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1. RESUMEN/ABSTRACT

El factor V (FV) es una proteina sintetizada principalmente en el higado que re-
sulta esencial en la hemostasia. Su deficiencia se traduce en un trastorno hemorra-
gico ultra raro sin un tratamiento especifico y eficaz. En este contexto, el trasplante
de células hepaticas con capacidad para restaurar la produccion de FV constituye
una alternativa terapéutica prometedora. Por ello, este trabajo evalué si las células
progenitoras de higado (células ovales, CO) de ratén, en cultivo monocapa 2D y es-
feroides 3D, y los hepatocitos diferenciados de las mismas (HDCO) en monocapa
2D, presentan una aplicacion potencial en una terapia celular para esta deficiencia.
Se analizé su morfologia, viabilidad y funcionalidad hepatica (sintesis de urea, se-
crecion de albumina y actividad de FV). Las CO y las HDCO mantuvieron caracteris-
ticas morfologicas y funcionales compatibles con sus tipos celulares, presentando
una actividad de FV sostenida, asi como una viabilidad elevada, lo que las convierte
en candidatos de estudio para continuar con el desarrollo de esta terapia.

Factor V (FV) is a protein synthesized primarily essential in hemostasis. Its defi-
ciency constitutes an ultra-rare bleeding disorder for which there is no specific and
effective treatment. In this context, transplantation of hepatic cells capable of restor-
ing FV production represents a promising therapeutic alternative. This work therefore
evaluated whether mouse hepatic progenitor cells (oval cells, OC), cultured in 2D
monolayer and 3D spheroids, and hepatocytes differentiated from them (DFOC) in
2D monolayer, present a potential application in cell therapy for this deficiency. Their
morphology, viability and hepatic functionality (urea synthesis, albumin secretion and
FV activity) were analyzed. OC and DFHOC displayed morphological and functional
characteristics compatible with their respective cell types, maintained high viability
and showed sustained FV activity, making them candidates of interest for the further
development of this therapy.

2. PALABRAS CLAVE/KEYWORDS
Deficiencia de factor V, terapia celular, cultivo 2D, esferoides, células ovales, hepato-

citos diferenciados, caracterizacion funcional.

Factor V deficiency, cell therapy, 2D culture, spheroids, oval cells, differentiated

hepatocytes, functional characterisation.



3. INTRODUCCION

3.1.Hemostasia

La hemostasia es el conjunto de mecanismos por los cuales cesa un sangrado
tras una lesion vascular o dafio endotelial (LaPelusa & Dave, 2023). Este proceso
fisiolégico esta conformado por varios elementos clave, destacando el endotelio vas-
cular, el sistema plaquetario, las proteinas (factores) de la cascada de coagulacién y
el sistema fibrinolitico, que actuan de forma coordinada en una respuesta dividida en

una hemostasia primaria y secundaria (Daneshi et al., 2023).

Como primera respuesta a la lesion, se produce un espasmo vascular que provo-
ca una vasoconstriccion para reducir el flujo sanguineo (Periayah et al., 2017). Esta
lesion expone las fibras de colageno y otros componentes subendoteliales, facilitan-
do la adhesion plaquetaria a través del factor von Willebrand (FvW), desencadenan-
do asi la hemostasia primaria que da lugar a la formacion del trombo primario o
blanco, con el objetivo de sellar mecanicamente la lesién vascular (Hrachovinova,
2018). Se produce consecuentemente la activacién de las plaquetas, que secretan
tromboxano A2 y agonistas plaquetarios (ADP, ATP y serotonina) para amplificar la
sefal y reclutar mas plaquetas (Zaidi & Green, 2019; Hoang & Dowdy, 2024).

La hemostasia secundaria o cascada de la coagulacion resulta en la formacion
de una red de fibrina que estabiliza el trombo primario, formando asi, el trombo rojo
o coagulo de fibrina. Consta de tres vias (extrinseca, intrinseca y comun) activadas
secuencialmente a través de una serie de proteinas llamadas factores de la coagu-
lacion (Semeraro et al., 2025). Su homeostasis se mantiene mediante proteinas in-
hibidoras, entre las que destacan la antitrombina lll, el inhibidor de la via del factor
tisular (TFPI) y las proteinas C, S y Z (Chaudhry et al., 2025).

La via extrinseca o via del factor tisular (FT) se activa cuando el FT, presente en
las células subendoteliales, queda expuesto tras una lesion vascular. El factor VII
(FVII) entra en contacto con el FT y se activa (FVIla). En presencia de calcio (Ca?*) y
fosfolipidos (FL), el FVlla junto al FT, forma el complejo iniciador que activa a los fac-
tores X (FX) y IX (FIX) (Protty et al., 2022).

La via intrinseca o via de amplificacidén se inicia cuando el factor XII (FXIl) entra
en contacto con una superficie que ha quedado cargada negativamente por un dafo
vascular y se activa (FXlla). Este FXlla transforma la precalicreina (Pre-K) unida al

quininégeno de alto peso molecular (HMWK), en calicreina (KK), la cual activa a su



vez mas FXII. Tras esto, el FXlla activa al factor XI (FXI) y este al factor IX (FIX). El
FIX activado (FIXa) se une al factor VIII activado (FVllla), asociado al FvW, para evi-
tar su degradacién. Este FVllla ha sido activado previamente por la trombina para
formar el complejo tenasa junto con el FIXa, Ca?* y FL, activando al factor X (FX)
(De Pablo-Moreno et al., 2022; Park & Park, 2024).

En la activacion del FX comienza la via comun. Es aqui donde interviene el factor
V (FV) que actua como cofactor del FXa, formando el complejo protrombinasa, que
en presencia de FL y Ca?* transforma la protrombina (FIl) en trombina (Flla) (Lam &
Moosavi, 2023). La trombina a su vez convierte el fibrindgeno (Fl) en fibrina (Fla).
Ademas, la trombina, en presencia de Ca?* activa al FXIIl que estabiliza la fibrina

dando lugar finalmente al coagulo de fibrina insoluble (Alshehri et al., 2021).

Para dar por concluida la hemostasia se produce la disolucién del coagulo de fi-
brina a través del proceso de fibrinolisis. La cascada fibrinolitica se inicia con el
plasminégeno, una proenzima circulante que es convertida en plasmina, la cual de-
grada la fibrina en fragmentos solubles, que son degradados principalmente en el
higado. La activacion de la plasmina es catalizada por activadores del plasminégeno
como el activador tisular del plasminégeno (tPA) y la uroquinasa (uPA), que son libe-
rados por las células endoteliales en respuesta a la fibrina y a factores de la coagu-
lacion como FXla, FXlla y KK (Hackner & Rousseau, 2015; Katz & Tadi, 2022).

3.2. Alteraciones de la hemostasia: coagulopatias
Existen multiples alteraciones en el proceso hemostatico que dan lugar a coagu-
lopatias, tanto hipercoagulantes (trastornos tromboéticos) como hipocoagulantes

(trastornos hemorragicos) (LaPelusa & Dave, 2023).

