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1. RESUMEN/ABSTRACT 

El factor V (FV) es una proteína sintetizada principalmente en el hígado que re-

sulta esencial en la hemostasia. Su deficiencia se traduce en un trastorno hemorrá-

gico ultra raro sin un tratamiento específico y eficaz. En este contexto, el trasplante 

de células hepáticas con capacidad para restaurar la producción de FV constituye 

una alternativa terapéutica prometedora. Por ello, este trabajo evaluó si las células 

progenitoras de hígado (células ovales, CO) de ratón, en cultivo monocapa 2D y es-

feroides 3D, y los hepatocitos diferenciados de las mismas (HDCO) en monocapa 

2D, presentan una aplicación potencial en una terapia celular para esta deficiencia. 

Se analizó su morfología, viabilidad y funcionalidad hepática (síntesis de urea, se-

creción de albúmina y actividad de FV). Las CO y las HDCO mantuvieron caracterís-

ticas morfológicas y funcionales compatibles con sus tipos celulares, presentando 

una actividad de FV sostenida, así 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, caracterización funcional. 

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

hepatocytes, functional characterisation. 
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3. INTRODUCCIÓN 

3.1. Hemostasia 

La hemostasia es el conjunto de mecanismos por los cuales cesa un sangrado 

tras una lesión vascular o daño endotelial (LaPelusa & Dave, 2023). Este proceso 

fisiológico está conformado por varios elementos clave, destacando el endotelio vas-

cular, el sistema plaquetario, las proteínas (factores) de la cascada de coagulación y 

el sistema fibrinolítico, que actúan de forma coordinada en una respuesta dividida en 

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

Como primera respuesta a la lesión, se produce un espasmo vascular que provo-

ca una vasoconstricción para reducir el flujo sanguíneo (Periayah et al., 2017). Esta 

lesión expone las fibras de colágeno y otros componentes subendoteliales, facilitan-

do la adhesión plaquetaria a través del factor von Willebrand (FvW), desencadenan-

do así la hemostasia primaria que da lugar a la formación del trombo primario o 

blanco, con el objetivo de sellar mecánicamente la lesión vascular (Hrachovinová, 

2018). Se produce consecuentemente la activación de las plaquetas, que secretan 

tromboxano A2 y agonistas plaquetarios (ADP, ATP y serotonina) para amplificar la 

señal y reclutar más plaquetas (Zaidi & Green, 2019; Hoang & Dowdy, 2024). 

La hemostasia secundaria o cascada de la coagulación resulta en la formación 

de una red de fibrina que estabiliza el trombo primario, formando así, el trombo rojo 

o coágulo de fibrina. Consta de tres vías (extrínseca, intrínseca y común) activadas 

secuencialmente a través de una serie de proteínas llamadas factores de la coagu-

lación (Semeraro et al., 2025). Su homeostasis se mantiene mediante proteínas in-

hibidoras, entre las que destacan la antitrombina III, el inhibidor de la vía del factor 

tisular (TFPI) y las proteínas C, S y Z (Chaudhry et al., 2025). 

La vía extrínseca o vía del factor tisular (FT) se activa cuando el FT, presente en 

las células subendoteliales, queda expuesto tras una lesión vascular. El factor VII 

(FVII) entra en contacto con el FT y se activa (FVIIa). En presencia de calcio (Ca2+) y 

fosfolípidos (FL), el FVIIa junto al FT, forma el complejo iniciador que activa a los fac-

tores X (FX) y IX (FIX) (Protty et al., 2022). 

La vía intrínseca o vía de amplificación se inicia cuando el factor XII (FXII) entra 

en contacto con una superficie que ha quedado cargada negativamente por un daño 

vascular y se activa (FXIIa). Este FXIIa transforma la precalicreína (Pre-K) unida al 

quininógeno de alto peso molecular (HMWK), en calicreína (KK), la cual activa a su 
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vez más FXII. Tras esto, el FXIIa activa al factor XI (FXI) y este al factor IX (FIX). El 

FIX activado (FIXa) se une al factor VIII activado (FVIIIa), asociado al FvW, para evi-

tar su degradación. Este FVIIIa ha sido activado previamente por la trombina para 

formar el complejo tenasa junto con el FIXa, Ca2+ y FL, activando al factor X (FX) 

(De Pablo-Moreno et al., 2022; Park & Park, 2024).  

En la activación del FX comienza la vía común. Es aquí donde interviene el factor 

V (FV) que actúa como cofactor del FXa, formando el complejo protrombinasa, que 

en presencia de FL y Ca2+ transforma la protrombina (FII) en trombina (FIIa) (Lam & 

Moosavi, 2023). La trombina a su vez convierte el fibrinógeno (FI) en fibrina (FIa). 

Además, la trombina, en presencia de Ca2+ activa al FXIII que estabiliza la fibrina 

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

Para dar por concluida la hemostasia se produce la disolución del coágulo de fi-

brina a través del proceso de fibrinolisis. La cascada fibrinolítica se inicia con el 

plasminógeno, una proenzima circulante que es convertida en plasmina, la cual de-

grada la fibrina en fragmentos solubles, que son degradados principalmente en el 

hígado. La activación de la plasmina es catalizada por activadores del plasminógeno 

como el activador tisular del plasminógeno (tPA) y la uroquinasa (uPA), que son libe-

rados por las células endoteliales en respuesta a la fibrina y a factores de la coagu-

lación como FXIa, FXIIa y KK (Hackner & Rousseau, 2015; Katz & Tadi, 2022). 

