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2. Resumen. El factor V (FV) es un componente esencial en la coagulacién
sanguinea, participando en la formacion del complejo protrombinasa para la
generacion de trombina. Defectos en el gen que lo codifica provocan la
aparicion del déficit de FV. El desarrollo de estrategias terapéuticas para esta
coagulopatia requiere modelos animales adecuados y metodologias
adaptadas a las limitaciones de estos; especialmente al reducido volumen de
muestra disponible. Este trabajo tuvo como objetivo validar micrométodos
para determinar marcadores bioquimicos y funcionales de la coagulacion en
plasma de ratdén, con vistas a su aplicacion en futuros estudios de terapia
génica. Se establecieron protocolos para la cuantificacion de alanina
aminotransferasa, aspartato aminotransferasa, fosfatasa alcalina, bilirrubina
total, lactato deshidrogenasa, creatinina e indice hemolitico, asi como para la
evaluacién de la generacién de trombina mediante trombinografia automatica
calibrada (CAT) en ratones. Los resultados mostraron un perfil bioquimico
estable, sin evidencia de dafio hepatico, alteraciones sistémicas, ni
dimorfismo sexual significativo; los ensayos de CAT mostraron un
comportamiento homogéneo, sin diferencias asociadas al sexo o al reactivo
empleado. La puesta a punto de estas técnicas proporciona una base sdlida
para futuros estudios dirigidos a la caracterizacion de modelos deficientes en

FV y a la evaluacion de nuevas estrategias terapéuticas.

Abstract. Factor V (FV) is an essential component of blood coagulation, involved in
the formation of the prothrombinase complex for thrombin generation. Defects in the
gene encoding FV lead to FV deficiency. The development of therapeutic strategies
for this coagulopathy requires suitable animal models and methodologies adapted to

their limitations, particularly the small sample volume available.

This study aimed to validate micromethods for determining biochemical and functional
coagulation markers in mouse plasma, with a view to their application in future gene
therapy studies. Protocols were established for the quantification of alanine
aminotransferase, aspartate aminotransferase, alkaline phosphatase, total bilirubin,
lactate dehydrogenase, creatinine, and haemolytic index, as well as for the
assessment of thrombin generation using calibrated automated thrombography (CAT)

in mice.



Results showed a stable biochemical profile, with no evidence of liver damage,
systemic alterations, or significant sexual dimorphism. CAT assays displayed
homogeneous behaviour, with no differences related to sex or reagent used. The
optimisation of these techniques provides a solid basis for future studies aimed at

characterising FV-deficient models and evaluating new therapeutic strategies.

3. Palabras clave: Hemostasia, factor V, trombina, modelo de ratdn,
micrométodo, parametros bioquimicos, CAT, coagulacién
Keywords: Haemostasis, factor V, thrombin, murine model, micromethods,

biochemical parameters, CAT, coagulation

4. Introduccion
4.1. Hemostasia

4.1.1. Concepto y fases del proceso

La hemostasia es un conjunto de mecanismos fisiolégicos coordinados que
desempenan dos funciones clave; preservar la integridad de los vasos sanguineos
tras una lesion y, mantener la sangre en estado liquido y en circulacion dentro del
espacio intravascular (Grimaldo-Gémez, 2017; Neubauer & Zieger, 2022). Este
proceso incluye una secuencia de eventos estrictamente regulados que se dan de
forma simultanea y se potencian entre si, limitando la pérdida de sangre tras un
dafio vascular y evitando la formacién de trombos en ausencia de lesion. Este
proceso comprende cuatro etapas: la vasoconstriccion, la hemostasia primaria, la
hemostasia secundaria y la fibrindlisis (Grimaldo-Gémez, 2017; Olgasi et al., 2024;
Scridon, 2022).

La vasoconstriccion constituye la primera respuesta frente al dafio vascular.
Estd mediada por la exposicion de las células del musculo liso a agentes
vasoactivos como la endotelina, y por la liberacion de serotonina por las plaquetas,
lo que provoca que el vaso sanguineo se contraiga, reduciendo asi su diametro y el

flujo sanguineo en el area afectada (Olgasi et al., 2024; Scridon, 2022).

De manera simultanea se inicia la hemostasia primaria, cuyo objetivo es la
formacion del tapén o trombo primario. Este proceso comienza con la adhesion de
las plaquetas a la matriz subendotelial expuesta mediante el complejo glicoproteico

GPIb-IX-V de la membrana plaquetaria que actua como receptor para el factor de



von Willebrand (FvW) facilitando dicha adhesion (Scridon, 2022). A continuacion, las
plaquetas sufren una activacibn masiva que conlleva a una serie de cambios
estructurales para aumentar su superficie de adherencia. En esta fase, las plaquetas
secretan el contenido de sus granulos (a granulos y granulos densos) liberando
agonistas que favorecen el reclutamiento y activacién de mas plaquetas mediante
diferentes vias de senalizacion (Neubauer & Zieger, 2022; Scridon, 2022).
Finalmente, tiene lugar la agregacién plaquetaria gracias a la formacion de puentes
de fibrinbgeno entre las plaquetas adyacentes, dando lugar al tapdn plaquetario
(Neubauer & Zieger, 2022; Scridon, 2022).

La hemostasia secundaria consiste en una cascada de activacion de
proteinas plasmaticas para la formacion de una malla de fibrina, la cual refuerza el
tapdén plaquetario inicial dando un coagulo estable, capaz de mantener la integridad

vascular a la vez que se produce la reparacién del tejido dafiado.

Una vez reparada la lesién vascular, el coagulo es degradado mediante el
proceso de fibrindlisis, en el que la plasmina, forma activa del plasminégeno, actua
degradando la red de fibrina y restablece la permeabilidad del vaso (Grimaldo-
Gbmez, 2017; Neubauer & Zieger, 2022).

4.1.2. Cascada de coagulacién (via intrinseca y extrinseca)

En el modelo clasico, la coagulacion es descrita como una cascada
enzimatica de proenzimas (zimégenos) que se activan secuencialmente por
protedlisis limitada (Yong & Toh, 2023). Este modelo distingue entre dos vias de
inicio principales que convergen en una via comun con la generacion del factor X

activado (FXa) como nexo entre ambas.

La via extrinseca comienza con la exposiciéon del factor tisular (FT) liberado
por células subendoteliales tras la lesion vascular. EI FT entra en contacto con el
plasma y se une al FVlla, formando un complejo TF-FVlla (tenasa extrinseca) que
activara directamente al FX y FXI (Neubauer & Zieger, 2022; Olgasi et al., 2024;
Yong & Toh, 2023).

La via intrinseca se inicia cuando el FXII entra en contacto con superficies
cargadas negativamente, como el colageno subendotelial, o que produce la
activacion del FXII. A partir de este punto se da una activacién secuencial de los FXI,
IX y VIII, (unido al FVW) que culmina con la formacion del complejo tenasa que
activara FXa (Kumar, 2021; Yong & Toh, 2023).



En este punto, la via intrinseca y extrinseca de la coagulacion convergen en
la via comun. Una vez activado, el FXa en conjunto con el FVa, fosfolipidos e iones
de calcio forman el complejo protrombinasa, responsable de la conversién de
protrombina en trombina (Flla). A su vez, la trombina ejerce una actividad proteolitica
sobre el fibrinbgeno, dando lugar a los mondmeros de fibrina que, junto al FXIII,

estabilizan el coagulo formado (Yong & Toh, 2023).

