban los 25 mg, favoreciendo así una lisis 

homogénea. Dichas muestras se incubaron con 180 µL de tampón T1 y 25 µL de 

proteinasa K a 56°C durante 1–3 h, o hasta observar una lisis completa. Esta etapa 

permite la digestión de proteínas estructurales y nucleasas, facilitando la liberación 

del ADN genómico al medio de lisis. 

Tras la pre-lisis, se añadieron 200 µL de tampón B3 y las muestras se incubaron a 

70°C durante 10 min. Este paso completa la lisis celular y favorece la 

desnaturalización de proteínas y otros componentes celulares. En caso de observar 

partículas insolubles tras la incubación, el lisado se centrifuga y se transfiere el 

sobrenadante a un tubo limpio para evitar la obstrucción de la columna. 

A continuación, se añadieron 210 µL de etanol absoluto para crear las condiciones 

necesarias para la unión del ADN a la membrana de sílice. La mezcla completa se 

cargó en una columna NucleoSpin® Tissue y se centrifugó a 11.000×g durante 1 

min, permitiendo así la unión del ADN a la matriz. Los contaminantes presentes en el 

lisado se eliminaron mediante dos lavados sucesivos, primero con 500 µL de tampón 

BW y posteriormente con 600 µL de tampón B5, centrifugando en ambos casos a 

11.000×g durante 1 min. 

Finalmente, la membrana se centrifugó durante 1 min adicional para eliminar restos 

de etanol, ya que su presencia puede interferir con aplicaciones posteriores como la 

PCR, digestiones enzimáticas o cuantificación fluorimétrica. El ADN se eluyó en 100 

µL de tampón BE, incubando la columna durante 1 min a temperatura ambiente y 

centrifugando posteriormente a 11.000×g durante 1 min. El ADN purificado se 

conservó a −20°C hasta su uso. 

4.3. Extracción de ADN genómico a partir de tejido animal parafinado 

La extracción de ADN de muestras fijadas e incluidas en parafina se realizó 

empleando un método basado en columnas de sílice, siguiendo las 

recomendaciones del kit QIAamp DNA FFPE Advanced Kit (Qiagen). Este 
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procedimiento permite obtener ADN genómico purificado mediante una combinación 

de desparafinación, lisis enzimática, unión selectiva del ADN a una membrana de 

sílice en presencia de sales caotrópicas y etanol, lavados sucesivos para eliminar 

contaminantes y elución final en condiciones de baja fuerza iónica. 

Una vez obtenidos los cortes finos de tejido parafinado, las muestras se incubaron 

con 300 µL de solución de desparafinación a 56°C durante 3 min y se dejaron enfriar 

a temperatura ambiente. Esta etapa permite eliminar la parafina de la muestra, de tal 

forma que esta sea procesable. 

Tras la desparafinación, se añadieron 25 µL de tampón FTB, 55 µL de agua libre de 

ARNasas y 20 µL de proteinasa K y se incubó durante 1 h a 56°C con agitación a 

1.000 rpm. Esta etapa permite la digestión inicial de proteínas y facilita la liberación 

del ADN desde el tejido fijado. A continuación, se realizó una segunda incubación 

durante 1 h a 90°C, sin agitación, con el objetivo de favorecer la reversión de los 

entrecruzamientos generados en el ADN durante la fijación con formaldehído. 

Una vez finalizadas las incubaciones, se retiró cuidadosamente la fase azulada 

superior, compuesta por la solución de desparafinación y la parafina disuelta, 

conservando únicamente la fase acuosa que contenía el material genético. A esta 

fase incolora se le añadieron 150 µL de agua libre de ARNasas y 2 µL de ARNasa A. 

La mezcla se incubó durante 2 min a temperatura ambiente y se centrifugó 

brevemente. Este paso permite la degradación del ARN presente en la muestra, 

reduciendo posibles interferencias en la cuantificación posterior del ADN. 

A continuación, se añadieron 20 µL de proteinasa K y se incubó durante 15 min a 

65°C con agitación a 450 rpm. Esta segunda digestión enzimática favorece la 

eliminación de restos proteicos y mejora la recuperación del ADN. Tras la 

incubación, las muestras se centrifugaron brevemente y se añadieron 250 µL de 

tampón AL y 250 µL de etanol absoluto. La mezcla se homogeneizó por inversión y 

se centrifugó antes de ser transferida a la columna para la extracción del ADN. 

Posteriormente, se cargó la muestra en la columna QIAamp y se centrifugó a 

15.000×g durante 1 min, permitiendo la unión del ADN a la membrana de sílice. Los 

contaminantes presentes en el lisado se eliminaron mediante tres lavados sucesivos, 

siendo el primero con 500 µL de tampón AW1, el segundo con 500 µL de tampón 
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AW2 y el tercero con 250 µL de etanol absoluto, centrifugando en los tres casos a 

15.000×g durante 30 seg. 