3.2. Alteraciones de la hemostasia: coagulopatías 

Existen múltiples alteraciones en el proceso hemostático que dan lugar a coagu-

lopatías, tanto hipercoagulantes (trastornos trombóticos) como hipocoagulantes 

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

3.2.1. Trastornos trombóticos 

Los trastornos trombóticos o trombofilias se caracterizan por una tendencia 

anormal a la formación de coágulos (Hernández-Girón & Cabrales-Arreola, 2024). 

Pueden desencadenarse por mutaciones en proteínas anticoagulantes y factores de 

la coagulación además de por factores adquiridos como el uso de fármacos antifibri-

nolíticos o la presencia de trastornos autoinmunes (Khider et al., 2022). Destacan la 

mutación del factor V Leiden (mutación en la proteína FV trombótica), la mutación 

G20210A del gen de la protrombinasa y las deficiencias en proteína C, S y antitrom-

bina III (Linnemann & Hart, 2019). 
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3.2.2. Trastornos hemorrágicos  

Los trastornos hemorrágicos se caracterizan por la ausencia o disfunción de al-

guno de los componentes del sistema de coagulación, lo que supone una mayor 

tendencia a presentar hemorragias. Se clasifican según afecten a las proteínas 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 coagulación. Las más 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 etiología 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 

hemorrágico 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 etiología 

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-

llón de nacidos vivos (Serrano et al., 2021). 

El FV humano es una proteína formada por 2.224 aminoácidos 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 

proteína se sintetiza en un 80% en los hepatocitos y en un 20% en los megacarioci-

tos, encontrándose de forma inactiva en el plasma (80%) y en los gránulos α de las 

plaquetas (20%) (Franchini et al., 2018; Tabibian et al., 2018).  

Este factor presenta una función tanto coagulante como anticoagulante. Por una 

parte, promueve la formación de trombina al participar en el complejo protrombinasa. 

Por otra parte, al inactivarse actúa como cofactor en el complejo proteína C activa 

(PCA) / proteína S que inactiva al FVIIIa. Además, aumenta la eficacia anticoagulan-
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te del TFPI. La inactivación del FVa se produce mediante la escisión del dominio A2 

por el complejo PCA / proteína S (Tabibian et al., 2019; De Pablo-Moreno et al., 

2023a). 

 La deficiencia de FV es una enfermedad de carácter autosómico recesivo, 

donde se han descrito más de 250 mutaciones en el gen F5 que la causan. Este gen 

se encuentra en el brazo largo del cromosoma 1, en la posición 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 más 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 síntomas en función 

de la localización y naturaleza de las mismas (Tabibian et al., 2019). La deficiencia 

adquirida, menos común que la congénita, resulta de la producción de inhibidores 

(anticuerpos) contra el FV. Se ha asociado a la exposición a trombina bovina, ciertos 

antibióticos (en particular β-lactámicos), neoplasias malignas, infecciones y trastor-

nos autoinmunes (Stoj et al., 2025).  

La sintomatología de la deficiencia congénita de FV abarca desde condiciones 

asintomáticas hasta sangrados severos (Yang et al., 2022). Los síntomas suelen 

aparecer antes de los 6 años, aunque algunas formas leves pueden no manifestarse 

hasta la edad adulta. Destacan las hemorragias en mucosas y tejidos blandos, así 

como abundantes sangrados menstruales (Serrano et al., 2022). Las hemorragias 

más 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 según 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 A y B, la rela-

ción entre el nivel de factor en plasma y la severidad de los sangrados está parcial-

mente relacionada, aunque de forma general los niveles más bajos se asocian con 

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

3.3.1. Diagnóstico 

El diagnóstico de la enfermedad comienza con la evaluación de antecedentes 

familiares a partir de la historia clínica y familiar del paciente, además de pruebas 

rutinarias de coagulación. 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 alteración de la vía común de la cascada de 



 

6 
 

coagulación (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-

rrección de los tiempos de coagulación sugiere una deficiencia congénita mientras 

que la falta de corrección indica la presencia de un inhibidor (Jain & Acharya, 2018). 

Para confirmar la deficiencia, se realizan ensayos específicos que cuantifican la fun-

cionalidad del FV por métodos coagulométricos, inmunoensayos enzimáticos (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 específico ni eficaz para la deficiencia de 

FV. Dada su baja incidencia y ante la ausencia de guías clínicas estandarizadas, los 

tratamientos —siempre paliativos— se realizan de forma individualizada, adaptándo-

se a la gravedad y al tipo de evento hemorrágico (Trossaert et al., 2023). El principal 

tratamiento disponible se basa en la transfusión de plasma fresco congelado (PFC) o 

preparados de plasma como el Octaplas® (Serrano et al., 2022). No obstante, la 

administración reiterada de PFC puede provocar efectos indeseados como infeccio-

nes, reacciones anafilácticas, lesión pulmonar aguda y desarrollo de inhibidores fren-

te a los factores de la coagulación (Tabibian et al., 2018). Ante la presencia de estos 

inhibidores, se puede recurrir a la administración de transfusiones de plaquetas, ya 

que el FV plaquetario es más difícil de degradar (Drzymalski et al., 2019). En algu-

nos casos se ha documentado el uso del factor VII recombinante activado (rFVIIa), 

siendo únicamente efectivo en pacientes que presentan la deficiencia congénita 

(Huang & Koerper, 2008). Asimismo, para pacientes que presentan sangrados mo-

derados o que tengan que realizarse cirugías menores se pueden administrar fárma-

cos antifibrinolíticos, como el ácido tranexámico (Menegatti & Peyvandi, 2019). 