3.2.1. Trastornos trombodticos

Los trastornos trombdticos o trombofilias se caracterizan por una tendencia
anormal a la formacién de coagulos (Hernandez-Giron & Cabrales-Arreola, 2024).
Pueden desencadenarse por mutaciones en proteinas anticoagulantes y factores de
la coagulacion ademas de por factores adquiridos como el uso de farmacos antifibri-
noliticos o la presencia de trastornos autoinmunes (Khider et al., 2022). Destacan la
mutacion del factor V Leiden (mutacion en la proteina FV trombdética), la mutacion
G20210A del gen de la protrombinasa y las deficiencias en proteina C, S y antitrom-
bina Ill (Linnemann & Hart, 2019).



3.2.2. Trastornos hemorragicos

Los trastornos hemorragicos se caracterizan por la ausencia o disfuncion de al-
guno de los componentes del sistema de coagulacién, lo que supone una mayor
tendencia a presentar hemorragias. Se clasifican segun afecten a las proteinas de la

hemostasia primaria o secundaria (De Pablo-Moreno et al., 2023b).

En la hemostasia primaria, principalmente se ven alteradas las plaquetas y el
FvW. Destaca la enfermedad de von Willebrand, provocada por una deficiencia
cuantitativa o cualitativa del FvW que puede ser heredada o adquirida (De Pablo-
Moreno et al., 2022). En la hemostasia secundaria, principalmente se ven afectados
los factores de la coagulacion. Las mas conocidas, a pesar de ser consideradas ra-
ras por su baja prevalencia, son la deficiencia del FVIII (hemofilia A) y del FIX (hemo-
filia B). Aunque existen formas adquiridas, su etiologia es mayoritariamente genética,
teniendo una herencia recesiva ligada al cromosoma X (Okaygoun et al., 2021). A su
vez, existen otras deficiencias menos frecuentes, categorizadas como enfermedades

ultra raras, entre las que se incluye la deficiencia de FV (Stoj et al., 2025).

3.3. Deficiencia de factor V.

La deficiencia del FV, parahemofilia o enfermedad de Owren, es un trastorno
hemorragico ultra raro, descrito por primera vez por Paul Owren en 1947. Este tras-
torno se caracteriza por unos niveles muy bajos o indetectables de FV, o bien por
una actividad funcional del factor reducida. Principalmente se produce por etiologia
genética, aunque también puede presentarse de forma adquirida (Ehtisham et al.,
2021). La deficiencia congénita presenta una incidencia de 1 a 9 casos por cada mi-
lIén de nacidos vivos (Serrano et al., 2021).

El FV humano es una proteina formada por 2.224 aminoacidos compuesta por
una cadena pesada (dominios A1 y A2), y una ligera (dominios A3, C1 y C2), unidas
por un dominio B que se escinde para activarla y dar FVa (Ruben et al., 2021). La
proteina se sintetiza en un 80% en los hepatocitos y en un 20% en los megacarioci-
tos, encontrandose de forma inactiva en el plasma (80%) y en los granulos a de las
plaquetas (20%) (Franchini et al., 2018; Tabibian et al., 2018).

Este factor presenta una funcion tanto coagulante como anticoagulante. Por una
parte, promueve la formacion de trombina al participar en el complejo protrombinasa.
Por otra parte, al inactivarse actua como cofactor en el complejo proteina C activa
(PCA) / proteina S que inactiva al FVllla. Ademas, aumenta la eficacia anticoagulan-



te del TFPI. La inactivacion del FVa se produce mediante la escision del dominio A2
por el complejo PCA / proteina S (Tabibian et al., 2019; De Pablo-Moreno et al.,
2023a).

La deficiencia de FV es una enfermedad de caracter autosémico recesivo,
donde se han descrito mas de 250 mutaciones en el gen F5 que la causan. Este gen
se encuentra en el brazo largo del cromosoma 1, en la posicion q23, y presenta un
peso molecular de 80kb con 26 intrones y 25 exones (De Pablo-Moreno et al.,
2023b). Las mutaciones son variadas siendo las mas frecuentes en el dominio B de
tipo missense (Dorgalaleh et al., 2023). Se pueden dar mutaciones combinadas en
los dos alelos (heterocigoto compuesto), presentando diferentes sintomas en funcion
de la localizacidon y naturaleza de las mismas (Tabibian et al., 2019). La deficiencia
adquirida, menos comun que la congénita, resulta de la produccion de inhibidores
(anticuerpos) contra el FV. Se ha asociado a la exposicion a trombina bovina, ciertos
antibiéticos (en particular B-lactamicos), neoplasias malignas, infecciones y trastor-
nos autoinmunes (Stoj et al., 2025).

La sintomatologia de la deficiencia congénita de FV abarca desde condiciones
asintomaticas hasta sangrados severos (Yang et al., 2022). Los sintomas suelen
aparecer antes de los 6 afios, aunque algunas formas leves pueden no manifestarse
hasta la edad adulta. Destacan las hemorragias en mucosas Yy tejidos blandos, asi
como abundantes sangrados menstruales (Serrano et al., 2022). Las hemorragias
mas severas pueden ser potencialmente fatales y se suelen producir en el tracto di-
gestivo o en el sistema nervioso central (Borhany et al., 2019).

La severidad se clasifica en tres fenotipos posibles segun los niveles de FV circu-
lante en plasma: leve (FV>10%), moderado (1%<FV<10%) y severo (FV<1% o inde-
tectables) (Stoj et al., 2025). Sin embargo, a diferencia de la hemofilia Ay B, la rela-
cion entre el nivel de factor en plasma y la severidad de los sangrados esta parcial-
mente relacionada, aunque de forma general los niveles mas bajos se asocian con

un mayor riesgo en los sangrados (Franchini et al., 2018).

3.3.1. Diagndstico
El diagndstico de la enfermedad comienza con la evaluacion de antecedentes

familiares a partir de la historia clinica y familiar del paciente, ademas de pruebas
rutinarias de coagulacion. El resultado del tiempo de protrombina (TP) y el tiempo de
tromboplastina parcial activada (TTPa) dan valores alargados, pero un tiempo de
trombina (TT) normal, confirmando la alteracion de la via comun de la cascada de
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coagulacién (Stoj et al., 2025). Para discernir entre una deficiencia congénita o la
presencia de inhibidores, se realizan estudios de mezcla con plasma normal; la co-
rreccion de los tiempos de coagulacion sugiere una deficiencia congénita mientras
que la falta de correccion indica la presencia de un inhibidor (Jain & Acharya, 2018).
Para confirmar la deficiencia, se realizan ensayos especificos que cuantifican la fun-
cionalidad del FV por métodos coagulométricos, inmunoensayos enzimaticos (ELI-
SA) o estudios mutacionales para identificar mutaciones (Tabibian et al., 2016; Win-
ter et al., 2017).

3.3.2. Tratamiento

Actualmente no existe un tratamiento especifico ni eficaz para la deficiencia de
FV. Dada su baja incidencia y ante la ausencia de guias clinicas estandarizadas, los
tratamientos —siempre paliativos— se realizan de forma individualizada, adaptando-
se a la gravedad y al tipo de evento hemorragico (Trossaert et al., 2023). El principal
tratamiento disponible se basa en la transfusién de plasma fresco congelado (PFC) o
preparados de plasma como el Octaplas® (Serrano et al., 2022). No obstante, la
administracion reiterada de PFC puede provocar efectos indeseados como infeccio-
nes, reacciones anafilacticas, lesion pulmonar aguda y desarrollo de inhibidores fren-
te a los factores de la coagulacién (Tabibian et al., 2018). Ante la presencia de estos
inhibidores, se puede recurrir a la administracion de transfusiones de plaquetas, ya
que el FV plaquetario es mas dificil de degradar (Drzymalski et al., 2019). En algu-
nos casos se ha documentado el uso del factor VIl recombinante activado (rFVlla),
siendo unicamente efectivo en pacientes que presentan la deficiencia congénita
(Huang & Koerper, 2008). Asimismo, para pacientes que presentan sangrados mo-
derados o que tengan que realizarse cirugias menores se pueden administrar farma-

cos antifibrinoliticos, como el acido tranexamico (Menegatti & Peyvandi, 2019).