Finalmente, la membrana se centrifugó durante 3 min adicionales para eliminar 

restos de etanol, pues su presencia puede interferir con aplicaciones posteriores 

como la PCR, digestiones enzimáticas o cuantificación fluorimétrica. El ADN se 

eluyó en 30 µL de tampón ATE, incubando la columna durante 1 min a temperatura 

ambiente y centrifugando posteriormente a 15.000×g durante 1 min. El ADN 

purificado se conservó a −20°C hasta su uso. 

4.4. Cuantificación y control de calidad del ADN genómico mediante 

NanoDrop 

La concentración y pureza del ADN genómico extraído de las muestras de tejido fue 

evaluada mediante espectrofotometría, utilizando un equipo NanoDrop®. Este 

sistema permite estimar la concentración de ácidos nucleicos a partir de la 

absorbancia a 260 nm, longitud de onda a la que el ADN presenta su máximo de 

absorción. Para cada muestra se cargó un volumen de ADN de 1 µL, directamente 

sobre el pedestal del equipo, utilizando como blanco agua libre de ARNasas. 

Además de la concentración, expresada en ng/µL, se registraron las relaciones de 

absorbancia 260/280 que permiten estimar la calidad en la muestra. En el caso del 

ADN genómico, una relación 260/280 de entre 1,8 y 2 es considerado como un 

indicativo de pureza adecuada, aunque valores cercanos a 1,8 y no menores que 1,6 

también son considerados como una calidad aceptable. Valores inferiores a los 

intervalos mencionados pueden sugerir contaminación por proteínas, fenoles u otros 

compuestos que absorben a 280 nm. 

La evaluación mediante NanoDrop se utilizó como control inicial para determinar si el 

ADN presentaba una concentración suficiente y una pureza compatible con su uso 

posterior en qPCR. 

4.5. Cuantificación del número de copias del vector lentiviral integradas 

mediante qPCR 

Para estimar el número de copias del vector lentiviral presentes en los tejidos 

analizados se empleó una reacción de PCR cuantitativa en tiempo real o qPCR. Esta 

técnica permite cuantificar secuencias específicas de ADN mediante la detección de 

fluorescencia generada durante los ciclos de amplificación. Cuanto menor es el 
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número de ciclos necesario para que la fluorescencia supere el umbral de detección, 

mayor es la cantidad inicial de la secuencia diana presente en la muestra. 

El análisis se realizó sobre ADN genómico extraído de dos tipos de muestras, por un 

lado, gónadas congeladas inmediatamente tras su extracción, y por otro, tejidos 

fijados e incluidos en parafina tras su extracción. En ambos casos, el ADN extraído 

se cuantificó previamente mediante NanoDrop y se ajustó la cantidad de ADN 

cargada en cada reacción. De forma general, se utilizaron entre 100 y 150 ng de 

ADN genómico por pocillo, siempre que la concentración y calidad de la muestra lo 

permitieran. En algunas muestras se evaluaron cantidades superiores de ADN con el 

fin de comprobar si el aumento de material de partida modificaba la sensibilidad o 

reproducibilidad de la detección. 

La qPCR se diseñó para detectar simultáneamente una secuencia específica del 

vector lentiviral y una secuencia genómica endógena de referencia. Para la 

cuantificación del vector se amplificó la región Ψ/PSI del genoma lentiviral, mientras 

que la secuencia de titina (Ttn) se utilizó como control genómico para estimar el 

número de genomas celulares presentes en cada reacción. Al tratarse de un gen de 

copia única por genoma haploide, la señal de Ttn permite normalizar la cantidad de 

ADN celular analizada y calcular el número de copias virales por célula. Las 

secuencias de los cebadores y sondas empleados se muestran en la tabla 2. 

Tabla 2. Cebadores empleados para la realización del análisis de integración viral, adaptado de (De 

Pablo Moreno, 2025) 

 

Diana Oligo/sonda Secuencia 5’ → 3’ Fluorocromo Quencher 

Ψ Psi-F CAGGACTCGGCTTGCTGAAG - - 

Ψ Psi-R TCCCCCGCTTAATACTGACG - - 

Ψ Psi-Probe CGCACGGCAAGAGGCGAGG 6FAM BHQ1 

Ttn Titin-F AAAACGAGCAGTGACGTGAGC - - 

Ttn Titin-R TTCAGTCATGCTGCTAGCGC - - 

Ttn Titin-Probe TGCACGGAAGCGTCTCGTCTCAGTC VIC BHQ2 

 

 

Las reacciones se prepararon en placas de qPCR utilizando una mezcla que 

contenía cebadores específicos para las secuencias diana recogidas en la tabla 2, 

sondas fluorescentes, ADN molde y Master Mix Absolute qPCR Low ROX Mix 

(Thermo Scientific AB-1318/B). En este ensayo se emplearon sondas marcadas con 
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fluoróforos diferentes: FAM para la detección de la secuencia lentiviral y VIC para la 

detección de la secuencia genómica de referencia. Cada muestra se analizó por 

duplicado para comprobar la reproducibilidad de la amplificación. 