3.3.3. Avances para la deficiencia de FV 

Al igual que otras enfermedades raras, su investigación se ha visto muy limitada. 

Sin embargo, se han producido diversos avances en la búsqueda de un tratamiento 

que resulte efectivo y específico. El progreso se ha traducido en la síntesis de un 

factor FV recombinante (SUPERFVa) que resiste a la inactivación mediada por la PCA. 

Este factor presenta una baja inmunogenicidad, además de ser seguro, estable y 

eficaz. No obstante, este fármaco se encuentra aún en fase preclínica para el trata-

miento de las coagulopatías traumáticas (Joseph et al., 2022). Asimismo, se han 
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conseguido reprogramar mediante CRISPR/Cas células madre pluripotentes induci-

das (iPSCs) a partir de células somáticas 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 generación de un codón stop a través del 

sistema CRISPR/Cas9. A partir de este modelo, y empleando la misma técnica de 

edición génica, se logró 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 ratón knock-in viable, deficiente en FV, a través 

de la introducción de una mutación que genera un fenotipo leve en humanos (De 

Pablo-Moreno et al., 2025). Además, se ha descrito el efecto de un FV mutante trun-

cado, producido de forma inesperada durante el desarrollo de este modelo en ratón, 

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 hemorrágicos como la hemofilia A y B ya se han consoli-

dado como prometedores.  

3.4. Terapias avanzadas para el tratamiento de trastornos hemorrágicos 

Las terapias avanzadas constituyen un campo novedoso y prometedor para las 

coagulopatías, y en concreto, para aquellas que carecen de tratamientos eficaces. 

Entre ellas destacan la terapia génica, la terapia celular y la medicina regenerativa 

(Rodríguez-Merchán et al.,2021). 

3.4.1. Terapia génica 

La terapia génica se basa en la modificación del material genético celular con 

el objetivo de corregir la mutación 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 transfección no virales con el objeto de introducir genes u otros elemen-

tos como son los componentes del sistema de edición génica CRISPR/Cas, vesícu-
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las extracelulares (EV) o nanopartículas (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 más empleados son los adenovirus (AV), los virus 

adenoasociados (AAV) y los lentivirus (LVV) (Pipe, 2018).  

En el caso de los trastornos hemorrágicos, en concreto en la hemofilia A y B, 

las estrategias más avanzadas de terapia génica se basan en los AVV, debido a su 

fácil 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 (Schüßler-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 y, 

regenerar tejidos dañados (Pirsadeghi et al., 2024). Estas células se pueden obtener 

de los propios pacientes (terapia autóloga), de un donante humano (terapia alogéni-

ca) o incluso de un donante de otra especie (terapia xenogénica) (Gálvez et al., 

2011). El tipo celular empleado difiere según la enfermedad a tratar, pero el objetivo 

es el mismo, el de revertir un fenotipo patológico (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 preclínicos in vivo en modelos 

animales y finalmente trasladarlo a ensayos clínicos en humanos.  

La aplicación en ensayos clínicos en humanos, por el momento, sigue siendo 

muy limitada, habiéndose desarrollado únicamente 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 dendríticas tolero-

génicas autólogas para eliminar inhibidores (Xie et al., 2022; Pipe et al., 2024). 

3.4.2.1. Modelos de cultivo celular para trastornos hemorrágicos 

Como candidatos celulares para terapias celulares en trastornos hemorrágicos 

destacan los de origen hepático, al ser el hígado el principal productor de factores de 

la coagulación (Sokal et al., 2015). Así, los hepatocitos primarios —hepatocitos ex-

traídos directamente del hígado— resultan de especial interés por su capacidad para 

sintetizar factores de coagulación funcionales, a excepción del FVIII, que es produci-
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do principalmente por las células sinusoidales endoteliales hepáticas (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 única capa celular, ha sido el sistema de cultivo de referen-

cia en la investigación hepática (Roman et al., 2023). Sin embargo, los hepatocitos 

primarios en cultivo 2D tienden a perder su fenotipo y función hepática, 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 hepático (Heslop et al., 2017; Dall et al., 

2025). Por ello, se ha impulsado la búsqueda de fuentes celulares alternativas, así 

como el desarrollo de técnicas de cultivo que representen de forma más 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 fácilmente 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 somáticas.  Ambos tipos 

celulares resultan de interés ya que son capaces de diferenciarse a linajes hepáti-

cos, produciendo factores funcionales de la coagulación. Las iPSCs por poderse ob-

tener de células somáticas 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 más esperanzadoras. Asimismo, las células precursoras hepáti-

cas, también denominadas células ovales (CO), representan otro tipo celular que 

podría 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 extrahepáticos), activándose y proliferando en respuesta a un daño hepático 

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 coagulopatías, sin embargo, han demostrado mejorar la función hepática 