Desde una perspectiva mas actualizada, la hemostasia se interpreta mediante
un modelo celular de la coagulacién en el que las reacciones se dan de forma
coordinada sobre superficies celulares especificas que controlan el lugar y el tiempo
de formacién del coagulo. Esto se daria en tres etapas superpuestas: la iniciacion
sobre células portadoras de FT, la amplificacion y la propagacién (Yong & Toh,
2023).

Asimismo, se ha propuesto un modelo convergente en el que la hemostasia y
el sistema inmune innato estan intimamente relacionados, vinculando la inflamacion
con la formacion de coagulos de manera que mediadores del dafio celular (DAMPs)
y patrones asociados a patégenos (PAMPs) pueden activar directamente la
generacion de trombina e inducir fenotipos procoagulantes en el endotelio y
monocitos (Yong & Toh, 2023).

4.1.3. Papel de la trombina

La trombina (Flla) tiene una participacion central en la hemostasia siendo una
enzima determinante de la capacidad de la sangre para detener una hemorragia, ya

que integra funciones procoagulantes, anticoagulantes y de sefalizacion celular.

Ademas de su papel en la formacién del coagulo, su principal funcion efectora
es la escision del fibrinbgeno soluble en mondmeros de fibrina insolubles, que
forman la red estructural encargada de estabilizar el tapon plaquetario (Negrier et al.,
2019; Neubauer & Zieger, 2022; Olgasi et al., 2024). La trombina también activa al
FXIII que es el encargado de estabilizar la fibrina mediante enlaces covalentes,
aumentando la resistencia mecanica del coagulo y su estabilidad ante una posible
degradacion prematura por la plasmina (Arifzai & Rasheedy, 2025; Negrier et al.,
2019).

Durante la coagulacién, la trombina activa al FXI y a los cofactores V y VIII.

Esta activacion, mediante retroalimentacion positiva, ejerce un efecto amplificador y
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acelera exponencialmente la generacion de la propia trombina, o que se conoce
como “rafaga de trombina” (Negrier et al., 2019; Yong & Toh, 2023). Por otra parte,
cuando se une a la trombomodulina del endotelio, modula la capacidad
procoagulante de ésta y activa proteinas anticoagulantes como la proteina C, que
inactiva al FVa y al FVllla, limitando asi el proceso de formacién del coagulo en el

area lesionada (Negrier et al., 2019; Neubauer & Zieger, 2022).

La trombina tiene un papel clave en la activacién plaquetaria actuando a
través de receptores activados por proteasas (PAR-1 y PAR-4) para inducir cambios
morfolégicos en las plaquetas y promoviendo la liberacion de mediadores con
efectos proinflamatorios y proangiogénicos (Neubauer & Zieger, 2022; Olgasi et al.,
2024; Scridon, 2022).

Ademas de su papel en la hemostasia, esta enzima ejerce otras funciones ya
que participa como mediador relevante en la inflamacion y reparacion tisular,
contribuye a aumentar la permeabilidad del endotelio, estimula la produccion de
citoquinas y favorece la angiogénesis. De esta manera la trombina no solo es el
efector final de la cascada de coagulacidon sino un enlace entre la respuesta
hemostatica y los mecanismos inmunitarios, actuando como una molécula de

sefalizacion pleiotropica (Negrier et al., 2019; Olgasi et al., 2024; Shaw et al., 2023).
4.2. FactorV

El FV, llamado también proacelerina o factor labil, es una glicoproteina de alto
peso molecular con actividad procoagulante y anticoagulante. El 80% del FV que
esta en circulacion se sintetiza en el higado y el otro 20% en los megacariocitos para
después almacenarse en los granulos a de las plaquetas. Este FV plaquetario tiene
un rol importante en la hemostasia local contribuyendo significativamente a la

expresion clinica de alteraciones hemorragicas (Bernal et al., 2021; Stoj et al., 2026).

A nivel genético, esta codificado por el gen F5 en el brazo largo del
cromosoma 1 (1g24.2) con una alta tasa de mutaciones y, estructuralmente presenta
dominios proteicos homologos al FVIII, responsables de su activacion y regulacion
(Bernal et al., 2021; Stoj et al., 2026).



4.2.1. Participacién en la coagulacion

La funcion clave del FV en la coagulacion es actuar como cofactor para
formar el complejo protrombinasa (Bernal et al., 2021). De forma basal, este factor
circula de forma inactiva y es ante una lesidn vascular cuando se produce su

activacion por trombina o por el FXa (Stoj et al., 2026).

Dentro del modelo celular, el FVa se ensambla en la superficie de las
membranas celulares junto con el FXa, iones de calcio y fosfolipidos anionicos
formando un complejo donde FVa aumenta la concentracion de FXa ya que actua
como correceptor modificando alostéricamente su sitio activo e incrementando su
capacidad para escindir protrombina. Una vez activado, aumenta masivamente la
conversion de protrombina en trombina siendo esto indispensable para la formacién
de la red de fibrina que estabiliza el coagulo (Bernal et al., 2021; Negrier et al., 2019;
Stoj et al., 2026).

Asimismo, este factor participa en la regulacion negativa de la hemostasia.
Cuando ya no se necesita, es inactivado por la proteina C activada (PCA) mediante
protedlisis en su cadena pesada. También actua como cofactor de la propia PCA
para inactivar al FVllla, siendo esta una funciéon anticoagulante que garantiza
equilibrio hemostatico y dinamismo en el proceso (Bernal et al.,, 2021; Stoj et al.,
2026).

4.2.2. Déficit de factor V

El déficit del FV, que también se conoce como enfermedad de Owren o
parahemofilia, es una coagulopatia categorizada como ultra rara, con una
prevalencia estimada de un caso por cada millbn de nacimientos y con una
incidencia mayor en regiones con consanguinidad alta (Stoj etal.,, 2026).
Etiologicamente, puede clasificarse de dos maneras en funcién de si es congénita o

adquirida.

Puede tratarse de un déficit hereditario cuando es transmitido por un patron
de herencia autosémica recesiva, debido a mutaciones en el gen F5 (Bernal et al.,
2021). Aqui a su vez se pueden discriminar dos tipos, una deficiencia cuantitativa
con niveles bajos de antigeno y de actividad; y una deficiencia cualitativa donde el

antigeno puede ser normal pero la proteina es disfuncional (Stoj et al., 2026).



Cuando es producido por la aparicion de autoanticuerpos (inhibidores) contra
el FV plasmatico se habla de déficit adquirido y se asocia a diversos factores
desencadenantes como la exposicion a trombina bovina, el uso de antibidticos [3-
lactamicos, infecciones, neoplasias o drogas (Bernal et al., 2021; Ehtisham et al.,
2021; Stoj et al., 2026).

El espectro clinico es muy heterogéneo: los sintomas varian desde
hemorragias mucocutaneas leves hasta hemorragias potencialmente fatales, como
las intracraneales o gastrointestinales. Parece ser que el factor determinante de la
severidad del sangrado es el nivel de FV almacenado en los granulos a de las
plaquetas. El grado de severidad de esta enfermedad se clasifica segun los niveles
en plasma de factor V, por debajo del 1% seria un fenotipo grave; entre el 1% y el

10% moderado y mayor de 10% fenotipo leve (Bernal et al., 2021; Stoj et al., 2026).