Una reacción qPCR se divide en cuatro fases (Figura 2). Fase inicial o baseline, 

seguida de una fase exponencial en la que se determina el valor de Ct, una fase 

lineal y, una fase final o de meseta, en la que la reacción se estabiliza. 

 

 
Figura 2. Fases de la qPCR. Ct, número de ciclos que tarda la muestra en alcanzar el umbral de 

detección. 

En paralelo, se realizó una curva patrón con diluciones seriadas de muestras de 

integración conocida, que contenía tanto la secuencia Ψ como la secuencia de 

referencia Ttn. Esta curva permitió transformar los valores de ciclo umbral (Ct) 

obtenidos en la qPCR en un número absoluto de copias de cada secuencia diana. 

Para cada punto de la curva patrón se llevaron réplicas técnicas, de manera que el 

software utilizado posteriormente pudiera calcular la eficiencia de amplificación, la 

linealidad de la curva y la fiabilidad de la cuantificación. Además de esto, también se 

utilizaron al menos dos blancos por placa. 

En las muestras procedentes de tejidos incluidos en parafina, la interpretación de los 

resultados se realizó teniendo en cuenta que este tipo de procesamiento puede 

producir fragmentación y modificaciones químicas del ADN. Por ello, la amplificación 
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de la secuencia genómica de referencia fue especialmente relevante para confirmar 

que el ADN extraído era amplificable y que la muestra podía incluirse en el análisis 

cuantitativo. 

4.6. Análisis de datos de qPCR y cálculo del número de copias del vector 

Una vez finalizada la qPCR, los datos se analizaron utilizando el programa 

QuantStudio™ Design & Analysis Software. En primer lugar, se revisaron las curvas 

de amplificación de cada pocillo para comprobar que presentaban una forma 

adecuada, con una fase exponencial definida y ausencia de señales inespecíficas en 

los controles negativos. También se verificó la concordancia entre réplicas técnicas, 

excluyendo del análisis aquellos pocillos con amplificación anómala o con 

diferencias excesivas respecto a sus réplicas. 

El software permitió generar una curva estándar a partir de los patrones de valores 

conocidos. Esta curva relaciona el valor de Ct con el logaritmo de la cantidad inicial 

de ADN diana, dato que el programa utiliza para calcular el número de copias de la 

secuencia lentiviral Ψ/PSI y de la secuencia genómica de referencia Ttn presentes 

en cada muestra. 

Para que la cuantificación fuera considerada válida, se tuvo en cuenta la calidad de 

la curva patrón, incluyendo su linealidad y eficiencia de amplificación. Una curva 

patrón adecuada debe presentar una relación lineal entre la cantidad de ADN molde 

y el valor de Ct, así como una eficiencia compatible con una amplificación robusta. 

La pendiente de la curva, el coeficiente de correlación y la separación regular entre 

diluciones sucesivas se utilizaron como criterios de control de calidad del ensayo. 

El número de copias del vector lentiviral por célula se calculó normalizando las 

copias de la secuencia viral frente a las copias del gen endógeno de referencia. 

Dado que cada célula diploide contiene dos copias del gen de referencia, el número 

de copias por célula puede estimarse mediante la siguiente relación: 

copias de Ψ 
Copias de vector por ceˊ lula = 

copias de TIT 
× 2 

 

Los resultados obtenidos se trasladaron posteriormente a Microsoft Excel para su 

organización y representación gráfica. 
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

En estudios previos se ha descrito que los vectores lentivirales pseudotipados con 

VSV-G no presentan un tropismo restringido cuando se administra por vía sistémica, 

aunque los estudios de integraciones administrados por esta vía indican que el virus 

se integra fundamentalmente en hígado, bazo y pulmón (Sakuma, Barry & Ikeda, 

2012). En el estudio de la prueba de concepto de terapia génica lentiviral, se eligió la 

vía intraperitoneal (por exigencias del volumen de vector), de la cual se conoce 

menos en cuanto a la biodistribución, pudiendo ser que este vector viral se integrase 

tan solo en los órganos abdominales. Es por este motivo, que nuestro análisis se 

centró en valorar la posible presencia de secuencias del vector lentiviral en tejidos 

no diana tras su administración intraperitoneal. 