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 morfología poligonal y funciones hepáticas caracterís-

ticas, como la secreción de albúmina y síntesis de urea. Entre ellas destacan el culti-

vo en sándwich de colágeno, el uso de hidrogeles de distinta composición, y los co-
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cultivos con células no parenquimatosas del hígado (células de Kupffer, células es-

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

Con el avance de la tecnología, se han desarrollado técnicas tridimensionales 

(3D) donde las células crecen formando agregados de múltiples capas celulares, 

ofreciendo así un mejor acercamiento a la morfología, funcionalidad y señalización 

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 última la base de los 

esferoides hepáticos, aproximación muy extendida debido a su relativa sencillez 

(Klaas et al., 2021). Los esferoides están formados por agregados de uno o varios 

tipos celulares que no se autoorganizan, y que han demostrado mantener la funcio-

nalidad hepática 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 más complejas como son los organoides, 

formados por la autoorganización de células que reproducen la arquitectura del teji-

do original. Se han obtenido organoides mediante la co-diferenciación de cuatro ti-

pos de progenitores hepáticos derivados de iPSCs humanas, capaces de corregir in 

vitro los tiempos de coagulación en plasma de pacientes deficientes en los factores 

V, VIII, IX y XI. Además, empleando estos organoides se corrigió el fenotipo grave de 

hemofilia A en un modelo de ratón durante ocho semanas (Saiki et al., 2025). Por 

otro lado, se encuentran los sistemas dinámicos como los biorreactores y los órga-

nos en un chip (OAC), que al aplicar estímulos mecánicos, físicos y químicos pro-

longan la viabilidad de los hepatocitos (Terrell et al., 2020; Zhang et al., 2021). Por 

último, la técnica más novedosa se basa en la bioimpresión 3D, en la que se deposi-

tan distintos tipos celulares (hepatocitos, LSEC y fibroblastos) empleando biotintas 

específicas que permiten recrear tejidos hepáticos 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 aplicación directa 

en modelos in vitro e in vivo para distintos trastornos hemorrágicos. Así, estas técni-

cas avanzadas sientan las bases de un campo novedoso en terapias celulares para 

el tratamiento de diferentes coagulopatías, como es la deficiencia en FV. 
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3.5. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 

A diferencia de otras coagulopatías, la deficiencia de FV continúa sin tener un tra-

tamiento específico y eficaz, reflejo de la falta de investigación por su carácter 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 preclínicos de 

otros trastornos hemorrágicos.  

En el contexto del desarrollo de una terapia celular es necesario realizar ensayos 

preclínicos 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, serían los hepatocitos pri-

marios las células de elección, ya que son capaces de sintetizar y secretar FV fun-

cional. Sin embargo, en cultivo in vitro, su aplicación se ve limitada por su tendencia 

a perder su fenotipo funcional. Por ello, células progenitoras —como las células ova-

les—, así 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 aplicación para la deficiencia de FV ni para 

otras coagulopatías. 

Así, en el presente trabajo se estableció como objetivo principal determinar si las 

células precursoras hepáticas (CO) de ratón (en cultivo monocapa 2D y 3D esferoi-

des), y hepatocitos diferenciados de las mismas (en cultivo en monocapa 2D), pue-

den tener una aplicación potencial en trasplante celular en un modelo de ratón defi-

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

I. Identificar el fenotipo celular mediante la observación microscópica de las 

características morfológicas de las células, con el fin de verificar el correc-

to establecimiento y pureza del cultivo.  

II. Determinar la viabilidad celular a través del ensayo de exclusión con colo-

rante azul de tripán para asegurar la calidad de la muestra experimental. 

III. Evaluar la funcionalidad hepática de los cultivos mediante la cuantificación 

de biomarcadores metabólicos (síntesis de albúmina y urea) y la determi-

nación de la actividad de FV. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1. Líneas celulares  

Los experimentos se llevaron a cabo con dos líneas celulares. Por un lado, célu-

las progenitoras de hígado de ratón o células ovales (CO) de la cepa C57BL/6J, ce-

didas por el laboratorio de Nuevas Terapias del Instituto de Investigación Sanitaria de 

la Fundación Jiménez Díaz; 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. Diseño de estudio 

Se realizó un cultivo de ambas líneas celulares en monocapa 2D y un cultivo de 

CO en 3D esferoides durante 21 días. En los días 0 (D0), 3 (D3), 6 (D6), 9 (D9), 14 

(D14) y 21 (D21) se evaluó la viabilidad celular mediante un ensayo de exclusión de 

colorante con azul tripán y, se analizaron tres marcadores de funcionalidad (síntesis 

de urea, secreción de albúmina 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 colágeno de tipo I 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 fijación 

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 diferenciación de las 

HDCO se sembraron CO a una densidad 105 células/pocillo en monocapa 2D en 

placas pretratadas con colágeno de tipo I de cola de rata (Gibco, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, EE. UU.). Se establecieron así cuatro grupos experimentales: 

CO 2D (células ovales en monocapa 2D), CO 3D-G (esferoides grandes, 8.000 célu-

las/pocillo), CO 3D-P (esferoides pequeños, 4.000 células/pocillo) y HDCO (hepato-

citos diferenciados de células ovales en monocapa 2D).  

4.3. Condiciones de cultivo 

Se utilizó 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 sódico (1mM) (Sigma-Aldrich, 
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St. Louis, MO, EE. UU.), NaHCO3 (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.), ácido ascórbico (0,2mM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. 