El diagnéstico de laboratorio se caracteriza por una prolongacion del tiempo
de protrombina (TP) y del tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa), con un

tiempo de trombina normal (Ehtisham et al., 2021; Stoj et al., 2026).

Debido a la ausencia de concentrados especificos de FV purificado o
recombinante disponibles a nivel comercial, el tratamiento recomendado de este
trastorno hemorragico se basa en la administracion de plasma fresco congelado
(PFC) (Bernal et al., 2021; Stoj et al., 2026). En situaciones de hemorragia grave, el
uso de concentrados de plaquetas también resulta eficaz, ya que el FV contenido en
sus granulos a se encuentra parcialmente protegido frente a los inhibidores
plasmaticos. No obstante, estas estrategias presentan limitaciones, como la
necesidad de administracion repetida y el riesgo asociado al uso de hemoderivados.
Por ello, los modelos animales constituyen una herramienta esencial para
profundizar en el conocimiento de la enfermedad, asi como en la investigacion para
el desarrollo de nuevos tratamientos para esta deficiencia (Bernal et al., 2021; Stoj
et al., 2026).

4.3. Modelo de raton

El uso de ratones (Mus musculus) como organismos modelo es fundamental
en el estudio de las enfermedades hematolégicas debido a que su sistema
hemostatico es, en gran medida, analogo al humano, compartiendo un complemento

similar de factores de coagulacién y proteinas reguladoras. Ademas, la capacidad de
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manipular su genoma permite crear modelos que mimetizan con precision las

coagulopatias hereditarias humanas (Mohammed et al., 2020).

La principal limitacion de este modelo es la diferencia de escala que existe
con respecto al humano, por lo que los volumenes de muestra son muy reducidos
(Mohammed et al., 2020).

Asimismo, hay que considerar que existen diferencias importantes entre
especies que afectan la interpretacién de resultados biomédicos. A nivel molecular,
los receptores plaquetarios activados por proteasas (PAR) no son iguales
(Mohammed et al., 2020). En cuanto a la regulacion bioquimica se han descrito
variaciones en la expresion génica de ciertos parametros bioquimicos como las
transaminasas reguladas por agonistas PPARa, lo que obliga a validar
cuidadosamente los hallazgos antes de extrapolarlos a humanos (McGill, 2016);
ademas, las diferencias en tamafo implican cambios en las fuerzas mecanicas que
actuan sobre vasos y coagulos, lo que puede modificar la gravedad aparente de los

fenotipos hemorragicos (Mohammed et al., 2020).
4.3.1. Modelos para el déficit de FV

El estudio del déficit de FV ha dependido histéricamente del desarrollo de
modelos animales. No obstante, la creacidon de un modelo viable ha supuesto un reto

constante en la investigacion (De Pablo-Moreno et al., 2025).

Cui y colaboradores en 1996 desarrollaron el primer modelo de ratén
mediante recombinacién homologa dando lugar a ratones knock-out (KO). Se vio
que la disrupcion completa del gen F5 compromete severamente la embriogénesis
siendo incompatible con la vida. Gracias a este modelo se determiné que la
ausencia de produccidon de FV impide la activacion de la protrombina, lo que
conlleva un fallo sistémico en la generacion de trombina. Esta deficiencia altera el
desarrollo de la vasculatura y del saco vitelino durante el periodo embrionario, ya
que la trombina es necesaria para unirse a los receptores activados por proteasas
(PAR) implicados en la angiogénesis (Cui etal., 1996; De Pablo-Moreno et al.,
2025).

Por otra parte, empleando la tecnologia CRISPR/Cas9 se desarroll6 un

modelo en pez cebra (Danio rerio) ya que este animal posee gran cantidad de genes



ortdlogos a la hemostasia humana (la regién del FV esta altamente conservada
evolutivamente) y gracias a su transparencia en las primeras etapas del desarrollo
facilita la observacion directa de procesos de trombosis y actividad trombocitaria. El
objetivo principal de este modelo era cuantificar cuales eran los niveles minimos de
FV para la hemostasia temprana. Sin embargo, al igual que el modelo de raton de
Cui, la deficiencia severa en el pez cebra es incompatible con la supervivencia a
largo plazo debido a interrupciones en la senalizacion de la trombina necesaria para
el desarrollo vascular embrionario (De Pablo-Moreno et al.,, 2025; Weyand et al.,
2019).

En este contexto, el modelo de De Pablo-Moreno et al. (2025) constituye el
primer modelo vertebrado viable para el estudio del déficit del FV permitiendo
realizar investigaciones en individuos adultos. Para su creacion, se empled la
tecnologia CRISPR/Cas9 junto con la reparacién dirigida por homologia (HDR) para
introducir una mutacién de sentido erréneo especifica, en el dominio A3 del gen F5,
fue elegida porque en humanos produce un fenotipo leve de la enfermedad,
manteniendo niveles de FV por encima del umbral critico necesario para la

supervivencia embrionaria (De Pablo-Moreno et al., 2025).
4.4. Parametros bioquimicos

Los parametros bioquimicos son marcadores medibles y cuantificables que
permiten diagnosticar una patologia, evaluar el estado funcional de los érganos y
monitorizar la respuesta del organismo y la seguridad biologica frente a tratamientos
(Thakur et al., 2024).

4.4.1. Biomarcadores de funcion hepatica

Las aminotransferasas son enzimas que catalizan transferencias de grupos
amino, son los indicadores mas sensibles en cuanto a la integridad del hepatocito ya
que se liberan al torrente sanguineo elevando su concentracion plasmatica en
proporcion a la gravedad de la lesién celular (Altaihani et al., 2024; Thakur et al.,
2024).

4.4.1.1. Alanina aminotransferasa (ALT)

Es considerada el parametro mas especifico en cuanto a lesidon hepatocelular
se refiere. Se encuentra predominantemente en el higado, en el citoplasma de los

hepatocitos, y su funcidon es catalizar la conversion de alanina y a-cetoglutarato en
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piruvato (Altaihani etal., 2024; McGill, 2016). Tiene una vida media de
aproximadamente 47 horas y su liberacién a la sangre puede ocurrir incluso ante
dafios celulares que no supongan muerte celular inmediata, reflejando dafio en la
membrana del hepatocito y permitiendo detectar toxicidad temprana (Altaihani et al.,
2024; Yaman et al., 2024).

El valor de referencia estandar en ratones oscila segun estudios previos entre 25-60
U/L (Sher & Hung, 2013)

4.4.1.2. Aspartato aminotransferasa (AST)

Al igual que ALT, esta presente en el higado, pero su distribucion en los tejidos
es mas amplia apareciendo también en miocardio, musculo esquelético, rifiones,
cerebro y eritrocitos, ademas cuenta con isoenzimas mitocondriales y
citoplasmaticas (Altaihani et al., 2024; Thakur etal., 2024; Yaman et al., 2024).
Participa en el mantenimiento de la relacion NAD+/NADH a través de la lanzadera
de malato-aspartato (McGill, 2016). Se mide como marcador complementario para
evaluar el dano parenquimatoso; al ser menos especifica, requiere ser interpretada
en conjunto con la ALT para poder discriminar dafio hepatico de otros procesos de

lisis 0 dafios extrahepaticos (Altaihani et al., 2024; Yaman et al., 2024).