Pese a este posible tropismo inespecífico, la expresión del transgén que portan 

estos vectores puede ser controlada mediante promotores específicos. En este caso, 

el esqueleto lentiviral presenta una serie de mejoras con la finalidad de proporcionar 

una expresión del transgén estable y restringida a hepatocitos mediante un control 

transcripcional (promotor específico hepático) y un control post-trasncripcional (4 

dianas para el micro-ARN 142, específico de linaje hematopoyético) (Cantore et al., 

2015). Sin embargo, pese a que este promotor sea específico, es necesario analizar 

la posible presencia de este vector en otros tejidos debido a su capacidad integrativa 

y a que recientemente se ha descrito una expresión asociada a este promotor en 

otros tejidos como cerebro, páncreas y riñón (Tissue expression of TTR - Summary - 

The Human Protein Atlas, s.f.). 

5.1. Análisis del número de copias integradas del vector lentiviral en 

gónadas 

Según la experiencia previa del laboratorio en este tipo de análisis, únicamente 

fueron consideradas como válidas para el cálculo del número de copias vectoriales 

por célula (VCN) aquellas muestras que presentaron un valor de Ct para el gen 

endógeno de referencia Ttn inferior a 26. Este criterio se estableció porque valores 

de Ct superiores indican una menor cantidad de ADN genómico amplificable o una 

peor calidad de la muestra, lo que puede afectar al cálculo del VCN. En estas 

condiciones, se ve reducido de manera artificial el número estimado de copias 

genómicas celulares, lo que puede conducir a una sobreestimación relativa de las 

copias del vector lentiviral en la muestra. 
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En el presente análisis, las únicas muestras que cumplieron este criterio fueron las 

gónadas, que presentaron un valor medio de Ct para Ttn de 22,305. Este resultado 

es coherente con el tipo de conservación de estas muestras, ya que procedían de 

tejido fresco mantenido a −80°C, lo que favorece la preservación de la integridad del 

ADN. Por el contrario, los tejidos fijados e incluidos en parafina mostraron valores de 

Ct de Ttn superiores al umbral establecido, compatibles con una menor calidad o 

fragmentación del ADN. Por este motivo, dichos tejidos no se consideraron 

adecuados para una estimación fiable del VCN. Estas diferencias se muestran en la 

Figura 3, donde las gónadas presentan valores medios de Ct más próximos al rango 

considerado válido en comparación con los tejidos conservados en parafina. 

Antes de interpretar estos resultados, es conveniente explicar cómo funcionan los 

valores de Ct de los que se va a discutir. Ttn actúa a modo de marcador genómico 

de referencia, lo que nos permitirá valorar si una muestra es o no analizable, de tal 

forma que cuando los valores de Ct de Ttn son elevados o quedan fuera del rango 

de detección de la recta patrón, la muestra no se podrá cuantificar adecuadamente, 

puesto que el número de células será muy bajo, lo que sobreestimará el valor de ψ. 

Por otro lado, si Ttn se encuentra dentro de la recta patrón, la muestra se 

considerará analizable. En este caso pueden ocurrir dos cosas; si ψ presenta valores 

elevados o queda fuera de la recta, se debe interpretar el resultado como ausencia 

de integración. El segundo caso es que ψ se encuentre dentro de la recta patrón, 

caso en que se debe aplicar la fórmula antes descrita para calcular la cantidad de 

copias por célula. Este criterio puede ser observado en la figura 4, donde se ven 

representados ejemplos de curvas de amplificación para Ttn y ψ. 
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Figura 3. Curvas de amplificación obtenidas mediante qPCR para los marcadores Ttn y Ψ. En la 

gráfica superior se representa una amplificación de Ttn, marcador que es utilizado para estimar la 

cantidad de células presentes en una muestra. En la gráfica inferior se ve representada una 

amplificación del marcador Ψ, que es empleado para detectar la presencia del vector lentiviral. Las 

curvas grises corresponden a cantidades decrecientes conocidas de moléculas de la recta patrón, 

que permiten establecer el rango de cuantificación de la técnica y gracias al cual se puede calcular 

también el umbral de detección, representado con la línea roja horizontal. Las muestras de gónadas, 

representadas en las líneas roja y azul y señaladas con una flecha de color negro, corresponden a 

tejido fresco conservado a -80ºC, mientras que las muestras de páncreas, línea azul marcada con 

una flecha verde, pulmón, líneas naranja y morada marcada con una flecha morada e intestino 

delgado, líneas amarilla y gris, marcadas con flechas amarillas, corresponden a muestras de tejido 

parafinado. 
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Figura 4. Valores medios de Ct para los marcadores Ttn y Ψ en los distintos tejidos analizados. Ttn 

fue utilizado a modo de marcador de referencia para estimar el número de células presentes en una 

muestra, mientras que Ψ fue empleado para detectar la presencia del vector lentiviral. Las gónadas 

corresponden a tejido fresco conservado a -80ºC, mientras que el resto de los tejidos corresponden a 

muestras FFPE. La línea negra horizontal representa el valor de Ct considerado óptimo en este 

estudio para las muestras de Ttn, situado en 26 ciclos. Las barras naranjas representan los valores 

medios de Ct de Ttn y las azules los de Ψ. La línea roja horizontal representa el límite aproximado de 

detección de la recta patrón, situado en torno a 34 ciclos. 