3.3.3. Avances para la deficiencia de FV

Al igual que otras enfermedades raras, su investigacion se ha visto muy limitada.
Sin embargo, se han producido diversos avances en la busqueda de un tratamiento
que resulte efectivo y especifico. El progreso se ha traducido en la sintesis de un
factor FV recombinante (SUPERFVa) que resiste a la inactivacién mediada por la PCA.
Este factor presenta una baja inmunogenicidad, ademas de ser seguro, estable y
eficaz. No obstante, este farmaco se encuentra aun en fase preclinica para el trata-

miento de las coagulopatias traumaticas (Joseph et al., 2022). Asimismo, se han



conseguido reprogramar mediante CRISPR/Cas células madre pluripotentes induci-
das (iPSCs) a partir de células somaticas de paciente, que posteriormente fueron
diferenciadas a células similares a hepatocitos (HLC) capaces de producir FV
(Nakamura et al., 2020). A nivel celular, se ha establecido en este laboratorio el pri-
mer modelo celular deficiente en FV en células HepG2 con aproximadamente un
19% de funcionalidad de FV, mediante la generacion de un codén stop a través del
sistema CRISPR/Cas9. A partir de este modelo, y empleando la misma técnica de
edicion génica, se logro restaurar la funcionalidad hasta un 41% de FV en las células
mutadas (Serrano et al., 2022). Recientemente, también en el laboratorio, se ha es-
tablecido el primer modelo animal en ratdn knock-in viable, deficiente en FV, a través
de la introduccion de una mutacién que genera un fenotipo leve en humanos (De
Pablo-Moreno et al., 2025). Ademas, se ha descrito el efecto de un FV mutante trun-
cado, producido de forma inesperada durante el desarrollo de este modelo en ratén,
que se tradujo en un fenotipo fatal con hemorragias graves y muerte perinatal (Mi-

guel-Batuecas et al., 2026).

Estos avances subrayan que el tratamiento de la deficiencia en FV es susceptible
de ser abordado mediante estrategias innovadoras como las terapias avanzadas,
que para otros trastornos hemorragicos como la hemofilia Ay B ya se han consoli-

dado como prometedores.

3.4. Terapias avanzadas para el tratamiento de trastornos hemorragicos

Las terapias avanzadas constituyen un campo novedoso y prometedor para las
coagulopatias, y en concreto, para aquellas que carecen de tratamientos eficaces.
Entre ellas destacan la terapia génica, la terapia celular y la medicina regenerativa
(Rodriguez-Merchan et al.,2021).

3.4.1. Terapia génica

La terapia génica se basa en la modificacion del material genético celular con
el objetivo de corregir la mutacion causante de la enfermedad (Anguela & High,
2019). Esta terapia se puede aplicar mediante dos estrategias: ex vivo, donde las
células del paciente son modificadas in vitro y posteriormente reimplantadas, e in
vivo, en la que se administran directamente los genes “terapéuticos” a través de vec-
tores no virales o virales (High & Roncarolo, 2019). La terapia génica no viral emplea
métodos de transfeccion no virales con el objeto de introducir genes u otros elemen-

tos como son los componentes del sistema de edicion génica CRISPR/Cas, vesicu-



las extracelulares (EV) o nanoparticulas (Adachi et al., 2021; Ediriweera et al., 2021).
Por otra parte, la terapia génica viral se sirve de la capacidad natural de los virus
para infectar células y transferir su genoma que porta una secuencia de interés
(Nathwani, 2022). Los vectores mas empleados son los adenovirus (AV), los virus
adenoasociados (AAV) y los lentivirus (LVV) (Pipe, 2018).

En el caso de los trastornos hemorragicos, en concreto en la hemofilia Ay B,
las estrategias mas avanzadas de terapia génica se basan en los AVV, debido a su
facil uso, su gran capacidad de empaquetamiento y su efectividad (Sharma et al.,
2020; Samelson-Jones & George, 2023). Actualmente, son tres las terapias aproba-
das por la Agencia Europea de Medicamentos (EMA); dos para la hemofilia B y una
para la hemofilia A (SchiBler-Lenz & Hofner, 2024; Dargaud et al., 2025).

3.4.2. Terapia celular

La terapia celular se basa en el uso de células vivas funcionales para reparar vy,
regenerar tejidos dafiados (Pirsadeghi et al., 2024). Estas células se pueden obtener
de los propios pacientes (terapia autdloga), de un donante humano (terapia alogéni-
ca) o incluso de un donante de otra especie (terapia xenogénica) (Galvez et al.,
2011). El tipo celular empleado difiere segun la enfermedad a tratar, pero el objetivo
es el mismo, el de revertir un fenotipo patolégico (Bashor et al., 2022). Para poder
desarrollar este tipo de terapia, en primer lugar, se requieren estudios in vitro en cul-
tivos celulares, para posteriormente realizar estudios preclinicos in vivo en modelos

animales y finalmente trasladarlo a ensayos clinicos en humanos.

La aplicacion en ensayos clinicos en humanos, por el momento, sigue siendo
muy limitada, habiéndose desarrollado unicamente dos terapias: para la hemofilia B
se han empleado linfocitos B del paciente modificados mediante CRISPR/Cas9 para
que secreten de forma continua FIX; y para la hemofilia A células dendriticas tolero-

geénicas autologas para eliminar inhibidores (Xie et al., 2022; Pipe et al., 2024).

3.4.2.1. Modelos de cultivo celular para trastornos hemorragicos

Como candidatos celulares para terapias celulares en trastornos hemorragicos
destacan los de origen hepatico, al ser el higado el principal productor de factores de
la coagulacion (Sokal et al., 2015). Asi, los hepatocitos primarios —hepatocitos ex-
traidos directamente del higado— resultan de especial interés por su capacidad para

sintetizar factores de coagulacion funcionales, a excepcion del FVIII, que es produci-



do principalmente por las células sinusoidales endoteliales hepaticas (LSEC) (Kaur
et al., 2023; Mitani et al., 2024).

El cultivo in vitro en monocapa 2D, en el que las células se adhieren a una super-
ficie y crecen como una unica capa celular, ha sido el sistema de cultivo de referen-
cia en la investigacion hepatica (Roman et al., 2023). Sin embargo, los hepatocitos
primarios en cultivo 2D tienden a perder su fenotipo y funcidén hepatica, debido a
respuestas inflamatorias y proliferativas promovidas tanto por el proceso de aisla-
miento como por la pérdida de las interacciones célula-célula y célula-matriz extrace-
lular (MEC) propias del microambiente hepatico (Heslop etal., 2017; Dall etal.,
2025). Por ello, se ha impulsado la busqueda de fuentes celulares alternativas, asi
como el desarrollo de técnicas de cultivo que representen de forma mas realista el

entorno in vivo de las células.