UU.). Este medio completo se suplementó con dexametasona (100nM), factor epite-

lial de crecimiento de ratón (mEGF) (10µg/ml), factor de crecimiento de hepatocitos 

de ratón (mHGF) (10 µg/ml), e insulina-transferrina-selenio (ITS) (1x) (Gibco, Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, EE. UU.); renovándolo dos veces por semana. Todos los 

cultivos se mantuvieron a 37ºC con un 5% de CO2. 

4.4. Diferenciación de CO 

La diferenciación de las CO a HDCO se llevó a cabo siguiendo un protocolo pre-

viamente publicado (Olivera-Salazar et al., 2024). Se sembraron 105 células/pocillo 

de CO y se mantuvieron a 37ºC y 5% de CO2 con el medio suplementado previa-

mente descrito. A las 24 horas se remplazó el medio por medio completo al 1% de 

dimetil sufóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE. UU.) durante 4 días. Poste-

riormente, se reemplazó el medio con DMSO por medio completo con 2,5mM de bu-

tirato sodio (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE. UU.) durante 6 días. Por último, se retiró el 

medio y se añadió medio completo con 10ng/mL de mHGF (Gibco, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, EE. UU.) durante 6 días. Se realizaron cambios de medio dos 

veces por semana manteniendo las condiciones en cada caso. 

4.5. Estudio de la morfología celular 

Para realizar el estudio de la morfología celular se llevó un seguimiento de los 

cultivos con un microscopio invertido LEICA DMIL LED (Leica Microsystems, Wetzlar, 

Alemania) tomando fotografías con una cámara digital LEICA Flexacam c5 en los 

diferentes días de experimentos para visualizar la forma y el tamaño celular en todos 

los casos, empleando para ello el software Leica Microsistems Enersight. Se compa-

ró el tamaño de los esferoides grandes y pequeños, midiendo el diámetro a través 

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

En el caso de la diferenciación a HDCO, una vez concluido el protocolo de dife-

renciación, y trascurridos los 21 días de cultivo, se realizaron dos tinciones histoquí-

micas sobre citología histológica para verificar la diferenciación. Por un lado, se 

realizó la tinción de ácido periódico de Schiff (PAS) para identificar la presencia de 
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glucógeno intracelular, característica propia de los hepatocitos. Por otra parte, la tin-

ción de May-Grünwald-Giemsa (MGG) para evaluar la morfología de las células. La 

preparación de los frotis se llevó a cabo mediante extensión del cultivo sobre un por-

taobjetos. Tras fijarlos con metanol durante 10 minutos se realizaron de forma seria-

da las tinciones. Para la tinción PAS se sumergió el portaobjetos en ácido periódico 

al 1% (Panreac AppliChem ITW Reagents, Barcelona, España) durante 10 minutos, 

se enjuagó con agua tibia y se tiñó con reactivo de Schiff (Bio Optica Milano SPA, 

Milán, Italia) durante 20 minutos. A continuación, las muestras se lavaron dos veces 

con metabisulfito de potasio al 0,55% (Panreac AppliChem ITW Reagents, Barcelo-

na, España) durante un minuto por lavado, seguido de agua corriente. Finalmente, 

se realizó una contratinción con hematoxilina de Harris (PanReac AppliChem) duran-

te 30 segundos. Por su parte, la tinción MGG se realizó siguiendo las instrucciones 

del fabricante (Casa Álvarez, Madrid, España). Las preparaciones se deshidrataron 

mediante concentraciones crecientes de etanol (PanReac AppliChem, Barcelona, 

España) y se aclararon con disolvente de aclaramiento cítrico. Todos los pasos de 

hidratación y deshidratación se realizaron con el tintor automático de portaobjetos 

Gemini AS (Panreac AppliChem ITW Reagents, Waltham, Massachusetts, EE. UU.). 

Finalmente, se aplicó adhesivo a los portaobjetos y se colocó un cubreobjetos CTM6 

(Epredia, New Hampshire, EE. UU.) para la conservación a largo plazo de las mues-

tras. 

4.6. Ensayos de viabilidad 

Se evaluó la viabilidad celular mediante el ensayo de azul tripán (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 colágeno 

de tipo I de cola de rata (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) 

(n=3 por día de experimento). Asi mismo, tras los 21 días de cultivo se determinó la 

viabilidad de los HDCO mediante el mismo ensayo (n=3).  

El ensayo se basa en la exclusión del colorante: las células no viables incorporan 

azul tripán (0,4%) y se visualizan teñidas 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 suspensión celular ho-

mogénea, que se mezcló 1:1 con el colorante. Posteriormente, se cargaron 10µL en 

la cámara de Neubauer y se realizó el recuento mediante microscopio invertido LEI-
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CA DM IL LED (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) a 10x. La viabilidad se ex-

presó en porcentaje como la proporción de células vivas frente al total de células 

contadas (vivas y muertas). 