En el caso de las gónadas, los resultados sí que son verdaderamente concluyentes, 

pues al estar trabajando con tejidos frescos, los valores de Ct obtenidos para Ttn se 

encuentran dentro de un rango óptimo, presentando una media de 22,305, lo que le 

da una alta fiabilidad a los resultados obtenidos. En el caso de ψ, los resultados 

también se encontraron dentro del rango marcado por la recta patrón, presentando 

una media de 29,290, a excepción de los ratones M52, M53 y M54, que se 

encuentran fuera de la recta patrón. Sin embargo, como los resultados de Ttn de 

estas tres muestras se encuentran dentro de un rango normal, este resultado se 

debe interpretar como ausencia de integración lentiviral en esas muestras. Como se 

puede observar en la tabla 3, los valores de copias de ψ por célula obtenidos son 

muy bajos en todas las muestras, por lo que se puede afirmar que no hay inserción 

del vector viral en las gónadas, con la única excepción del ratón M86, que presenta 

un valor de 0,1027 copias/célula. 

Es importante destacar que dicho ratón M86 corresponde a un ratón tratado con 

dosis alta, lo que debe tenerse en cuenta en la interpretación de este resultado 
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aislado. Sin embargo, el resto de animales del mismo grupo no mostraron valores 

elevados, lo que nos impide establecer una relación directa entre la dosis 

administrada y la integración. 

Tabla 3. Número de copias del vector lentiviral por célula, calculado a partir de la relación entre las 

copias de Ψ y del gen endógeno de referencia Ttn (Creación propia). 

 
Ratón Tratamiento Gónadas (nº copias/célula) 

H51 Control 0,0623 

H52 Control 0,0008 

H55 Control 0,0502 

M52 Control 0,0002 

M53 Control 0,0001 

M54 Control 0,0003 

H21 Dosis alta 0,0489 

H32 Dosis alta 0,018 

H35 Dosis alta 0,0064 

M81 Dosis alta 0,0052 

M83 Dosis alta 0,0285 

M86 Dosis alta 0,1027 

H37 Dosis baja 0,0036 

H42 Dosis baja 0,0016 

M55 Dosis baja 0,002 

H81 Dosis baja 0,0194 

M87 Dosis baja 0,0218 

M88 Dosis baja 0,059 

 

 
Debido a que este es un resultado aislado se puede considerar la posibilidad de que 

este sea así debido a la vía de administración del vector viral, que fue de manera 

intraperitoneal, en contraste con los resultados publicados en terapia génica in vivo 

con vectores lentivirales para hemofilia, en los que esta administración se realiza de 

manera habitual por vía intravenosa (Milani et al., 2022 A, Milani et al., 2024 B). Una 

posible explicación a esta anomalía sería que a la hora de realizar la inyección se 

produjese una contaminación local del tejido por la cercanía de la zona de la 

inyección. 

Independientemente de que consideremos que los resultados de las gónadas 

indican que no hay integración viral, sería interesante asegurarse de ello realizando 
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un estudio para averiguar si esas pocas copias que hay en el tejido tienen capacidad 

de ser transferidas a la descendencia. 

5.2. Análisis del número de copias integradas del vector lentiviral en tejidos 

conservados en parafina 

Por otro lado, el proceso de fijación en formaldehido y de conservación en parafina 

de un tejido (también conocido como tejido FFPE) afecta significativamente a la 

calidad del ADN (Guyard et al., 2017), debido a la fragmentación, degradación y 

formación de entrecruzamientos que se generan durante la fijación en formaldehido, 

comprometiendo así su amplificación mediante qPCR. Añadido a esto, se debe tener 

en cuenta que las muestras empleadas estuvieron fijadas en formaldehido por un 

mínimo de 48h, siendo la duración del proceso de fijación uno de los factores que 

más pueden afectar en la integridad del material a analizar. 

Pese a que los resultados obtenidos mediante Nanodrop indicaban una calidad 

óptima del ADN para el análisis molecular, como se puede observar en la tabla 1 del 

anexo, los resultados obtenidos mediante qPCR, si bien resulta útil como una forma 

de realizar una aproximación a la concentración y pureza de una muestra, no es 

capaz de medir la integridad de ésta. 