Por una parte, entre los tipos celulares estudiados, han cobrado relevancia las
células madre mesenquimales (MSCs), por ser facilmente aislables a partir de dife-
rentes tejidos y tener baja inmunogenicidad; también, las células madre pluripotentes
inducidas (iPSCs) que se pueden obtener a partir de células somaticas. Ambos tipos
celulares resultan de interés ya que son capaces de diferenciarse a linajes hepati-
cos, produciendo factores funcionales de la coagulacién. Las iPSCs por poderse ob-
tener de células somaticas del propio paciente, corregirse mediante CRISPR/Cas9 y
diferenciarse en células similares a hepatocitos (HLC) (Sokal et al., 2015; Nakamura
et al.,2020) son las mas esperanzadoras. Asimismo, las células precursoras hepati-
cas, también denominadas células ovales (CO), representan otro tipo celular que
podria resultar de interés. Estas células son capaces de diferenciarse tanto en hepa-
tocitos como en colangiocitos (células epiteliales que recubren los conductos biliares
intra y extrahepaticos), activandose y proliferando en respuesta a un dano hepatico
donde la capacidad proliferativa de los hepatocitos se ve comprometida (Olivera-
Salazar et al., 2024). En el caso de las CO, hasta el momento, no existen estudios
aplicados a coagulopatias, sin embargo, han demostrado mejorar la funcion hepatica
y prolongar la supervivencia en modelos de trasplante en roedores (Li et al., 2013).
Por otra parte, se han desarrollado técnicas que favorecen el cultivo de hepatocitos
a largo plazo, preservando su morfologia poligonal y funciones hepaticas caracteris-
ticas, como la secrecion de albumina y sintesis de urea. Entre ellas destacan el culti-

vo en sandwich de colageno, el uso de hidrogeles de distinta composicion, y los co-



cultivos con células no parenquimatosas del higado (células de Kupffer, células es-

trelladas y células endoteliales) (Padberg et al., 2021; Kaur et al., 2023).

Con el avance de la tecnologia, se han desarrollado técnicas tridimensionales
(3D) donde las células crecen formando agregados de multiples capas celulares,
ofreciendo asi un mejor acercamiento a la morfologia, funcionalidad y sefalizacion
celular in vivo (Lee et al., 2023). Estas técnicas 3D pueden emplear soportes (scaf-
fold based) o no depender de ellos (scaffold free), siendo esta ultima la base de los
esferoides hepaticos, aproximacién muy extendida debido a su relativa sencillez
(Klaas et al., 2021). Los esferoides estan formados por agregados de uno o varios
tipos celulares que no se autoorganizan, y que han demostrado mantener la funcio-
nalidad hepatica durante semanas (Kaur et al., 2023). Se ha referenciado la capaci-
dad de los esferoides de hepatocitos derivados de MSCs de la decidua de placenta
humana para producir FV in vitro. Asimismo, esferoides de MSCs de pulpa dental
diferenciadas a tipo hepatocito lograron reducir el tiempo de sangrado en ratones
deficientes en FVIII (Takahashi et al., 2019; Serrano et al., 2021).

Sin embargo, existen otras técnicas mas complejas como son los organoides,
formados por la autoorganizacion de células que reproducen la arquitectura del teji-
do original. Se han obtenido organoides mediante la co-diferenciacion de cuatro ti-
pos de progenitores hepaticos derivados de iPSCs humanas, capaces de corregir in
vitro los tiempos de coagulacion en plasma de pacientes deficientes en los factores
V, VIII, IX 'y XI. Ademas, empleando estos organoides se corrigio el fenotipo grave de
hemofilia A en un modelo de raton durante ocho semanas (Saiki et al., 2025). Por
otro lado, se encuentran los sistemas dinamicos como los biorreactores y los 6rga-
nos en un chip (OAC), que al aplicar estimulos mecanicos, fisicos y quimicos pro-
longan la viabilidad de los hepatocitos (Terrell et al., 2020; Zhang et al., 2021). Por
ultimo, la técnica mas novedosa se basa en la bioimpresion 3D, en la que se deposi-
tan distintos tipos celulares (hepatocitos, LSEC Yy fibroblastos) empleando biotintas

especificas que permiten recrear tejidos hepaticos funcionales (Kaur et al., 2023).

Todas estas técnicas permiten mejorar la funcionalidad de los hepatocitos prima-
rios, y de las anteriores células descritas, lo que se traduce en una aplicacion directa
en modelos in vitro e in vivo para distintos trastornos hemorragicos. Asi, estas técni-
cas avanzadas sientan las bases de un campo novedoso en terapias celulares para

el tratamiento de diferentes coagulopatias, como es la deficiencia en FV.
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3.5.JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

A diferencia de otras coagulopatias, la deficiencia de FV continua sin tener un tra-
tamiento especifico y eficaz, reflejo de la falta de investigacion por su caracter ultra
raro. Debido a esto, surge la necesidad de desarrollar nuevas terapias con enfoques
innovadores, como la terapia celular basada en el trasplante de hepatocitos o sus
precursores, que ha demostrado resultados prometedores en estudios preclinicos de

otros trastornos hemorragicos.

En el contexto del desarrollo de una terapia celular es necesario realizar ensayos
preclinicos previos tanto in vitro (células) como in vivo (modelo animal). Para ello, se
requiere optimizar el cultivo de la célula diana, garantizando que las células conser-
van su funcionalidad. En el caso de la deficiencia de FV, serian los hepatocitos pri-
marios las células de eleccion, ya que son capaces de sintetizar y secretar FV fun-
cional. Sin embargo, en cultivo in vitro, su aplicacion se ve limitada por su tendencia
a perder su fenotipo funcional. Por ello, células progenitoras —como las células ova-
les—, asi como hepatocitos diferenciados a partir de estas, resultan de especial inte-
rés en este contexto. No obstante, en el caso de las células ovales, hasta el momen-
to no existen estudios que avalen su aplicacion para la deficiencia de FV ni para

otras coagulopatias.

Asi, en el presente trabajo se establecid como objetivo principal determinar si las
células precursoras hepaticas (CO) de ratén (en cultivo monocapa 2D y 3D esferoi-
des), y hepatocitos diferenciados de las mismas (en cultivo en monocapa 2D), pue-
den tener una aplicacion potencial en trasplante celular en un modelo de ratén defi-

ciente en FV. Para ello, se establecieron los siguientes objetivos especificos:

l. Identificar el fenotipo celular mediante la observacion microscopica de las
caracteristicas morfoldgicas de las células, con el fin de verificar el correc-
to establecimiento y pureza del cultivo.

1. Determinar la viabilidad celular a través del ensayo de exclusion con colo-
rante azul de tripan para asegurar la calidad de la muestra experimental.

1. Evaluar la funcionalidad hepatica de los cultivos mediante la cuantificacion
de biomarcadores metabdlicos (sintesis de albumina y urea) y la determi-

nacion de la actividad de FV.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1.Lineas celulares

Los experimentos se llevaron a cabo con dos lineas celulares. Por un lado, célu-
las progenitoras de higado de ratdén o células ovales (CO) de la cepa C57BL/6J, ce-
didas por el laboratorio de Nuevas Terapias del Instituto de Investigacion Sanitaria de
la Fundacién Jiménez Diaz; y por otro lado, hepatocitos diferenciados de las células
ovales (HDCO), obtenidos a partir de un protocolo previamente publicado (Olivera-
Salazar et al., 2024).