Sus valores de referencia estandar en ratones segun estudios previos son de 50-100
U/L (Sher & Hung, 2013)

4.4.1.3. Bilirrubina

En contraste con los anteriores parametros, se trata de un pigmento, obtenido
como producto final del catabolismo del grupo hemo tras degradarse la
hemoglobina. Cuantificarla en plasma nos da informacion sobre el estado de la
capacidad excretora y detoxificadora del higado y la integridad del flujo biliar. Valores
muy elevados pueden indicar una destruccibn masiva en los glébulos rojos,
colestasis que se da cuando el flujo de bilis se ve comprometido y esta pasa a la
sangre o trastornos obstructivos biliares cuando hay presencia de otros indicadores
(Thakur et al., 2024; Yaman et al., 2024).

Su elevacion en el contexto de una coagulopatia puede indicar dos procesos:
una insuficiencia hepatica severa (incapacidad de excrecion) que compromete la
sintesis de factores, o bien un proceso de hemdlisis masiva derivado de trastornos

hematoldgicos (Thakur et al., 2024).
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El valor de referencia para ratones oscila entre 0,1-1,2 mg/dL (Sher & Hung,
2013)

4.4.1.4. Fosfatasa alcalina (ALP)

La fosfatasa alcalina (ALP) es una glucoproteina ubicua unida a la membrana
celular que cataliza la hidrolisis de monoésteres de fosfato a un pH alcalino,
encontrandose ampliamente distribuida en tejidos metabdlicamente activos como el
higado, el hueso y el rifidn. La determinacion de la actividad plasmatica global de la
ALP resulta de gran interés analitico como un marcador clave para evaluar de forma
complementaria la integridad del sistema hepatobiliar y descartar la presencia de
procesos colestasicos. Presenta un intervalo fisiolégico marcadamente superior al
observado en humanos debido al elevado recambio celular y metabdlico propio de

los roedores sanos en etapas de desarrollo

Los valores de referencia para ratones estan en un rango de 50-180 U/L, (Sharma
et al., 2014).

4.4.2. Biomarcadores de dafo celular y hemdlisis
4.4.2.1. Lactato deshidrogenasa (LDH)

La LDH una enzima intracelular que se mide como marcador inespecifico de
lesion tisular y proliferacion ya que su aumento es indicativo de lisis (McGill, 2016).
Es necesario interpretar sus valores integrados con los de las transaminasas para
discernir dafo hepatico; en el contexto de las coagulopatias y enfermedades
hematoldgicas, la LDH es un biomarcador clave para cuantificar la gravedad de la

hemodlisis intravascular (Daina et al., 2023; Liu et al., 2025).

El valor de referencia en ratones oscila entre 150-600 U/L (Sher & Hung,
2013)

4.4.2.2. Iindice hemolitico

La hemdlisis supone la liberacion de componentes al plasma que pueden
comprometer la integridad de la muestra. Su monitorizacion es necesaria y muy
relevante, concretamente en los protocolos de micrométodos aplicados a modelos
de ratdn, donde los volumenes de muestra son reducidos, por ello es un parametro

indicativo de control de calidad.

Esto se debe a que la ruptura de los eritrocitos libera hemoglobina libre, que

presenta picos de absorbancia (entre 320 y 580 nm, con un pico caracteristico
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alrededor de 415 nm). Estos picos interfieren directamente con los ensayos
colorimétricos y fotométricos de otros parametros como la AST o la LDH; ademas de
generarse una elevaciéon artificial de componentes intracelulares, lo que puede

conducir a una interpretacién equivoca de los resultados (Altaihani et al., 2024).

4.4.3. Biomarcadores de funcion renal

La creatinina es un producto metabdlico derivado del fosfato de creatina en el
tejido muscular. Se elimina unicamente por filtracion glomerular sin ser reabsorbida
de forma significativa por lo que es el indicador estandar de la tasa de filtracién del
glomérulo (Wu & Mao, 2020). Es fundamental medirla para poder monitorizar la
seguridad sistémica y la funcion renal durante la evaluacion de un posible
tratamiento descartado una patologia renal secundaria o toxicidad sistémica
derivada (Thakur et al., 2024; Wu & Mao, 2020).

Su valor de referencia en ratones esta entre 0,1-0,8 mg/dL (Sher & Hung, 2013;
Thakur et al., 2024)

4.5. Evaluacién de la generacion de trombina

A diferencia de las pruebas de coagulacién convencionales (como el TP y el
TTPa), que solo permiten capturar el inicio de la formacion de fibrina (cuando se ha
generado menos del 5% de la trombina total), el test de generaciéon de trombina
(TGT) permite cuantificar la trombina generada en una muestra tas activar la

coagulacion (Negrier et al., 2019; Shaw et al., 2023).

El método de eleccion para realizar este analisis es la trombinografia
automatica calibrada (CAT, por sus siglas en inglés). Esta técnica emplea un sustrato
fluorogénico especifico de trombina que, cuando se escinde por la accion catalitica
de la misma, libera un producto fluorescente. La intensidad de fluorescencia es
proporcional a la cantidad de trombina generada y es registrada mediante un
fluorimetro conectado al equipo. Este equipo cuenta con su propio software llamado
Thrombinoscope® (Thrombinoscope, Maastricht, Holanda) que registra el valor de
fluorescencia y lo convierte en actividad de trombina (Negrier et al., 2019; Shaw
et al., 2023). Para corregir posibles desviaciones experimentales, el sistema utiliza

un calibrador de trombina externa de actividad conocida (Shaw et al., 2023).

12



Los tres reactivos mas utilizados para activar la generacion de trombina son:
PPPLow-reagent que contiene 1 pM de FT y 4 uM de una mezcla de fosfolipidos,
permitiendo evaluar la generacion de trombina en condiciones de baja activacion de
la coagulacion; MP-reagent que contiene 4 uM de una mezcla de fosfolipidos y
permite evaluar la generacion de trombina dependiente de la concentracion de FT
presente en la muestra; PRP-reagent que contiene 1 pM de FT y permite evaluar la

generacion de trombina dependiente de la concentracion de fosfolipidos presentes
en la muestra.

El proceso de generacion de trombina queda graficamente representado
mediante un trombinograma que muestra la concentracion de trombina frente al
tiempo (Figura 1). A partir de esta curva, el software del equipo registra y calcula
automaticamente los distintos parametros que describen los aspectos de la
coagulacion; el Lagtime (LT), tiempo transcurrido desde la activacién de la reaccion
(con FT y/o fosfolipidos) hasta alcanzar una concentracién de 10 nM de trombina,
expresado en min; el tiempo al pico (ttPeak): tiempo transcurrido desde el inicio de la
reaccion hasta alcanzar la concentracion maxima de trombina generada, en min; la
altura al pico (Peak): concentracion maxima de trombina alcanzada en el ensayo, en
nM vy; el potencial endégeno de trombina (ETP): area bajo la curva, que refleja la
concentracion total de trombina generada a lo largo del test, en nM-min (Castoldi &

Rosing, 2011). La interpretacién conjunta de estos parametros permite evaluar el

estado funcional del sistema hemostatico e identificar distintas alteraciones

hemostaticas.

Thrombin (nM)
200 —

7 Peak Thrombin Generation = Peak Height
(nM)

1s Thrombin ial = ETP
(nMemin)

dex = my
(nM/imin) o

Mean Velocity Rate Indey

— 7 Ba_aa) Time(min)
10 20 30

Lag Time=LT Time to Peak=TTP
(min) (min)

Figura 1. Trombinograma (Shaw et al., 2023)
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5.