Con respecto a los diferentes tejidos, es necesario mencionar que se observaron 

diferentes cantidades de ADN dependiendo del tejido analizado, como se puede 

observar en la tabla 1 del anexo. Sin embargo, estas diferencias no parecen explicar 

por sí mismas los resultados de amplificación obtenidos, pues, en algunos casos, 

muestras con bajas concentraciones de ADN presentaban resultados analizables en 

términos de amplificación de Ttn, mientras que muestras con altas concentraciones 

de ADN no mostraron una amplificación adecuada. Estos resultados indican que la 

limitación en la amplificación de la secuencia específica del gen Ttn no parece estar 

relacionada con la cantidad de ADN de la muestra sino más bien con la calidad de la 

muestra, tal y como se indicaba en el protocolo de uso del kit utilizado para la 

extracción de ADN genómico, en el que se indicaba que períodos de fijación de los 

tejidos en formol mayores a 48 horas, pueden afectar la integridad del material 

purificado. 

En el análisis mediante qPCR de los ADN genómicos extraídos de tejidos que 

habían sido parafinados, el número de ciclos de amplificación necesarios para que la 
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señal de fluorescencia de la muestra supere el umbral de detección previamente 

definido (Ct) era mayor que en el caso de los tejidos congelados directamente 

después de su extracción. En este contexto, el valor medio de Ct de la recta patrón 

fue de 31,511 para Ψ y de 33,729 para Ttn. Debido a ello, se consideró aumentar el 

valor de Ct a partir del cual consideramos analizable la muestra, estando este nuevo 

límite dentro de la recta estándar de Ttn. 

La diferencia entre tejidos frescos y parafinados puede ser observada con mayor 

claridad en la figura 4, donde se representan los valores medios de los Ct obtenidos 

para Ttn y ψ en todos los tejidos analizados. Se puede observar que los tejidos 

FFPE presentan valores de Ct más elevados que las gónadas, siendo especialmente 

relevante el incremento de los valores para Ttn, ya que en estos se encuentran en 

su mayoría cercanos al promedio del límite máximo de la recta patrón de los tejidos 

parafinados, representado mediante una línea de color rojo situada en un Ct de 34. 

Siguiendo el criterio antes mencionado, una proporción considerable de las muestras 

mostró valores de Ct para Ttn que superaban el rango de la recta patrón, impidiendo 

su análisis. En estos casos, al no poder cuantificarse adecuadamente el número de 

células presentes en la muestra, tampoco es posible cuantificar las integraciones del 

vector viral. Por el contrario, en los casos en que la Ttn se encontraba dentro de la 

recta, los valores de Ψ siempre excedían los límites de su recta, lo que indica que no 

hay integraciones del lentivirus en esas muestras. 

En el caso de la gráfica de Ttn en la figura 3, se puede observar como ejemplo una 

muestra de páncreas que no presenta una amplificación detectable, de tal manera 

que el resultado de esta muestra para Ψ debe ser descartado, pues no se puede 

cuantificar el número de células de la muestra. 

Si se observan los resultados de Ttn presentes en la figura 3, se puede observar un 

elevado valor de Ct, lo que conlleva una estimación reducida en el número de 

células en cada muestra, provocando así una sobreestimación del número de copias 

de Ψ por célula. 

En conjunto, los resultados obtenidos en FFPE deben ser tomados con cautela 

debido a las limitaciones asociadas a la calidad del ADN extraído. Dentro del 

conjunto de las muestras FFPE, 25 de las 84 muestras analizadas presentaron una 

amplificación aceptable de Ttn. En estas 25 muestras, que se encuentran marcadas 
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en verde en la tabla 1 del anexo, no se detectó una amplificación cuantificable de Ψ, 

lo que índica ausencia de integración detectable del vector. 

Sin embargo, dado que estas muestras representan una pequeña porción de las 

muestras totales, no podemos asegurar que en el resto de muestras no haya 

integración viral, por lo que consideramos que sería adecuado repetir el experimento 

empleando tejido fresco. 

 

6. CONCLUSIONES 

En este estudio se han realizado múltiples extracciones de ADN genómico a partir 

de diversos tejidos de ratón, algunos en fresco y otros conservados en parafina. Las 

conclusiones obtenidas han sido las siguientes: 

Primera: Los resultados obtenidos en las muestras en fresco indicaron que no 

existía una presencia relevante de Ψ en las gónadas, a excepción de la muestra de 

testículo correspondiente al ratón M86 perteneciente al grupo de dosis alta de 

vector. 

Segunda: En el caso de las muestras parafinadas, el análisis resultó ser más 

limitado debido al efecto de la fijación en formaldehido y la conservación en parafina 

sobre el material genético. En las muestras analizadas, un total de 25 de 84, 

presentaban valores de Ttn estaban dentro del rango analizable y no se detectó 

inserción viral. 