4.2.Diseino de estudio

Se realiz6é un cultivo de ambas lineas celulares en monocapa 2D y un cultivo de
CO en 3D esferoides durante 21 dias. En los dias 0 (DO0), 3 (D3), 6 (D6), 9 (D9), 14
(D14) y 21 (D21) se evalud la viabilidad celular mediante un ensayo de exclusion de
colorante con azul tripan y, se analizaron tres marcadores de funcionalidad (sintesis
de urea, secrecién de albumina y actividad de FV), empleando el secretoma celular

como muestra (n=3).

Para el cultivo en monocapa 2D de las CO se sembraron placas de 6 pocillos
pretratadas con colageno de tipo | de cola de rata (Gibco, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EE. UU.) a una densidad de 40.000 células/pocillo (n=3). Por otro par-
te, para el cultivo 3D, se cultivaron esferoides en placas con micro pocillos de fijacion
ultra baja (Corning Inc., Corning, NY, EE. UU.) a una densidad de 8.000 célu-
las/pocillo y 4.000 células/pocillo (n=3 en cada caso). Para la diferenciacion de las
HDCO se sembraron CO a una densidad 10° células/pocillo en monocapa 2D en
placas pretratadas con colageno de tipo | de cola de rata (Gibco, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, EE. UU.). Se establecieron asi cuatro grupos experimentales:
CO 2D (células ovales en monocapa 2D), CO 3D-G (esferoides grandes, 8.000 célu-
las/pocillo), CO 3D-P (esferoides pequerios, 4.000 células/pocillo) y HDCO (hepato-
citos diferenciados de células ovales en monocapa 2D).

4.3.Condiciones de cultivo

Se utiliz6 como medio de cultivo E de Williams (Gibco, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, EE. UU.) con FBS (10%) (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE.
UU.), Zellshield (1%) (Minerva Biolabs, Berlin, Germany), HEPES (0,02M) (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE. UU.), piruvato sédico (1mM) (Sigma-Aldrich,
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St. Louis, MO, EE. UU.), NaHCOs (17,6mM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.),
D-glucosa (14mM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.), L-glutamina (2mM)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.), nicotinamida (10mM) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EE. UU.), acido ascorbico (0,2mM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.
UU.). Este medio completo se suplementd con dexametasona (100nM), factor epite-
lial de crecimiento de ratén (mEGF) (10ug/ml), factor de crecimiento de hepatocitos
de raton (mHGF) (10 pg/ml), e insulina-transferrina-selenio (ITS) (1x) (Gibco, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, EE. UU.); renovandolo dos veces por semana. Todos los

cultivos se mantuvieron a 37°C con un 5% de COa.

4.4.Diferenciacién de CO

La diferenciacion de las CO a HDCO se llevo a cabo siguiendo un protocolo pre-
viamente publicado (Olivera-Salazar et al., 2024). Se sembraron 10° células/pocillo
de CO y se mantuvieron a 37°C y 5% de COz2 con el medio suplementado previa-
mente descrito. A las 24 horas se remplaz6 el medio por medio completo al 1% de
dimetil suféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE. UU.) durante 4 dias. Poste-
riormente, se reemplazoé el medio con DMSO por medio completo con 2,5mM de bu-
tirato sodio (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE. UU.) durante 6 dias. Por ultimo, se retir6 el
medio y se afadid medio completo con 10ng/mL de mHGF (Gibco, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, EE. UU.) durante 6 dias. Se realizaron cambios de medio dos

veces por semana manteniendo las condiciones en cada caso.

4.5.Estudio de la morfologia celular

Para realizar el estudio de la morfologia celular se llevé un seguimiento de los
cultivos con un microscopio invertido LEICA DMIL LED (Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemania) tomando fotografias con una camara digital LEICA Flexacam c5 en los
diferentes dias de experimentos para visualizar la forma y el tamafo celular en todos
los casos, empleando para ello el software Leica Microsistems Enersight. Se compa-
ré el tamano de los esferoides grandes y pequefios, midiendo el diametro a través

del programa ImagedJ (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EE.UU.).

En el caso de la diferenciacion a HDCO, una vez concluido el protocolo de dife-
renciacion, y trascurridos los 21 dias de cultivo, se realizaron dos tinciones histoqui-
micas sobre citologia histolégica para verificar la diferenciacién. Por un lado, se

realiz la tincion de acido periodico de Schiff (PAS) para identificar la presencia de
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glucégeno intracelular, caracteristica propia de los hepatocitos. Por otra parte, la tin-
cion de May-Grunwald-Giemsa (MGG) para evaluar la morfologia de las células. La
preparacion de los frotis se llevo a cabo mediante extension del cultivo sobre un por-
taobjetos. Tras fijarlos con metanol durante 10 minutos se realizaron de forma seria-
da las tinciones. Para la tincion PAS se sumergio el portaobjetos en acido periédico
al 1% (Panreac AppliChem ITW Reagents, Barcelona, Espafia) durante 10 minutos,
se enjuagd con agua tibia y se tifnd con reactivo de Schiff (Bio Optica Milano SPA,
Milan, Italia) durante 20 minutos. A continuacion, las muestras se lavaron dos veces
con metabisulfito de potasio al 0,55% (Panreac AppliChem ITW Reagents, Barcelo-
na, Espafa) durante un minuto por lavado, seguido de agua corriente. Finalmente,
se realiz6 una contratincion con hematoxilina de Harris (PanReac AppliChem) duran-
te 30 segundos. Por su parte, la tincion MGG se realizo siguiendo las instrucciones
del fabricante (Casa Alvarez, Madrid, Espafia). Las preparaciones se deshidrataron
mediante concentraciones crecientes de etanol (PanReac AppliChem, Barcelona,
Espafia) y se aclararon con disolvente de aclaramiento citrico. Todos los pasos de
hidratacion y deshidratacion se realizaron con el tintor automatico de portaobjetos
Gemini AS (Panreac AppliChem ITW Reagents, Waltham, Massachusetts, EE. UU.).
Finalmente, se aplicé adhesivo a los portaobjetos y se coloc6 un cubreobjetos CTM6
(Epredia, New Hampshire, EE. UU.) para la conservacion a largo plazo de las mues-
tras.

4.6.Ensayos de viabilidad

Se evaluo la viabilidad celular mediante el ensayo de azul tripan (Gibco, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, EE. UU.). Para ello, las CO se sembraron a una densidad
de 20.000 células/pocillo en placas de 24 pocillos previamente tratada con colageno
de tipo | de cola de rata (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.)
(n=3 por dia de experimento). Asi mismo, tras los 21 dias de cultivo se determino la
viabilidad de los HDCO mediante el mismo ensayo (n=3).

El ensayo se basa en la exclusion del colorante: las células no viables incorporan
azul tripan (0,4%) y se visualizan tefidas de azul, mientras que las células viables
permanecen transparentes. Los cultivos se levantaron con tripsina-EDTA (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE. UU.) obteniendo una suspension celular ho-
mogénea, que se mezcldé 1:1 con el colorante. Posteriormente, se cargaron 10uL en

la camara de Neubauer y se realiz6 el recuento mediante microscopio invertido LEI-
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CA DM IL LED (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) a 10x. La viabilidad se ex-
presd en porcentaje como la proporcion de células vivas frente al total de células

contadas (vivas y muertas).