Justificacion y objetivos

El presente Trabajo de Fin de Grado se integra en una linea de investigacion

orientada al desarrollo de protocolos terapéuticos, basados en terapias avanzadas,

geénica y celular, para el déficit congénito de factor V. Para evaluar la seguridad y la

eficacia de estas terapias en modelos animales, es necesario disponer de

herramientas diagnodsticas precisas adaptadas a las limitaciones biolégicas del

modelo en raton.

El objetivo principal de este trabajo es la puesta a punto y validacion de

protocolos experimentales en el modelo de ratén para la medicion de marcadores

bioquimicos y funcionales de la coagulacién, optimizando el aprovechamiento de la

muestra mediante micrométodos.

Los objetivos especificos planteados han sido:

Optimizar micrométodos para la determinacion del perfil bioquimico sistémico.
Adaptar las técnicas analiticas convencionales para cuantificar, a partir de
volumenes reducidos de plasma, indicadores de integridad hepatocelular
(ALT, AST, ALP), capacidad excretora (bilirrubina total) y dafio celular general
(LDH).

Evaluar la seguridad organica extrabiliar. Establecer un protocolo para la
medida de creatinina como biomarcador de funciéon renal, para descartar
toxicidad sistémica derivada de la administracion del vector viral.

Implementar un control de calidad analitico. Integrar la determinacion del
indice hemolitico en el procesado de las muestras de manera que se asegure
la integridad de los resultados bioquimicos y evite interferencias opticas en los
micrométodos.

Cuantificar el equilibrio hemostatico global. Validar el uso de la trombinografia
automatica calibrada (CAT) como técnica para evaluar la formacion e
inhibicién de trombina en plasma de ratén, permitiendo reflejar el balance
entre mecanismos procoagulantes y anticoagulantes.

Establecer valores de referencia en el modelo en raton. Realizar la puesta a
punto de estos parametros en animales WT para definir una linea base que
permita, en fases posteriores, evaluar la eficacia de la terapia génica en

ratones deficientes en FV.
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VI. Realizar ensayos preliminares de eficacia. Si el cronograma experimental lo
permite, medir las alteraciones de estos parametros en modelos animales

deficientes de FV.

6. Materiales y métodos

6.1. Diseno del estudio y modelo animal

Para este estudio se emplearon ratones de la especie Mus muscullus, cepa
CBAXxC57BL6.

El protocolo experimental disefiado contempla dos grupos: como herramienta
principal, animales Wild Type (WT), empleados para la puesta a punto de los
protocolos y el establecimiento de valores basales de referencia para los
biomarcadores bioquimicos y los niveles de generacion de trombina y, ratones
homocigotos deficientes de FV portadores de la mutacién Thr1857Met en caso de

tener tiempo para incluirlo en la memoria del TFG.

Se emplearon ratones obtenidos mediante cruces de individuos WT vy
homocigotos del animalario hasta completar el numero requerido por grupo
experimental. A los 21 dias de edad, los animales fueron identificados mediante
marcaje auricular con punch, previa aplicacién de crema anestésica EMLA®, lo que

permitié su posterior genotipado y asignacion a los grupos experimentales.
6.2. Obtencion y procesamiento de muestras

Se realizaron extracciones sanguineas a las 8 y 11 semanas de edad
mediante puncion del seno submandibular con aguja de 23G, tras desinfeccion con
clorhexidina. Se obtuvieron aproximadamente 0,25 mL de sangre, recolectados en
tubos con citrato sédico al 3,8% para los analisis bioquimicos; y en tubos de citrato
sédico al 3,8% suplementado con corn trypsin inhibitor (CTI, Cell systems
Biotechnologie, Alemania), para la evaluacion de la generacion de trombina. El
empleo de CTI permite inhibir de manera especifica al FXlla, evitando la activacion
de la via de contacto de la coagulacion durante la manipulacion de la muestra, un
fendmeno especialmente importante en ratones debido a la alta sensibilidad de esta
via y garantizando que la generacion de trombina medida en el CAT refleje

condiciones fisioldgicas y no artefactos preanaliticos.
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El plasma libre de plaquetas (PFP) se obtuvo por centrifugacion de la sangre
total a 2500 g, durante 15 min a 23 °C. Posteriormente, las alicuotas de plasma se

almacenaron a -80°C hasta su utilizacion.

Tras cada extraccion, se administré solucién salina fisiolégica atemperada por
via intraperitoneal (0,75 mL) para favorecer la recuperacion de la volemia,
permitiendo un periodo de descanso hasta el siguiente procedimiento. Tras la
obtencidén de la muestra, los animales fueron sacrificados mediante exposicidon a

CO,. Todos los procedimientos fueron de caracter leve.
6.3. Determinacion de parametros bioquimicos

Las determinaciones bioquimicas se llevaron a cabo de forma automatizada a
partir de las muestras de plasma de ratdon. Previo al analisis, las muestras
congeladas se trasladaron al laboratorio del Hospital Universitario La Paz, donde se
procedié a su descongelacion y posterior transferencia a microtubos rotulados con
cédigos de barras compatibles con el sistema automatizado. La cuantificacion de los
biomarcadores funcionales y de dafo celular se realiz6 en los analizadores
automaticos de la serie Atellica® (Siemens Healthineers), empleando reactivos
comerciales especificos y calibradores certificados para cada ensayo. Debido a las
limitaciones en el volumen disponible de las muestras, se priorizé la medicion
simultdnea en una misma alicuota. Las metodologias y principios analiticos

empleados para cada parametro se detallan a continuacion:

Alanina aminotransferasa (ALT): Medida en el analizador Atellica CH mediante el
ensayo Atellica CH Alanine Aminotransferase P5P (ALTPLC) empleando un volumen
de muestra de 25 uL. El método se basa en las recomendaciones de la IFCC,
utilizando piridoxal-5'-fosfato (P5P) como activador. La actividad enzimatica de la
ALT se determiné por espectrofotometria cinética midiendo la tasa de disminucién de
la absorbancia de NADH a 340/410 nm, la cual es directamente proporcional a la

actividad de la enzima en la muestra.

Aspartato aminotransferasa (AST): Determinada en el analizador Atellica CH a
través del ensayo Atellica CH Aspartate Aminotransferase P5P (ASTPLC) con un
volumen de muestra de 25 pL. Al igual que la ALT, sigue las directrices de la IFCC
con la adicion de P5P , cuantificandose la actividad de forma cinética mediante la

reduccion de la absorbancia de NADH medida a 340/410 nm.
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Bilirrubina Total: Evaluada mediante el ensayo Atellica CH Total Bilirubin_2 (TBil_2)
en el sistema Atellica CH con un volumen de muestra de 14,3 pL. El analisis se
fundamenta en un método de oxidacién quimica asistido por detergente, donde la
bilirrubina es oxidada por la accion del vanadato a un pH aproximado de 2,9 para
producir biliverdina. La consiguiente disminucion de la densidad optica del color

amarillo caracteristico se registr6 como una reaccion de punto final a 451/545 nm.