Tercera: Es necesario repetir este estos experimentos analizando muestras en 

fresco o simplemente congeladas, con el fin de confirmar la ausencia o presencia de 

integración viral en tejidos no diana. 

Cuarta: Se ha establecido una primera aproximación de estudio de la integración 

viral en modelo animal deficiente en factor V de la coagulación tratado con vector 

lentiviral y administrado por vía intraperitoneal. 
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8. MATERIAL COMPLEMENTARIO 

Tabla 1. Resultados en función de la muestra y el animal 

Leyenda: En amarillo muestra sin amplicón en Ttn; en verde con amplicón en Ttn pero no en Ψ, en 

rojo indeterminado. 
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Ratón Tejido bazo páncreas 
intestino 
delgado 

grasa cerebro pulmón riñón 

H51 código 
SAP24/000 

086-1.1. 
SAP24/000 

086-3.3 
SAP24/000 

086-3.1 
SAP24/000 

086-3.2 
SAP24/000 

086-6.1 
SAP24/000 

086-2.1 
SAP24/000 

086-2.2 

Amplicón        

Masa 
(nanodrop) 

 
184,6ng 

 
59,4ng 

 
42ng 

 
55ng 

 
237,6ng 

 
37,2ng 

 
50,5ng 

Abs 260/280 1,82 1,91 1,95 1,37 1,81 1,98 1,92 

H55 código 
SAP24/000 

088-1.1. 
SAP24/000 

088-3.3 
SAP24/000 

088-3.1 
SAP24/000 

088-3.2 
SAP24/000 

088-6.1 
SAP24/000 

088-2.1 
SAP24/000 

088-2.2 

Amplicón        

Masa 
(nanodrop) 

 
479,9 

 
87 

 
114ng 

 
28,3ng 

 
69,2ng 

 
136 

 
103,2 

Abs 260/280 1,8 1,87 
 

1,98 1,9 
 

1,84 

 
 
 

 
M53 

código 
SAP24/000 

090-1.1. 
SAP24/000 

090-3.3 
SAP24/000 

090-3.1 
SAP24/000 

090-3.2 
SAP24/000 

090-6.1 
SAP24/000 

090-2.1 
SAP24/000 

090-2.2 

Amplicón        

Masa 
(nanodrop) 

 
311,2 

 
112,3 

 
60 

 
48,3ng 

 
58ng 

 
43,7ng 

 
114,9 

Abs 260/280 1,79 1,86 1,95 1,9 1,91 1,94 1,84 

 
 
 

 
M54 

código 
SAP24/000 

091-1.1. 
SAP24/000 

091-3.3 
SAP24/000 

091-3.1 
SAP24/000 

091-3.2 
SAP24/000 

091-6.1 
SAP24/000 

091-2.1 
SAP24/000 

091-2.2 

Amplicón        

Masa 
(nanodrop) 

 
206,1 

 
26,3 

 
79 

 
44,1 ng 

 
255,3ng 

 
102,8ng 

 
255,6 

Abs 260/280 1,82 2,12 1,89 1,96 1,81 1,85 1,82 

 
 
 

 
M55 

código 
SAP24/000 

092-1.1. 
SAP24/000 

092-3.2 
SAP24/000 

092-3.1 
SAP24/000 

092-2.1 
SAP24/000 

092-6.1 
SAP24/000 

092-2.2 
SAP24/000 

092-2.3 

Amplicón        

Masa 
(nanodrop) 

 
593,3 

 
65,2 

 
86 

 
67,6ng 

 
238,3ng 

 
92,4ng 

 
186,9 

Abs 260/280 1,8 1,89 1,89 1,86 1,79 1,86 1,81 

 
 

 
M83 

código 
SAP24/001 

043-1.1. 
SAP24/001 

043-3.3 
SAP24/001 

043-3.1 
SAP24/001 

043-3.2 
SAP24/001 

043-6.1 
SAP24/001 

043-2.1 
SAP24/001 

043-2.2 

Amplicón        

Masa 
(nanodrop) 

 
384,9ng 

 
68,9ng 

 
152,7ng 

 
15,6ng 

 
234,6ng 

 
234,3ng 

 
82,1ng 
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Abs 260/280 1,85 1,96 1,88 2,76 1,85 1,83 1,93 

 
 
 

 
M86 

código 
SAP24/001 

044-1.1. 
SAP24/001 

044-3.3 
SAP24/001 

044-3.1 
SAP24/001 

044-3.2 
SAP24/001 

044-6.1 
SAP24/001 

044-2.1 
SAP24/001 

044-2.2 

Amplicón        

Masa 
(nanodrop) 

 
329,2 

 
61,2 

 
116,4 

 
114,8ng 

 
228,4ng 

 
68,7ng 

 
368,3 

Abs 260/280 1,84 1,92 1,84 1,88 1,84 1,95 1,83 

 
 
