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1. Objeto

El presente documento constituye un compromiso entre el estudiante matriculado
en el Master en Biologia Sanitaria y su Tutor/es y en el que se fijan las funciones de
supervision del citado trabajo de fin de master (TFM), los derechos y obligaciones
del estudiante y de su/s profesor/es tutor/es del TFM y en donde se especifican el
procedimiento de resolucion de potenciales conflictos, asi como los aspectos
relativos a los derechos de propiedad intelectual o industrial que se puedan generar
durante el desarrollo de su TFM.

2. Colaboracion mutua

El/los tutor/es del TFM vy el autor del mismo, en el &mbito de las funciones que a
cada uno corresponden, se comprometen a establecer unas condiciones de
colaboracion que permitan la realizacion de este trabajo y, finalmente, su defensa
de acuerdo con los procedimientos y los plazos que estén establecidos al respecto
en la normativa vigente.
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3. Normativa

Los firmantes del presente compromiso declaran conocer la normativa vigente
reguladora para la realizacion y defensa de los TFM y aceptan las disposiciones
contenidas en la misma.

4.

6.

Obligaciones del estudiante de Master

Elaborar, consensuado con el/los Tutor/es del TFM un cronograma detallado de
trabajo que abarque el tiempo total de realizacion del mismo hasta su lectura.
Informar regularmente al Tutor/es del TFM de la evolucion de su trabajo, los
problemas que se le planteen durante su desarrollo y los resultados obtenidos.
Seguir las indicaciones que, sobre la realizacion y seguimiento de las actividades
formativas y la labor de investigacion, le hagan su tutor/es del TFM.

Velar por el correcto uso de las instalaciones y materiales que se le faciliten por
parte de la Universidad Complutense con el objeto de llevar a cabo su actividad
de trabajo, estudio e investigacion.

Obligaciones del tutor/es del TFM

Supervisar las actividades formativas que desarrolle el estudiante; asi como
desempefar todas las funciones que le sean propias, desde el momento de la
aceptacion de la tutorizacion hasta su defensa publica.

Facilitar al estudiante la orientacion y el asesoramiento que necesite.

Buenas practicas

El estudiante y el tutor/es del TFM se comprometen a seguir, en todo momento,
practicas de trabajo seguras, conforme a la legislacion actual, incluida la adopcion
de medidas necesarias en materia de salud, seguridad y prevencion de riesgos
laborales.

También se comprometen a evitar la copia total o parcial no autorizada de una obra
ajena presentandola como propia tanto en el TFM como en las obras o los
documentos literarios, cientificos o artisticos que se generen como resultado del
mismo. Para tal, el estudiante firmard la Declaracion de No Plagio del ANEXO I,
que sera incluido como primera pagina de su TFM.

7.

Procedimiento de resolucion de conflictos académicos
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En el caso de producirse algiin conflicto derivado del incumplimiento de alguno de
los extremos a los que se extiende el presente compromiso a lo lardo del desarrollo
de su TFM, incluyéndose la posibilidad de modificacion del nombramiento del
tutor/es, la coordinacion del master buscara una solucion consensuada que pueda ser
aceptada por las partes en conflicto. En ningiin caso el estudiante podra cambiar de
Tutor directamente sin informar a su antiguo Tutor y sin solicitarlo oficialmente a la
Coordinacion del Master.

En el caso de que el conflicto persista se gestionara segun lo previsto en el SGIC de
la memoria verificada.

8. Confidencialidad

El estudiante que desarrolla un TFM dentro de un Grupo de Investigacion de la
Universidad Complutense, o en una investigacion propia del Tutor, que tenga ya una
trayectoria demostrada, o utilizando datos de una empresa/organismo o entidad
ajenos a la Universidad Complutense de Madrid, se compromete a mantener en
secreto todos los datos e informaciones de caracter confidencial que el Tutor/es del
TFM o de cualquier otro miembro del equipo investigador en que esté integrado le
proporcionen asi como a emplear la informaciéon obtenida, exclusivamente, en la
realizacion de su TFM.

Asimismo, el estudiante no revelara ni transferira a terceros, ni siquiera en los casos
de cambio en la tutela del TFM, informacion del trabajo, ni materiales producto de
la investigacion, propia o del grupo, en que haya participado sin haber obtenido, de
forma expresa y por escrito, la autorizacién correspondiente del anterior Tutor del
TFM.

9. Propiedad intelectual e industrial

Cuando la aportacion pueda ser considerada original o sustancial el estudiante que
ha elaborado el TFM sera reconocido como cotitular de los derechos de propiedad
intelectual o industrial que le pudieran corresponder de acuerdo con la legislacion
vigente.

10. Periodo de Vigencia

Este compromiso entrard en vigor en el momento de su firma y finalizara por alguno
de los siguientes supuestos:

- Cuando el estudiante haya defendido su TFM.

- Cuando el estudiante sea dado de baja en el Master en el que fue admitido.

- Cuando el estudiante haya presentado renuncia escrita a continuar su TFM.

- En caso de incumplimiento de alguna de las clausulas previstas en el presente
documento o en la normativa reguladora de los Estudios de Posgrado de la
Universidad Complutense.
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La superacion académica por parte del estudiante no supone la pérdida de los
derechos y obligaciones intelectuales que marque la Ley de Propiedad Intelectual
para ambas partes, por lo que mantendra los derechos de propiedad intelectual sobre
su trabajo, pero seguira obligado por el compromiso de confidencialidad respecto a
los proyectos e informacion inédita del tutor.