4.7.Caracterizacion funcional

4.7.1. Ensayo de produccion de urea

Se empled el kit colorimétrico Stanbio Urea Nitrogen (BUN) (Stanbio, Boerne, Te-
xas, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Este ensayo se basé en la
reaccion entre la urea secretada en el medio de cultivo y la diacetil monoxima —
presente en una solucion caustica—, que produce un cambio de color proporcional a
la concentracion de urea en la muestra. Previamente se establecio la dilucion éptima
de la muestra (1:2) evaluando distintas concentraciones del secretoma celular e in-
terpolando los valores en la curva de calibracién del kit. Las muestras diluidas 1:2
con agua destilada se anadieron a los pocillos de la placa del kit (50pl), y se afadie-
ron posteriormente 75ul de los reactivos A y B (soluciones causticas). La placa se
incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Posteriormente,
se midi6 la absorbancia a 450nm empleando un lector de microplacas de ELISA
(MULTISKAN FC PHOTOMETER 357, Thermo Scientific, Waltham, EE. UU.). Para
determinar la concentracion de urea se corrigieron los valores de absorbancia de las
muestras sustrayendo el valor del blanco de medio de cultivo. Posteriormente, las
absorbancias resultantes se interpolaron en la curva de calibracion previamente ob-

tenida.

4.7.2. Ensayo de produccion de albumina

Se realizé un ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA) con el kit
mouse albumin ELISA (ICL Inc, Portland, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del
fabricante. El ensayo se basé en la union especifica de la albumina presente en la
muestra a un anticuerpo inmovilizado en la placa, y su posterior union a un anticuer-
po conjugado con una enzima que emite una sefal colorimétrica directamente pro-
porcional a la cantidad de albumina. Previamente se establecio la dilucion 6ptima de
las muestras (1:100) evaluando distintas concentraciones del secretoma celular e
interpolando los valores en la curva de calibracién del kit. Las muestras se diluyeron
1:100 con el diluyente especificado por el fabricante y se afiadieron 100ul por pocillo.
Después de una incubacion de 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad,

se realizaron 4 lavados con la solucion de lavado previamente preparada. Poste-
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riormente, se anadieron 100ul del conjugado de la enzima-anticuerpo y se incubd
otros 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. A continuacion, se realiza-
ron otros 4 lavados y se afiadieron 100ul de solucion sustrato TMB (3,3',5,5'-
tetrametilbencidina) y se incub6 10 minutos en las mismas condiciones. Por ultimo,
se afiadieron 100ul de la solucion stop y se midié la absorbancia a 450nm emplean-
do un lector de microplacas de ELISA (MULTISKAN FC PHOTOMETER 357, Thermo
Scientific, Waltham, EE. UU.). Las absorbancias se corrigieron empleando un blanco
de medio de cultivo y se interpolaron en la curva de calibracion obtenida previamen-

te, determinando asi la concentracion de albumina en cada muestra.

4.7.3. Actividad de FV
Se realizé un analisis de coagulacion empleando el coagulémetro Start Max Il

(Stago, Barcelona, Espafia) basado en viscosidad con un programa disefiado para
medir actividad de FV, siguiendo las instrucciones del fabricante. El ensayo midio el
tiempo en segundos que tardd la muestra en coagular tras afadir un desencadenan-
te de la via extrinseca de la coagulacion (PTF). Previamente, se determiné la dilu-
cion optima (1:10) ensayando diluciones del secretoma celular e interpolando en una
curva de calibracion construida a partir de un calibrador humano comercial. Se utilizd
plasma deficiente en FV, PTF (con un indice de sensibilidad -ISI- de 1,34) y como
diluyente tampon Owren-Koller (Stago, Barcelona, Espafia). Los reactivos plasma
deficiente en FV y PTF fueron reconstituidos con agua destilada y atemperados du-
rante 30 minutos junto con el Owen-Koller. Una vez reconstituidos, se homogeneiza-
ron y el PTF se precalentd a 37°C durante 3 minutos antes de su uso. Las cubetas
se colocaron en la zona de incubacion con una esfera metalica en su interior y se
precalentaban a 37°C durante 3 minutos. Se afiadieron 50uL de plasma deficiente en
FV y 50uL de la muestra previamente diluida 1:10 con Owen-Koller, incubando la
mezcla durante 60 segundos. Tras la incubacion, se transfirié la cubeta a la zona de
medicion y se afnadié PTF, utilizando la pipeta automatica del coagulometro en la
posicion 2 (100uL). Una vez finalizada la reaccién, al detenerse la esfera metalica,
se registro el tiempo en segundos que tardd en formarse el coagulo en la muestra.
La relacién entre el tiempo y la actividad de FV resulta inversamente proporcional,

de forma que, a mayor tiempo de coagulacion, menor actividad del factor.

Se determin6 a su vez la actividad de FV en porcentaje, a través de curvas de

calibracion especificas para cada grupo celular. Para las CO, se emple6 un pool del
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secretoma celular de los cultivos 2D y 3D, realizando diluciones seriadas 1:2 (1:10,
1:20, 1:40 y 1:80) y estableciendo como valor de referencia del 100% de actividad la
dilucién 1:10. De forma semejante, se construyo la curva de los HDCO empleando
secretoma de este cultivo. Ambas curvas se representaron en escala logaritmica,
enfrentando el logaritmo del porcentaje de actividad frente al logaritmo del tiempo de
coagulacioén, obteniendo asi un modelo de regresion lineal con un ajuste superior a
0,99 en ambos casos. Los tiempos de coagulaciéon previamente medidos se interpo-
laron en estas curvas, determinando asi el porcentaje correspondiente, valor direc-

tamente proporcional a la actividad de FV.

4.8. Analisis estadisticos

El analisis estadistico y la representacion grafica de los datos se realizaron con el
software GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, La Jolla, California, EE.UU.), asi
como la prueba de normalidad de las variables mediante la prueba de Shapiro-Wilk.
Las curvas de calibracion para la sintesis de urea y la secrecion de albumina se ge-
neraron con el software Skanlt™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachu-
setts, EE.UU.), mientras que las curvas de actividad de FV y el ajuste logistico de los
valores de albumina se realizaron con Excel (Microsoft Office 365, Microsoft, Red-
mond, Washington, EE.UU.).

El diametro de los esferoides se comparé mediante una prueba t de Student para
muestras independientes. Los valores se expresaron como la media + desviacion
estandar (SD). Se analizé la viabilidad celular con un analisis de varianza (ANOVA
de un factor), con un analisis post hoc de Tukey. Ademas, se empleo la prueba t de
Student para muestras independientes, evaluando la viabilidad en D21 del cultivo de
CO y HDCO. Los ensayos de funcionalidad relacionados con la secrecién de albu-
mina y la actividad de FV se analizaron mediante un ANOVA de dos factores con
medidas repetidas, evaluando el efecto del tiempo (dias), el tipo de cultivo (2D vs.
3D) y la interaccion entre ambos factores. Se aplicd la correccién de Geisser-
Greenhouse y un analisis post hoc de Tukey. Ademas, los valores de produccién de
albumina se ajustaron al crecimiento de las CO mediante un modelo de crecimiento
logistico. Los resultados obtenidos de los ensayos de viabilidad, secrecion de albu-
mina y actividad de FV se expresaron como la media * desviacion estandar (SD),
para n=3 por tipo celular y dia. En todos los analisis se establecié un nivel de signifi-

caciéon de p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1.Morfologia

Mediante observacion microscopica se identificaron las principales caracteristicas
morfologicas de los cultivos establecidos. Tanto los esferoides grandes (CO 3D-G)
como los pequenos (CO 3D-P) presentaron una distribucién uniforme en los micro
pocillos, con una morfologia esférica, compacta y bordes exteriores definidos (Figu-
ra1Ay 1B).