 

 
M87 

código 
SAP24/001 

045-1.1. 
SAP24/001 

045-3.3 
SAP24/001 

045-3.1 
SAP24/001 

045-3.2 
SAP24/001 

045-6.1 
SAP24/001 

045-2.1 
SAP24/001 

045-2.2 

Amplicón        

Masa 
(nanodrop) 

 
367,3 

 
65,1 

 
78,8 

 
22,7ng 

 
186ng 

 
30,3ng 

 
326,1 

Abs 260/280 1,84 1,92 1,94 2,23 1,83 2,17 1,83 

 
 
 
 

 
H21 

 
código 

SAP23/ 
001298-2.1 

SAP23/001 
298-6A.2 

SAP23/001 
298-6A.1 

SAP23/001 
298-1A.1 

SAP23/001 
298-5.1 

SAP23/001 
298-3.1 

SAP23/001 
298-1A.2 

Amplicón        

Masa 
(nanodrop) 

 
61 

 
9 

 
66 

 
36,2 

 
285,6ng 

 
60,6ng 

 
329,9 

Abs 260/280 
  

1,96 2,13 1,86 1,98 1,87 

 
 
 

 
H32 

código 
SAP23/001 

374-2.1 
SAP23/001 

374-6.2 
SAP23/001 

374-6.1 
SAP23/001 

374-1.1 
SAP23/001 

374-5.1 
SAP23/001 

374-3.1 
SAP23/001 

374-1.2 

Amplicón        

Masa 
(nanodrop) 

 
62ng 

 
69 

 
190,8 

 
62 

 
105,8ng 

 
40,7ng 

 
145,7 

Abs 260/280 
  

1,87 
 

1,86 2,02 1,85 

 
 
 

 
H37 

código 
SAP23/001 

376-2.1 
SAP23/001 

376-4.1 
SAP23/001 

376-6.1 
SAP23/001 

376-6.2 
SAP23/001 

376-5.1 
SAP23/001 

376-3.1 
SAP23/001 

376-1.1 

Amplicón        

Masa 
(nanodrop) 

 
506,4ng 

 
68ng 

 
168ng 

 
45,3ng 

 
84,5ng 

 
88ng 

 
93,9ng 

Abs 260/280 1,83 1,95 1,86 2,02 1,9 1,91 1,9 

 
H42 

código 
SAP23/001 

760-1.1 
SAP23/001 

760-3.3 
SAP23/001 

760-3.1 
SAP23/001 

760-3.2 
SAP23/001 

760-6.1 
SAP23/001 

760-2.1 
SAP23/001 

760-2.2 

Amplicón        
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Masa 

(nanodrop) 

 
158,7 

 
39,8 

 
57,7 

 
14,1 

 
62,2ng 

 
42ng 

 
100,1 

Abs 260/280 1,78 1,94 1,9 2,36 1,88 2 1,79 

 


	UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID FACULTAD DE CIENCIAS BIOLÓGICAS
	Evaluación de la integración de un vector lentiviral tras su administración
	1.1. Resumen en castellano (200 palabras)
	1.2. Resumen en ingles
	1.3. Palabras clave/Keywords

	2. INTRODUCCIÓN
	2.1. CONCEPTO DE HEMOSTASIA
	2.2. HEMOSTASIA PRIMARIA Y SECUNDARIA
	2.2.1. Hemostasia primaria
	2.2.2. Hemostasia secundaria
	2.2.3. Fibrinolisis

	2.3. ALTERACIONES DE LA COAGULACIÓN
	2.3.1. Deficiencia de factor V
	2.3.2. Patogenia y etiología
	2.3.3. Sintomatología
	2.3.4. Diagnóstico
	2.3.5. Tratamiento

	2.4. NUEVAS TERAPIAS
	2.4.1. Terapia génica
	2.4.2. Vectores virales

	2.5. VECTORES LENTIVIRALES: CARACTERÍSTICAS GENERALES

	3. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS DEL TRABAJO
	4. MATERIALES Y MÉTODOS
	4.1. Diseño del estudio
	4.2. Extracción de ADN genómico a partir de tejido animal en fresco
	4.3. Extracción de ADN genómico a partir de tejido animal parafinado
	4.4. Cuantificación y control de calidad del ADN genómico mediante NanoDrop
	4.5. Cuantificación del número de copias del vector lentiviral integradas mediante qPCR

	5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	5.1. Análisis del número de copias integradas del vector lentiviral en gónadas
	5.2. Análisis del número de copias integradas del vector lentiviral en tejidos conservados en parafina

	6. CONCLUSIONES
	7. BIBLIOGRAFÍA
	8. MATERIAL COMPLEMENTARIO

		2026-05-27T11:14:21+0200
	LIRAS MARTIN ANTONIO - 03425617C