Fosfatasa Alcalina (ALP): Medida en el analizador Atellica CH utilizando el ensayo
Atellica CH Alkaline Phosphatase, Concentrated (ALP_2c) con un volumen de
muestra de 10 pL. El método sigue el procedimiento de referencia de la IFCC
(Bowers y McComb), basado en la transfosforilacion catalitica del p-nitrofenilfosfato
(p-NPP) a p-nitrofenol (p-NP) a pH 10,25 en presencia de iones magnesio y cinc. El
incremento de la absorbancia provocado por la formacion de p-NP se determind

mediante cinética bicromatica a 410/478 nm.

Lactato Deshidrogenasa (LDH): Determinada en el analizador Atellica CH
empleando el ensayo Atellica CH Lactate Dehydrogenase L-P (LDLP) con un
volumen de muestra de 14 uL. El procedimiento se basa en el ensayo de Amador,
Dorfman y Wacker automatizado, empleando un tampén TRIS. La LDH cataliza la
conversion de L-lactato a piruvato reduciendo NAD a NADH. La actividad enzimatica
se calcul6 midiendo el incremento de la absorbancia a 340/410 nm de forma
cinética.

Creatinina: Cuantificada en el analizador Atellica Cl por medio del ensayo Atellica
CH Enzymatic Creatinine_3 (ECre3) utilizando un volumen de muestra de 8,5 uL. El
ensayo emplea un método enzimatico secuencial basado en Suzuki y Yoshida. En
una fase de pretratamiento, la creatinasa y la sarcosina oxidasa eliminan la creatina
y sarcosina endogenas. Posteriormente, la creatinina es convertida de forma
sucesiva por la creatininasa, creatinasa y sarcosina oxidasa generando perédxido de
hidrégeno. En presencia de peroxidasa, este reacciona con 4-aminoantipirina y
EMSE dando lugar a un pigmento de quinona purpura-rojizo, cuya absorbancia de

punto final se midi6é a 545/694 nm.

Todos los resultados fueron procesados e impresos automaticamente por el sistema
de gestion del analizador tras un tiempo de reaccion estandar de aproximadamente

15 minutos. Aquellas muestras cuyo volumen o concentracion requirieron

17



manipulacion especial fueron diluidas con suero fisiolégico (1:2) de acuerdo con las

especificaciones técnicas operativas del equipo.
6.4. Determinacién de trombina

La capacidad de generacién de trombina en plasma de ratdon se evalud
mediante CAT. Previamente al analisis, las muestras de PFP se descongelaron a
37°C durante 10 min y se diluyeron 1:4 en un tampon especifico del ensayo (NaCl
150 nM, BSA 2%, HEPES 20 nM). La medicidn de las muestras se realizd6 por
duplicado en placas de 96 pocillos. Para ello se afiadieron 40 uL de muestra diluida y
10 uL del reactivo activador correspondiente (PPPlow, PRP-o MP-reagent,
Diagnostica Stago, Madrid). Ademas, para cada muestra se prepararon pocillos con
40 uL de plasma diluido y 10 uL de un calibrador de trombina de actividad conocida,
con el fin de corregir variaciones instrumentales y experimentales. Tras el pipeteo, la
placa se incubd a 37 °C y posteriormente se anadidé el sustrato fluorogénico FluCa,

previamente diluido 1:40 en su tampdn, en un volumen de 10 uL por pocillo.

Durante la determinacion de la generaciéon de trombina se registraron los
siguientes parametros: LT, ttPeak, Peak y ETP. Todas muestras se analizaron en el

mismo ensayo para minimizar la variabilidad interensayo.
6.5. Comité ético

El estudio se ha desarrollado bajo el cumplimiento de la legislacion nacional y
europea sobre la proteccion de los animales utilizados para experimentacion y otros
fines cientificos, conforme al Real Decreto 53/2013. Los protocolos experimentales
han sido evaluados y aprobados por el comité de ética del Hospital de Parapléjicos

de Toledo y la Comunidad de Castilla La Mancha.

Todos los procedimientos in vivo se han realizado en las instalaciones del
animalario del Hospital Nacional de Parapléjicos de Toledo (REGA:
ES451680000068), contando con la supervision de personal investigador vy
experimentador debidamente acreditado en las categorias A, B y C segun la
normativa vigente. El disefio experimental se ha regido por los principios de las 3Rs
(Reemplazo, Reduccion y Refinamiento), aplicando técnicas minimamente invasivas

para la obtencion de muestras.
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6.6. Analisis estadisticos

El procesamiento y analisis de los datos se realizé mediante el software
estadistico GraphPad 8. En primer lugar, se llevé a cabo un analisis descriptivo de
todas las variables, expresando los resultados como Media £ Desviacion Estandar
(DS), incluyendo el calculo del Coeficiente de Variacion (CV) y los Intervalos de
Confianza al 95% (95% IC). La normalidad de las distribuciones se verifico mediante
la prueba de Shapiro-Wilk. Para la comparacion de los marcadores bioquimicos
entre los grupos de machos y hembras, se aplicé la prueba t de Student para
muestras independientes. Por su parte, los parametros obtenidos en el ensayo de
generacion de trombina (CAT) se analizaron mediante modelos de ANOVA de dos
vias, evaluando el efecto de los factores principales (Sexo y Reactivo) y su posible
interacciéon. En los casos donde se detectd significacion estadistica global, se aplic
la prueba de comparaciones multiples post hoc de Tukey para discernir diferencias
locales por parejas de subgrupos. En todos los analisis se establecié el umbral de

significacidn estadistica para un valor de p<0,05.

7. Resultados

7.1. Caracterizacion bioquimica de los animales WT

Con el objetivo de evaluar el estado metabdlico basal, funcion hepatica,
funcién renal y la integridad tisular del modelo animal se determinaron niveles
plasmaticos de transaminasas (ALT y AST), bilirrubina total, creatinina, lactato
deshidrogenasa vy, se incluy6 fosfatasa alcalina (ALP), en animales WT de ambos
sexos. Se incluyeron 7 muestras, 3 correspondientes a hembras y 4 a machos, de

las cuales una no pudo analizarse por error técnico, (N=6).

Cabe destacar que al cuantificar la creatinina y la bilirrubina total las lecturas
obtenidas por el equipo analitico se situaron por debajo del limite de deteccion
técnica en todas las muestras (<0,15 mg/dL). Debido a este efecto de “suelo
instrumental”’, no fue estadisticamente viable realizar pruebas de contraste ni
modelos de analisis inferencial para estos dos parametros. El analisis estadistico
descriptivo para el resto de marcadores se detalla en la Tabla 1. La aplicacion de la
prueba t de Student para la comparacién entre machos y hembras determind la

ausencia de diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) en todos los
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marcadores enzimaticos evaluados, mostrando un perfil molecular basal homogéneo

entre sexos.

La distribucion y dispersion de estos valores se representan graficamente
mediante diagramas de caja en la Figura 2, mientras que la comparacion visual
entre sexos para cada marcador se muestra en la Figura 3, confirmando la
homogeneidad del grupo WT.