Figura 1. Microfotografia en D3 de los cultivos celulares 3D. A) Esferoides pequefios (CO 3DP)
(10x). B) Esferoides grandes (CO 3DG) (10x).

Ademas, los esferoides grandes presentaron un diametro significativamente ma-

yor que los pequenos (p<0,05) (Figura 2).
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Figura 2. Diametro de los esferoides grandes (CO 3D-G) y pequeios (CO 3D-P) en D3. Los valo-
res se expresaron en um £ SD. *(p<0,05).

Las células cultivadas en monocapa 2D presentaron un patron de crecimiento en
mosaico, propio de células epiteliales y caracterizado por la agrupacién estrecha de
células con bordes intercelulares bien definidos. Las CO 2D mostraron inicialmente
una confluencia parcial (DO y D3), observandose prolongaciones citoplasmaticas

entre células adyacentes hasta alcanzar una confluencia del 100% (D21). Estas cé-
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lulas mostraron un nucleo redondeado, pequefio tamafio y elevada relaciéon nucleo-
citoplasma, morfologia caracteristica de células progenitoras hepaticas (Figura 3A).
En los HDCO se observé una mayor confluencia celular debido a la elevada densi-
dad de siembra, observandose heterogeneidad de tamafios, células con un tamafo
mayor y morfologia mas poligonal que las CO, compatible con la propia de hepatoci-
tos (Figura 3B).

Figura 3. Microfotografia en D3 de los cultivos celulares 2D. A) Células ovales 2D (CO 2D) (10x).
B) Hepatocitos diferenciados de CO (HDCO 2D) (10x).

Para confirmar la diferenciacion de CO en HDCO, se llevaron a cabo dos tincio-
nes, PAS y MGG, sobre citologias celulares. La tincion PAS resulté positiva, revelan-
do la presencia de glucogeno intracelular (Figura 4A). Por otra parte, la tincion MGG
mostré células de gran tamafo con un citoplasma mas abundante, un nucleo defini-
do e intensamente tefiido, ademas de vacuolizacién citoplasmatica sin desplaza-
miento nuclear, compatible con la morfologia de un hepatocito. Asi mismo, se obser-
varon ceélulas de menor tamafio, con nucleos redondeados, intensamente tefiidos y
con una relacién nucleo-citoplasma elevada, compatibles con CO en diferentes es-

tados de diferenciacién (Figura 4B).

A B =
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Figura 4. Verificacion de la diferenciacion a HDCO mediante tinciones histoquimicas. A) Tincién
PAS positiva con inclusion de glucégeno (flecha naranja) (400x). B) Tincion de MGG, dénde se obser-
van CO en distintos grados de diferenciacion, incluyendo células de mayor tamafo con morfologia
compatible con hepatocitos (flecha naranja) (400x).
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5.2.Viabilidad

No se observaron diferencias significativas del porcentaje de viabilidad de las CO
en ningun de los tiempos analizados (p>0,05 en todos los casos) (Figura 5A). La
viabilidad se mantuvo elevada y constante a lo largo del tiempo de cultivo, con valo-
res superiores al 93%. Por otra parte, al comparar la viabilidad de las CO a D21
(97,24 £ 0,55%) con la de los HDCO (88,07 + 2,54%), se observé una disminucion
significativa en estas ultimas (p<0,05) (Figura 5B).

A 150- B 150-
100+ 1004
X X
50 50 mm HDCO
0 | T I I T | 0-
0 3 6 9 14 21 21 21
Dias Dia

Figura 5. Viabilidad del cultivo. A) Viabilidad de las CO durante el tiempo de cultivo. B) Viabilidad de
las CO y HDCO en D21. Todos los valores se expresaron en porcentaje + SD. *(p<0,05).

5.3.Caracterizacion funcional

5.3.1. Sintesis de urea

Todos los valores obtenidos en el ensayo de la sintesis de urea fueron inferiores
al del medio de cultivo empleado como blanco, por lo que no se pudo confirmar la

presencia de urea secretada por ninguno de los tipos celulares analizados.

5.3.2. Secrecién de albumina

Las CO 2D mostraron un incremento progresivo de la secrecion de albumina (Fi-
gura 6). Las comparaciones temporales fueron significativas en todos los casos
(p<0,05), excepto entre DO vs. D6 y D3 vs. D6 (p>0,05). En D9 y D14, la secrecion
de albumina de CO 2D fue significativamente mayor en comparacion con los cultivos
CO 3D-P y HDCO (p<0,05). Por el contrario, los esferoides y los HDCO mantuvieron
unos niveles de secrecion de albumina muy reducidos, con un aumento en D21,
siendo este significativo en los CO 3D-G respecto a D14 y en los HDCO respecto a
DO, D3, D6, D9 y D14 (p<0,05). Entre los esferoides grandes y pequefios no se ob-

servaron diferencias significativas (p>0,05).
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Figura 6. Secrecion de albumina. Produccién de albumina en los cuatro grupos experimentales (CO
2D, CO 3D-G, CO 3D-P y HDCO) a lo largo del tiempo de cultivo. Los datos se expresaron en
pg/millén de células £ SD. *(p<0,05).

5.3.3. Actividad de FV

Los cuatro grupos celulares mostraron una evolucion temporal similar en la acti-
vidad de FV (Figura 7). Tanto el tiempo de coagulacion (segundos) como el porcen-
taje de actividad mostraron diferencias significativas entre DO y todos los puntos
temporales posteriores, asi como entre D3 y D9, evidenciando un descenso inicial
entre DO y D3 seguido de una fase de estabilizacion hasta el final del cultivo. Los
distintos tipos celulares mostraron valores de tiempo de coagulacién comprendidos
entre 26,08 + 1,05 sy 29,99 + 0,83 s, con porcentajes de actividad de FV entre 111,5
1+ 10,81 % y 206,2 + 34,45 %.
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Figura 7. Actividad de FV. Actividad de FV de los cuatro grupos experimentales (CO 2D, CO 3D-G,
CO 3D-P y HDCO) a lo largo del tiempo de cultivo. Los datos se expresaron como media + desviacion
estandar en segundos (A) y porcentaje (B). *(p<0,05).
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6. DISCUSION

El presente trabajo ha evaluado la aplicabilidad potencial de células precursoras
hepaticas de raton (células ovales, CO), cultivadas en monocapa 2D y esferoides
3D, asi como de hepatocitos diferenciados a partir de estas (HDCO) en monocapa
2D, como candidatos para futuros trasplantes en un modelo de raton deficiente en
FV. Este trabajo se enmarca dentro de la linea de investigacion del laboratorio sobre
Terapia Celular para el déficit de factor V de la coagulacién. Se trata de un trastorno
hemorragico humano ultra raro que no tiene un tratamiento especifico y eficaz. Para
ello, se llevo a cabo una caracterizacion morfolégica mediante microscopia optica,
un estudio de viabilidad y de funcionalidad celular metabdlica en cuanto a la sintesis

de urea, la secrecién de albumina y la medida de actividad de FV.