4.7. Caracterización funcional 

4.7.1. Ensayo de producción de urea 

Se empleó el kit colorimétrico Stanbio Urea Nitrogen (BUN) (Stanbio, Boerne, Te-

xas, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Este ensayo se basó en la 

reacción entre la urea secretada en el medio de cultivo y la diacetil monoxima —

presente en una solución cáustica—, que produce un cambio de color proporcional a 

la concentración de urea en la muestra. Previamente se estableció la dilución óptima 

de la muestra (1:2) evaluando distintas concentraciones del secretoma celular e in-

terpolando los valores en la curva de calibración del kit. Las muestras diluidas 1:2 

con agua destilada se añadieron a los pocillos de la placa del kit (50µl), y se añadie-

ron posteriormente 75µl de los reactivos A y B (soluciones causticas). La placa se 

incubó durante 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Posteriormente, 

se midió la absorbancia a 450nm empleando un lector de microplacas de ELISA 

(MULTISKAN FC PHOTOMETER 357, Thermo Scientific, Waltham, EE. UU.). Para 

determinar la concentración 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 calibración previamente ob-

tenida. 

4.7.2. Ensayo de producción de albúmina 

Se realizó un ensayo por inmunoadsorción ligado a enzimas (ELISA) con el kit 

mouse albumin ELISA (ICL Inc, Portland, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. El ensayo se basó en la unión específica de la albúmina presente en la 

muestra a un anticuerpo inmovilizado en la placa, y su posterior unión a un anticuer-

po conjugado con una enzima que emite una señal colorimétrica directamente pro-

porcional a la cantidad de albúmina. Previamente se estableció la dilución óptima de 

las muestras (1:100) evaluando distintas concentraciones del secretoma celular e 

interpolando los valores en la curva de calibración del kit. Las muestras se diluyeron 

1:100 con el diluyente especificado por el fabricante y se añadieron 100µl por pocillo. 

Después de una incubación de 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad, 

se realizaron 4 lavados con la solución de lavado previamente preparada. Poste-
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riormente, se añadieron 100µl del conjugado de la enzima-anticuerpo y se incubó 

otros 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. A continuación, se realiza-

ron otros 4 lavados y se añadieron 100µl de solución sustrato TMB (3,3',5,5'-

tetrametilbencidina) y se incubó 10 minutos en las mismas condiciones. Por último, 

se añadieron 100µl de la solución stop y se midió 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 calibración obtenida previamen-

te, determinando así la concentración de albumina en cada muestra.  

4.7.3. Actividad de FV 

Se realizó un análisis de coagulación empleando el coagulómetro Start Max II 

(Stago, Barcelona, España) basado en viscosidad con un programa diseñado para 

medir actividad de FV, siguiendo las instrucciones del fabricante. El ensayo midió el 

tiempo en segundos que tardó la muestra en coagular tras añadir un desencadenan-

te de la vía extrínseca de la coagulación (PTF). Previamente, se determinó la dilu-

ción óptima (1:10) ensayando diluciones del secretoma celular e interpolando en una 

curva de calibración construida a partir de un calibrador humano comercial. Se utilizó 

plasma deficiente en FV, PTF (con un índice de sensibilidad -ISI- de 1,34) y como 

diluyente tampón Owren-Koller (Stago, Barcelona, España). 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 precalentó a 37ºC durante 3 minutos antes de su uso. Las cubetas 

se colocaron en la zona de incubación con una esfera metálica en su interior y se 

precalentaban a 37ºC durante 3 minutos. Se añadieron 50µL de plasma deficiente en 

FV y 50µL de la muestra previamente diluida 1:10 con Owen-Koller, incubando la 

mezcla durante 60 segundos. Tras la incubación, se transfirió la cubeta a la zona de 

medición y se añadió PTF, utilizando la pipeta automática del coagulómetro en la 

posición 2 (100µL). Una vez finalizada la reacción, al detenerse la esfera metálica, 

se registró el tiempo en segundos que tardó en formarse el coágulo en la muestra. 

La relación entre el tiempo y la actividad de FV resulta inversamente proporcional, 

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

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

calibración específicas para cada grupo celular. Para las CO, se empleó 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 

dilución 1:10. De forma semejante, se construyó la curva de los HDCO empleando 

secretoma de este cultivo. Ambas curvas se representaron en escala logarítmica, 

enfrentando el logaritmo del porcentaje de actividad frente al logaritmo del tiempo de 

coagulación, obteniendo así un modelo de regresión lineal con un ajuste superior a 

0,99 en ambos casos. Los tiempos de coagulación previamente medidos se interpo-

laron en estas curvas, determinando así el porcentaje correspondiente, valor direc-

tamente proporcional a la actividad de FV. 

4.8. Análisis estadísticos 

El análisis estadístico y la representación gráfica de los datos se realizaron con el 

software GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, La Jolla, California, EE.UU.), así 

como la prueba de normalidad de las variables mediante la prueba de Shapiro-Wilk. 

Las curvas de calibración para la síntesis de urea y la secreción de albúmina se ge-

neraron con el software SkanIt™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachu-

setts, EE.UU.), mientras que las curvas de actividad de FV y el ajuste logístico de los 

valores de albúmina se realizaron con Excel (Microsoft Office 365, Microsoft, Red-

mond, Washington, EE.UU.).  

El diámetro de los esferoides se comparó mediante una prueba t de Student para 

muestras independientes. Los valores se expresaron como la media ± desviación 

estándar (SD). Se analizó la viabilidad celular con un análisis de varianza (ANOVA 

de un factor), con un análisis post hoc de Tukey. Además, se empleó 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 secreción de albú-

mina y la actividad de FV se analizaron mediante un ANOVA de dos factores con 

medidas repetidas, evaluando el efecto del tiempo (días), el tipo de cultivo (2D vs. 