Tabla 1| Descriptiva general de los parametros bioquimicos plasmaticos en

ratones WT. Se detallan los valores AST, ALT, LDH y ALP obtenidos tras el
procesado mediante micrométodos (N=6)

Variable Valor Valor Mediana Media =+ DS Coeficiente 95% IC

(U/L) Minimo Méximo (desviacion de
estandar) variacion
AST 47,73 69,93 57,45 57,71 + 14,95% 48,65 —
8,626 66,76
ALT 19,98 42,18 26,64 28,12 + 27,42% 19,98 —
7,712 42,18
LDH 121 295,3 201,5 202,4 + 30,6% 137,4 —
61,94 267,4
ALP 178,7 265,3 198,7 218,9+40,6 18,3% 178,7 —
265,3
300
=3 ALT Total
—|_ — =3 LDH Total
=3 ALP Total
3 AST Total
200
—_—

u/L

1

100

=
=

I T T 1
ALT Total LDH Total ALP Total AST Total

Figura 2. Distribucion de los parametros bioquimicos en ratones WT. Representacion grafica
mediante diagramas de caja y bigotes mostrando el intervalo Min-Max de los niveles plasmaticos
totales de AST, ALT, LDH y ALP. La linea central indica la mediana del grupo de estudio (N=6). Se
observa la estabilidad de los rangos enzimaticos basales en el modelo.
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Figura 3. Comparativa de marcadores bioquimicos por factor sexo. Niveles plasmaticos de
transaminasas, LDH y ALP diferenciados en grupos de machos y hembras. Las barras de error
indican la desviaciéon estandar. No se detectaron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05),
confirmando la homogeneidad del perfil molecular basal entre sexos.

7.2. Estudio de la generacion de trombina

Con el objetivo de cuantificar la capacidad procoagulante plasmatica total de
las muestras, se determind mediante CAT en animales WT de ambos sexos. Se

incluyeron 7 muestras, 3 correspondientes a hembras y 4 a machos (N=7).

Los ANOVA globalmente fueron no significativos (p > 0,05); exceptuando el
ETP, que reveld un efecto estadisticamente significativo asociado al factor sexo (p =
0,0230%). Por el contrario, ni el tipo de reactivo (p = 0,8846) ni la interaccion entre
ambas variables (p = 0,6046) mostraron relevancia estadistica. Al aplicar la prueba
de comparaciones multiples post hoc de Tukey para discernir diferencias locales por
parejas de subgrupos, no se alcanzaron umbrales de significacion estadistica
estricta dentro de ninguna de las condiciones de estimulacion especificas (Macho vs.
Hembra en PPP-Low: p = 0,4812; en MP-reagent: p = 0,9868; en PRP-reagent: p =
0,4222).

En cuanto al Peak, el ANOVA de dos vias identificé Unicamente una tendencia
marginal hacia la significaciéon condicionada por el factor sexo (p = 0,0633), con
ausencia de efectos por el reactivo (p = 0,7422) o la interaccion (p = 0,7038). Las
comparaciones por parejas en el analisis post hoc fueron también no significativas (p

> 0,05). Los estadisticos descriptivos del ensayo CAT se presentan en la Tabla 2.
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Finalmente, los parametros cronométricos que describen la velocidad de inicio

y progresion de la onda de coagulacion, correspondientes al LT y al ttPeak, no

manifestaron variaciones ni efectos principales significativos para ninguno de los

factores evaluados, mostrando un comportamiento constante en todas las muestras

analizadas.

La comparacién de las medias por los factores sexo y reactivo para cada

parametro cinético se representa en la Figura 4, donde se visualiza graficamente la

dispersion de los datos y la presencia de valores nulos, especialmente en el grupo

de las hembras para ETP.
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Figura 4. Parametros cinéticos del CAT por Sexo y Reactivo. Representacion de las medias para
LT, ETP, Peak y ttPeak tras la estimulacion con los reactivos PPP Low, MP-reagent y PRP-reagent.
Se visualiza la alta dispersion de los datos y el efecto del factor sexo en el ETP (p=0,0230%),
condicionado por la presencia de valores nulos (curvas planas) mayoritariamente en el grupo de las

hembras (N=7).
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TABLA 2| Descriptiva general de los parametros cinéticos de generaciéon de

trombina (CAT) segun el reactivo inductor.

Reactivo Variable Valor Valor Mediana Media £ DS Coeficiente  95% IC
minimo maximo (desviacion  de variacion
estandar)
LT 0,0 38,17 2,67 11,86 +17,8 150,1% -4,607 — 28,32
(min)
PPP- ETP 0,0 1321 0,0 419,9 £ 601,2 143,2% -136,1 - 975,9
Low (nM*min)
Peak 0,0 72,72 20,7 28,0 £ 28,55 102% 1,595 - 54,40
(nM)
ttPeak 0,0 64,33 8,5 21,5+26,73 124,3% -3,222 — 46,22
(min)
LT 0,0 3,5 2,33 1,809 £ 1,545 85,45% 0,379 — 3,238
(min)
MP- ETP 0,0 1526 427,5 517,8 £587,8 113,5% -25,86 — 1061
reagent (nM*min)
Peak 0,0 82,03 32,22 39,18 +33,6 85,77% 8,1-70,25
(nM)
ttPeak 0,0 18,5 6,5 6,571 £ 6,235 94,88% 0,805 -12,34
(min)
LT 0,0 2,17 15 1,286 + 0,705 54,87% 0,6332 — 1,938
(min)
PRP- ETP 0,0 1307 0,0 4448 + 5792  130% -90,89 — 980,5
reagent (nM*min)
Peak 0,0 86,27 24,66 34,17 £ 31,02 90,79% 5,478 — 62,86
(nM)
ttPeak 0,0 23,83 11,17 10,41+ 7,836 75,31% 3,158 — 17,65
(min)

Se muestran la media, desviacion estandar, coeficiente de variaciéon e intervalos de

confianza para los parametros LT, ETP, Peak y ttPeak tras la activacion con PPP

Low, MP-reagent y PRP-reagent en animales de ambos sexos (N=7).

7.3.

Disponibilidad de muestras de homocigotos

Aunque inicialmente se plante6 la evaluacion de ratones homocigotos

deficientes en FV, no fue posible obtener datos experimentales durante el periodo de

realizacion del TFG. En consecuencia, el estudio se centrdé en la estandarizacion de

los protocolos analiticos y en la obtencidn de valores basales en animales WT como

primera aproximacion para sentar la base metodologica.
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8. Discusion

El presente trabajo se ha centrado en la estandarizacion de parametros
bioquimicos y funcionales de la coagulacién en un modelo de raton WT. La
obtencién de valores de referencia en animales sanos constituye un requisito
imprescindible para interpretar adecuadamente las alteraciones que puedan
obtenerse en modelos experimentales de la enfermedad y para evaluar, en fases
posteriores, la eficacia de nuevas estrategias terapéuticas dirigidas a la deficiencia
de FV.

Los resultados obtenidos para los parametros bioquimicos demostraron que los
métodos adaptados permiten cuantificar de forma reproducible diversos marcadores
de interés clinico empleando pequefios volumenes, asi como que no hay diferencias
relevantes entre los valores de machos y hembras. Las actividades medias de AST,
ALT, ALP y LDH se situaron dentro de los rangos fisiolégicos descritos para ratones
sanos, sin evidencias de alteracion hepatica o dano tisular significativo. Estos
marcadores son ampliamente utilizados para monitorizar la integridad hepatica y la
posible toxicidad asociada a tratamientos experimentales, por lo que su correcta
determinacién resulta esencial para futuros estudios preclinicos (Sher & Hung,
2013).

La AST presentd valores aproximadamente dos veces superiores a los
observados para ALT, esta diferencia es compatible con la distribucién tisular mas
amplia de la AST respecto a la ALT, ya que la primera también se expresa en
musculo esquelético, miocardio, riidn y otros tejidos (McGill, 2016). Del mismo
modo, los valores obtenidos para ALP y LDH fueron compatibles con el estado
fisioldgico esperado para animales jovenes y sanos, sin indicios de procesos
patolégicos que pudieran interferir en la interpretacion posterior de los ensayos de

coagulacion.