Morfolégicamente, en cultivo 2D ambos tipos celulares presentaron un crecimien-
to en “mosaico” caracteristico de células epiteliales (Kikuchi et al., 2025). Las CO en
monocapa mostraron a lo largo del cultivo las caracteristicas propias de células pro-
genitoras hepaticas: tamafo pequefo, alta relacion nucleo-citoplasma y nucleo ova-
lado (Bria et al., 2017). Por su parte, los esferoides mantuvieron la morfologia esféri-
ca caracteristica del formato 3D. Ademas, los esferoides grandes presentaron un
tamano significativamente mayor que los pequefios, lo que resulta coherente con la
mayor densidad de siembra, 8.000 células/pocillo frente a 4.000 células/pocillo. Los
HDCO presentaron mayor heterogeneidad en la morfologia, con bordes mas poligo-
nales y mayor tamafio. La tincion GMM reconfirmé esta heterogeneidad, observan-
dose desde fenotipos propios de las CO hasta fenotipos compatibles con un hepato-
cito, confirmado ademas por la tincidon PAS positiva, que mostré inclusiones intrace-
lulares de glucdgeno, caracteristica del hepatocito maduro (Scheers et al., 2012;
Kikuchi et al., 2025). Sin embargo, se ha documentado que las CO constituyen de
por si una poblacion fenotipicamente heterogénea, que abarca desde fenotipos in-
maduros hasta colangiocitos maduros y hepatocitos intermedios (Olivera-Salazar et
al., 2024). Debido a esto no es posible descartar que parte de la variabilidad obser-
vada se deba a esta condicién inherente de las CO, y que, la heterogeneidad fenoti-
pica haya contribuido a la variabilidad observada entre pocillos en los ensayos fun-
cionales, condicionando asi una distribucién desigual de subpoblaciones con diferen-
te capacidad funcional.
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Respecto a la viabilidad, los valores elevados y constantes de las CO reflejaron
la naturaleza proliferativa de células progenitoras (Bria et al., 2017). Los HDCO mos-
traron una viabilidad significativamente inferior al final del cultivo (88,07 + 2,54%).
Esta disminucién podria indicar que las células avanzaron hacia la adquisicion de un
fenotipo hepatico, caracterizado por una menor viabilidad in vitro debido a la reduc-
cion de su capacidad proliferativa y su tendencia a la desdiferenciacion, fendmeno

ampliamente descrito en hepatocitos primarios en cultivo (Dall et al., 2025).

La sintesis de urea resultd indetectable en todos los grupos experimentales. En
el caso de las CO, la ausencia de estudios previos que hayan evaluado su capaci-
dad ureogénica impide determinar si lo observado refleja la incapacidad intrinseca
de estas células para sintetizar urea o si, por el contrario, se deba a la ausencia de
sustratros nitrogenados en el medio de cultivo que activen el ciclo de la urea. Del
mismo modo, en los HDCO, este resultado no implica necesariamente un fracaso en
la diferenciacion, ya que, aunque el ciclo de la urea sea propio de este tipo celular,
sin los sustratos necesarios y, por tanto, sin la activacion del ciclo, no se podria des-

cartar la capacidad ureogénica de ambos tipos celulares.

La secrecion de albumina mostré un patrén diferente entre los grupos experimen-
tales. Las CO cultivadas en monocapa 2D presentaron una produccion progresiva
coherente con su capacidad proliferativa y con la expresion basal de albumina des-
crita para este tipo celular (Olivera-Salazar et al., 2024). Los esferoides de CO y
HDCO, mostraron niveles minimos hasta un aumento en D21, que no llegé a ser
significativo respecto a las CO 2D. En el caso de los esferoides, esta produccion tar-
dia podria explicarse por su diferente dinamica de cultivo, ya que en formato 3D las
células no siguen el crecimiento logistico propio de la monocapa. Sin embargo, no
puede descartarse que con un periodo de cultivo mas prolongado la produccion de
albumina aumentara en estos grupos, pudiendo superar la produccion de las CO 2D,
como se ha descrito en células similares a hepatocitos derivados de células progeni-

toras capaces de diferenciarse en linajes hepaticos (Subramanian et al., 2011).

La actividad de FV fue detectable en todos los grupos celulares a lo largo del cul-
tivo, manteniendo una actividad de capacidad coagulante de aproximadamente 29 s
a partir de D3. La ausencia de diferencias significativas entre estos grupos sugiere

que ni el tipo de cultivo, ni el grado de diferenciacién condicionaron la actividad de
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FV. En comparacién con el tiempo de coagulacién de referencia en plasma de ratdon
(C57BL/6) que es de 25,21 + 1,34 s, los valores de actividad FV se situaron ligera-
mente por encima de este (De Pablo-Moreno et al., 2022). Los resultados sugirieron
que las CO presentan una capacidad intrinseca para producir FV. Ensayos prelimi-
nares del grupo de investigacion (datos aun no publicados) han detectado la presen-
cia intracelular de la proteina FV por Western Blot en estas CO, lo que explicaria los

valores de coagulacion detectados.

La actividad de FV observada constituiria un primer paso favorable para la posi-
ble aplicacion de estas células en una terapia celular para la deficiencia en FV. Co-
mo objetivos futuros, resultaria necesario estandarizar la medicion de FV confirman-
do la presencia de péptidos especificos de FV mediante espectrometria de masas,
complementando asi los resultados funcionales de actividad coagulante y de Wes-
tern Blot que actualmente esta llevando a cabo el equipo de investigacién. Adicio-
nalmente, resultaria de gran interés complementar la caracterizacion funcional con el
analisis de la expresidn génica de marcadores hepaticos clave como la albumina o
CPS1, a través de gRT-PCR o inmunotincién, asi como ampliar el periodo de cultivo
para evaluar si los esferoides y los HDCO son capaces de alcanzar mayores niveles

de funcionalidad.

7. CONCLUSIONES

PRIMERA. Las células ovales precursoras de hepatocitos, tanto en cultivo 2D como
3D, resultan adecuadas para su uso como células diana para terapia celular, por
presentar una morfologia caracteristica de células progenitoras hepaticas, una viabi-
lidad alta, capacidad intrinseca de secrecion de albumina y actividad de FV similar a

la fisiolégica en ratones.

SEGUNDA. El protocolo de diferenciacion permite obtener hepatocitos que muestran
caracteristicas morfologicas y funcionales propias de hepatocitos, si bien son nece-
sarios estudios adicionales de expresion génica de marcadores hepaticos que con-

firmen el proceso de diferenciacion.

TERCERA. La ausencia de urea detectable en las condiciones empleadas podria
relacionarse con la falta de productos nitrogenados en el medio de cultivo, por lo que
este resultado no permite descartar la capacidad ureogénica de las células ovales y
los hepatocitos derivados.
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CUARTA. Las células ovales y los hepatocitos derivados pueden ser candidatos ce-
lulares de interés en el desarrollo de una terapia celular para la deficiencia de factor

V, estableciendo un punto de partida para estudios futuros que asi lo confirmen.
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