3D) y la interacción entre ambos factores. Se aplicó la corrección de Geisser-

Greenhouse y un análisis post hoc de Tukey. Además, los valores de producción de 

albúmina se ajustaron al crecimiento de las CO mediante un modelo de crecimiento 

logístico. Los resultados obtenidos de los ensayos de viabilidad, secreción de albú-

mina y actividad de FV se expresaron como la media ± desviación estándar (SD), 

para n=3 por tipo celular y día. En todos los análisis se estableció un nivel de signifi-

cación de p<0,05. 
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5. RESULTADOS 

5.1. Morfología  

Mediante observación microscópica se identificaron las principales características 

morfológicas de los cultivos establecidos. Tanto los esferoides grandes (CO 3D-G) 

como los pequeños (CO 3D-P) presentaron una distribución uniforme en los micro 

pocillos, con una morfología esférica, compacta y bordes exteriores definidos (Figu-

ra 1A y 1B). 

 

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

Además, los esferoides grandes presentaron un diámetro significativamente ma-

yor que los pequeños (p<0,05) (Figura 2). 

 

Figura 2. Diámetro de los esferoides grandes (CO 3D-G) y pequeños (CO 3D-P) en D3. Los valo-
res se expresaron en μm ± SD. *(p<0,05). 

Las células cultivadas en monocapa 2D presentaron un patrón de crecimiento en 

mosaico, propio de células epiteliales y caracterizado por la agrupación estrecha de 

células con bordes intercelulares bien definidos. Las CO 2D mostraron inicialmente 

una confluencia parcial (D0 y D3), observándose prolongaciones citoplasmáticas 

entre células adyacentes hasta alcanzar una confluencia del 100% (D21). Estas cé-
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lulas mostraron un núcleo redondeado, pequeño tamaño y elevada relación núcleo-

citoplasma, morfología característica de células progenitoras hepáticas (Figura 3A). 

En los HDCO se observó una mayor confluencia celular debido a la elevada densi-

dad de siembra, observándose heterogeneidad de tamaños, células con un tamaño 

mayor y morfología más poligonal que las CO, compatible con la propia de hepatoci-

tos (Figura 3B).  

 

Figura 3. Microfotografía 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 diferenciación de CO en HDCO, se llevaron a cabo dos tincio-

nes, PAS y MGG, sobre citologías celulares. La tinción PAS resultó positiva, revelan-

do la presencia de glucógeno intracelular (Figura 4A). Por otra parte, la tinción MGG 

mostró células de gran tamaño con un citoplasma más abundante, un núcleo defini-

do e intensamente teñido, además de vacuolización citoplasmática sin desplaza-

miento nuclear, compatible con la morfología de un hepatocito. Asi mismo, se obser-

varon células de menor tamaño, con núcleos redondeados, intensamente teñidos y 

con una relación núcleo-citoplasma elevada, compatibles con CO en diferentes es-

tados de diferenciación (Figura 4B).  

 

Figura 4. Verificación de la diferenciación a HDCO mediante tinciones histoquímicas. A) Tinción 
PAS positiva con inclusión de glucógeno (flecha naranja) (400x). B) Tinción de MGG, dónde se obser-
van CO en distintos grados de diferenciación, incluyendo células de mayor tamaño con morfología 
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 ningún 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 observó una disminución 

significativa en estas últimas (p<0,05) (Figura 5B). 

 

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. Caracterización funcional 

5.3.1. Síntesis de urea  

Todos los valores obtenidos en el ensayo de la síntesis 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. Secreción de albúmina  

Las CO 2D mostraron un incremento progresivo de la secreción de albúmina (Fi-

gura 6). Las comparaciones temporales fueron significativas en todos los casos 

(p<0,05), excepto entre D0 vs. D6 y D3 vs. D6 (p>0,05). En D9 y D14, la secreción 

de albúmina de CO 2D fue significativamente mayor en comparación con los cultivos 

CO 3D-P y HDCO (p<0,05). Por el contrario, los esferoides y los HDCO mantuvieron 

unos niveles de secreción de albúmina muy reducidos, con un aumento en D21, 

siendo este significativo en los CO 3D-G respecto a D14 y en los HDCO respecto a 

D0, D3, D6, D9 y D14 (p<0,05). Entre los esferoides grandes y pequeños no se ob-

servaron diferencias significativas (p>0,05).  
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Figura 6. Secreción de albúmina. Producción de albúmina 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 
µg/millón de células ± SD. *(p<0,05). 

5.3.3. Actividad de FV 

Los cuatro grupos celulares mostraron una evolución temporal similar en la acti-

vidad de FV (Figura 7). Tanto el tiempo de coagulación (segundos) como el porcen-

taje de actividad mostraron diferencias significativas entre D0 y todos los puntos 

temporales posteriores, así como entre D3 y D9, evidenciando un descenso inicial 

entre D0 y D3 seguido de una fase de estabilización hasta el final del cultivo. Los 

distintos tipos celulares mostraron valores de tiempo de coagulación comprendidos 

entre 26,08 ± 1,05 s y 29,99 ± 0,83 s, con porcentajes de actividad de FV entre 111,5 

± 10,81 % y 206,2 ± 34,45 %.  