Una consideracion relevante fue la obtencion de valores de creatinina y
bilirrubina total inferiores al limite de deteccién del método empleado en la totalidad
de los animales analizados. Aunque inicialmente podria interpretarse como una
limitacion analitica, este hallazgo es coherente con caracteristicas fisioldgicas
propias del raton. La creatinina es un producto derivado del metabolismo de la

creatina muscular y su concentracién plasmatica depende de la masa muscular total

24



del organismo (Wu & Mao, 2020). Debido al reducido tamafo corporal del modelo de
estudio, las concentraciones basales de creatinina son considerablemente inferiores
a las observadas en humanos y frecuentemente se situan proximas a los limites de
deteccion de técnicas bioquimicas desarrolladas originalmente para uso clinico
(Mohammed et al., 2020).

En el caso de la bilirrubina total, en condiciones fisioldgicas, los ratones
presentan una elevada capacidad hepatica para captar, conjugar y excretar
bilirrubina, manteniendo concentraciones plasmaticas muy bajas. La ausencia de
hemolisis significativa, asi como la falta de evidencias de dafio hepatico en los
animales estudiados, contribuyen a explicar los valores observados (Thakur et al.,
2024). Por tanto, mas que reflejar una limitacidn metodoldgica, estos resultados
parecen representar adecuadamente el perfil metabdlico basal de animales WT
sanos esperado y, ponen de manifiesto la importancia de considerar las
particularidades fisioldgicas de cada especie al adaptar metodologias desarrolladas

para medicina humana.

La segunda parte del trabajo se centré en la evaluacion de la generacion de
trombina mediante CAT, ensayo que integra simultaneamente la contribucién de los
factores procoagulantes, anticoagulantes y reguladores presentes en el plasma,
proporcionando una visibn mas completa del equilibrio hemostatico (Castoldi &
Rosing, 2011; Ninivaggi et al., 2012).

Los resultados obtenidos demostraron que es posible aplicar esta metodologia a
muestras de raton de pequefio volumen, obteniendo curvas de generacion de
trombina interpretables en la mayoria de los casos. Sin embargo, los distintos
parametros analizados mostraron una elevada variabilidad interindividual,
especialmente en el ETP, cuyos coeficientes de variacion superaron el 100 % en
algunos de los reactivos empleados. Esta dispersidon contrasta con la menor
variabilidad observada en otros parametros, como LT y ttPeak, y sugiere que la fase
de propagacion de la coagulacion constituye uno de los aspectos mas sensibles a

pequenas variaciones bioldgicas y experimentales.

La variabilidad observada puede atribuirse a multiples factores. En primer lugar,
la utilizacion de volumenes extremadamente reducidos aumenta el impacto relativo

de pequehas desviaciones en la manipulacion de las muestras. Asimismo, la
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generacion de trombina es una prueba especialmente sensible a variables
preanaliticas como la extraccion de la muestra y el procesamiento del plasma, la
presencia de microparticulas residuales o ligeras diferencias en la concentracion
efectiva de los reactivos activadores (Castoldi & Rosing, 2011). Estas fuentes de
variacion han sido descritas previamente como uno de los principales retos para la
estandarizacién de los ensayos CAT, particularmente cuando se aplican a modelos

animales (Ninivaggi et al., 2012)

A pesar de la variabilidad mencionada, no se identificaron diferencias
estadisticamente significativas entre machos y hembras para la mayoria de los
parametros estudiados. Del mismo modo, tampoco se observaron diferencias
consistentes entre los distintos reactivos utilizados para inducir la generacion de
trombina. Este resultado es razonable considerando que todos los animales
analizados pertenecian a la misma linea genética y no presentaban alteraciones
conocidas de la coagulacién; cabria esperar una capacidad hemostéatica global
relativamente homogénea entre individuos, independientemente del sexo o de

pequenas variaciones experimentales.

Cabe destacar que la interpretacion estadistica de estos resultados esta
condicionada por el reducido tamafio muestral disponible. Los analisis se realizaron
con un total de seis animales para los parametros bioquimicos y siete para los
estudios de generacion de trombina, cifras habituales en estudios preliminares de
validacion metodoldgica pero que limitan la potencia estadistica. Como sefalaron
Button y colaboradores, los tamafos muestrales reducidos aumentan la probabilidad
de obtener resultados falsamente negativos (error tipo Il) y dificultan la deteccion de
diferencias bioldgicas sutiles. Por ende, la ausencia de significaciéon estadistica
observada en determinados analisis debe interpretarse con cautela y confirmarse
mediante estudios posteriores que incluyan un mayor niumero de animales (Button
et al., 2013).

Otra limitacién del trabajo deriva de la imposibilidad de incluir durante el periodo
experimental animales con déficit de FV por lo que la evaluacién realizada se
restringid a ratones WT utilizados como grupo de referencia. Sin embargo, esta

circunstancia no disminuye la relevancia de los resultados obtenidos, ya que el
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principal objetivo del estudio consistia en establecer y validar las metodologias

necesarias para la futura caracterizacion de dichos modelos.

En conjunto, los resultados demuestran que los protocolos basados en
micrométodos desarrollados en este trabajo permiten la determinacion reproducible
de diversos parametros bioquimicos y la aplicacion de ensayos de generacién de
trombina a muestras de pequefio volumen. La estandarizacion de estas técnicas
proporciona una base metodoldgica solida para futuros estudios dirigidos a
caracterizar el fenotipo hemostatico de modelos de raton deficientes de FV y a
evaluar la eficacia y seguridad de nuevas estrategias terapéuticas, incluyendo
aproximaciones basadas en terapia génica. De este modo, el trabajo establece
aproximaciones necesarias para avanzar en el estudio de tratamientos para

coagulopatias.
9. Conclusiones

Primera. Se ha demostrado la viabilidad de los micrométodos aplicados al modelo
de ratébn WT para la determinaciéon de parametros bioquimicos y funcionales de la
coagulacion permitiendo obtener resultados reproducibles a partir de volumenes de

plasma muy reducidos.

Segunda. El modelo WT presenta un perfil bioquimico basal estable, sin evidencia
de dano hepatico ni dano celular sistémico, pudiendo ser usado de referencia para

trabajos posteriores

Tercera. La evaluacion de la generacion de trombina mediante CAT en el modelo de
raton WT revela un comportamiento globalmente homogéneo, con estabilidad en los
parametros cinéticos correspondientes sin observarse diferencias significativas en el

uso de un reactivo u otro.

Cuarta. No se observa dimorfismo sexual significativo en los marcadores medidos o

en la generacion de trombina.

Quinta. El tamano muestral reducido (N=6 para la bioquimica y N=7 para los
estudios de trombina) limita la potencia estadistica del estudio, dificultando la
deteccion de diferencias bioldgicas pequenas y condicionando la interpretacion de
resultados, por lo que estas conclusiones se interpretan como una aproximacion

preliminar.
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Sexta. Con este trabajo se establece una primera aproximacién a una base
metodologica sdlida para el analisis funcional de la coagulacién en modelo de raton,
aportando valores de referencia e identificando limitaciones para futuras

investigaciones orientadas a estrategias terapéuticas para el déficit del FV.
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