 

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 ± desviación 
estándar en segundos (A) y porcentaje (B). *(p<0,05). 
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6. DISCUSIÓN 

El presente trabajo ha evaluado la aplicabilidad potencial de células precursoras 

hepáticas de ratón (células ovales, CO), cultivadas en monocapa 2D y esferoides 

3D, así como de hepatocitos diferenciados a partir de estas (HDCO) en monocapa 

2D, como candidatos para futuros trasplantes en un modelo de ratón deficiente en 

FV. Este trabajo se enmarca dentro de la línea de investigación del laboratorio sobre 

Terapia Celular para el déficit de factor V de la coagulación. Se trata de un trastorno 

hemorrágico humano ultra raro que no tiene un tratamiento específico y eficaz. Para 

ello, se llevó a cabo una caracterización morfológica mediante microscopía óptica, 

un estudio de viabilidad y de funcionalidad celular metabólica en cuanto a la síntesis 

de urea, la secreción de albúmina y la medida de actividad de FV.  

Morfológicamente, en cultivo 2D ambos tipos celulares presentaron un crecimien-

to en “mosaico” característico de células epiteliales (Kikuchi et al., 2025). Las CO en 

monocapa mostraron a lo largo del cultivo las características propias de células pro-

genitoras hepáticas: tamaño pequeño, alta relación núcleo-citoplasma y núcleo ova-

lado (Bria et al., 2017). Por su parte, los esferoides mantuvieron la morfología esféri-

ca característica del formato 3D. Además, los esferoides grandes presentaron un 

tamaño significativamente mayor que los pequeños, 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 morfología, con bordes más poligo-

nales y mayor tamaño. La tinción GMM reconfirmó esta heterogeneidad, observán-

dose desde fenotipos propios de las CO hasta fenotipos compatibles con un hepato-

cito, confirmado además por la tinción PAS positiva, que mostró inclusiones intrace-

lulares de glucógeno, característica del hepatocito maduro (Scheers et al., 2012; 

Kikuchi et al., 2025). Sin embargo, se ha documentado que las CO constituyen de 

por sí una población fenotípicamente 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 condición inherente de las CO, y que, la heterogeneidad fenotí-

pica haya contribuido a la variabilidad observada entre pocillos en los ensayos fun-

cionales, condicionando así una distribución 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 disminución podría indicar que las células avanzaron hacia la adquisición de un 

fenotipo hepático, caracterizado por una menor viabilidad in vitro debido a la reduc-

ción de su capacidad proliferativa y su tendencia a la desdiferenciación, fenómeno 

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

La síntesis de urea resultó 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 intrínseca 

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 diferenciación, ya que, aunque el ciclo de la urea sea propio de este tipo celular, 

sin los sustratos necesarios y, por tanto, sin la activación del ciclo, no se podría des-

cartar la capacidad ureogénica de ambos tipos celulares. 

La secreción de albúmina mostró un patrón diferente entre los grupos experimen-

tales. Las CO cultivadas en monocapa 2D presentaron una producción progresiva 

coherente con su capacidad proliferativa y con la expresión basal de albúmina des-

crita para este tipo celular (Olivera-Salazar et al., 2024). Los esferoides de CO y 

HDCO, mostraron niveles mínimos hasta un aumento en D21, que no llegó a ser 

significativo respecto a las CO 2D. En el caso de los esferoides, esta producción tar-

día podría explicarse por su diferente dinámica de cultivo, ya que en formato 3D las 

células no siguen el crecimiento logístico propio de la monocapa. Sin embargo, no 

puede descartarse que con un periodo de cultivo más prolongado la producción de 

albúmina aumentara en estos grupos, pudiendo superar la producción de las CO 2D, 

como se ha descrito en células similares a hepatocitos derivados de células progeni-

toras capaces de diferenciarse en linajes hepáticos (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 diferenciación condicionaron la actividad de 
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FV. En comparación con el tiempo de coagulación de referencia en plasma de ratón 

(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 intrínseca para producir FV. Ensayos prelimi-

nares del grupo de investigación (datos aún no publicados) han detectado la presen-

cia intracelular de la proteína FV por Western Blot en estas CO, lo que explicaría los 

valores de coagulación detectados.  

La actividad de FV observada constituiría un primer paso favorable para la posi-

ble aplicación de estas células en una terapia celular para la deficiencia en FV. Co-

mo objetivos futuros, resultaría necesario estandarizar la medición de FV confirman-

do la presencia de péptidos específicos de FV mediante espectrometría de masas, 

complementando así los resultados funcionales de actividad coagulante y de Wes-

tern Blot que actualmente está llevando a cabo el equipo de investigación. Adicio-

nalmente, resultaría de gran interés complementar la caracterización funcional con el 

análisis de la expresión génica de marcadores hepáticos clave como la albúmina o 

CPS1, a través de qRT-PCR o inmunotinción, así 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 morfología característica de células progenitoras hepáticas, una viabi-

lidad alta, capacidad intrínseca de secreción de albúmina y actividad de FV similar a 

la fisiológica en ratones.  

SEGUNDA. El protocolo de diferenciación permite obtener hepatocitos que muestran 

características morfológicas y funcionales propias de hepatocitos, si bien son nece-

sarios estudios adicionales de expresión génica de marcadores hepáticos que con-

firmen el proceso de diferenciación. 

TERCERA. La ausencia de urea detectable en las condiciones empleadas podría 

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 así lo confirmen.  
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