Firmado en Madrid, a S de junio de 2026

El estudiante de Master El Tutor/es
_ Firmado por LIRAS MARTIN ANTONIO - **2561* el dia
Fi r mado por AGUAVI VA 18/06/2026 con un certificadg emitido por AC FNMT
MORALES LIDI A - Usuarios o

*x%8092** e| dia M

18/ 06/ 2026 con un
certificado emtido

Fdo.: LIDIA AGUAVIVA MORALES Fdo.: ANTONIO LIRAS MARTIN

SR. COORDINADOR DEL MASTER EN
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ANEXO I: DECLARACION DE NO PLAGIO

D./Diia. LIDIA AGUAVIVA MORALES con NIF 32080924H, estudiante de Master en
la Facultad de CIENCIAS BIOLOGICAS de la Universidad Complutense de Madrid en
el curso 2025-2026, como autor/a del trabajo de fin de master titulado ANALISIS
MUTACIONAL Y FENOTIPICO IN SILICO DE LA DEFICIENCA CONGENITA
DEL FV

y presentado para la obtencion del titulo correspondiente, cuyo/s tutor/ es/son:

ANTONIO LIRAS MARTIN (director)

DECLARO QUE:

El trabajo de fin de master que presento estd elaborado por mi y es original. No copio,
ni utilizo ideas, formulaciones, citas integrales e ilustraciones de cualquier obra,
articulo, memoria, o documento (en version impresa o electronica), sin mencionar de
forma clara y estricta su origen, tanto en el cuerpo del texto como en la bibliografia. Asi
mismo declaro que los datos son veraces y que no he hecho uso de informaciéon no
autorizada de cualquier fuente escrita de otra persona o de cualquier otra fuente.

De igual manera, soy plenamente consciente de que el hecho de no respetar estos
extremos es objeto de sanciones universitarias y/o de otro orden.

En Madrid, a 5 de junio de 2026

Fi rmado por AGUAVI VA
MORALES LIDI A -
**%8092** el dia

18/ 06/ 2026 con un
certificado emtido

Fdo.:

Esta DECLARACION debe ser insertada en primera pagina de todos los trabajos fin de
master conducentes a la obtencion del Titulo.
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Declaracion Responsable sobre Autoria y Uso Etico de

Herramientas de Inteligencia Artificial (1A)

Yo, AGUAVIVA MORALES LIDIA

Con DNI/NIE/PASAPORTE: 32080924H

declaro de manera responsable que el/la presente:
[1 Trabajo de Fin de Grado (TFG)
X Trabajo de Fin de Master (TFM)
'l Tesis Doctoral

Con el titulo

ANALISIS MUTACIONAL Y FENOTIPICO IN SILICO DE LA DEFICIENCIA CONGETIA
DE FV

es el resultado de mi trabajo intelectual personal y creativo, y ha sido elaborado de
acuerdo con los principios éticos y las normas de integridad vigentes en la comunidad
académica y, mas especificamente, en la Universidad Complutense de Madrid.

Soy, pues, autor del material aqui incluido y, cuando no ha sido asi y he tomado el
material de otra fuente, lo he citado o bien he declarado su procedencia de forma clara
-incluidas, en su caso, herramientas de inteligencia artificial-. Las ideas y aportaciones
principales incluidas en este trabajo, y que acreditan la adquisicion de competencias,
son mias y no proceden de otras fuentes o han sido reescritas usando material de otras
fuentes.

Asimismo, aseguro que los datos y recursos utilizados son legitimos, verificables y han
sido obtenidos de fuentes confiables y autorizadas. Ademas, he tomado medidas para
garantizar la confidencialidad y privacidad de los datos utilizados, evitando cualquier tipo
de sesgo o discriminacion injusta en el tratamiento de la informacion.

En Madrid, a 5 de junio de 2026

Fi rmado por AGUAVI VA

MORALES LI DI A -

***8092** el dia

18/ 06/ 2026 con un

certificado emtido
FIRMA por AC FNMI Usuari os
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RESUMEN

El déficit congénito de factor V (FV) es una coagulopatia ultra rara de herencia autosémica recesiva,
caracterizada por una amplia heterogeneidad clinica y molecular, que esta causada por mutaciones en el
gen F5. A diferencia de otras coagulopatias, en esta no esta tan clara la relacion entre el genotipo del
paciente y su fenotipo clinico. Los resultados no mostraron una relacion absoluta, pero si la existencia de
un patrén en el que los homocigotos tenian un nivel de factor inferior al 1%, cursando con una mayor
severidad de la enfermedad. Se recopilaron y depuraron los registros de 480 pacientes, de los cuales el
68 % presentaban mutaciones de tipo missense, coherente con lo descrito en la literatura. Estas
variantes, al producir un cambio puntual de aminoacido sin impedir la sintesis proteica, podrian explicar la
amplia variabilidad fenotipica observada. Con los resultados de los andlisis se ha realizado un modelo
predictivo sobre la severidad de la patologia, logrando resultados prometedores. Este estudio contribuye
a comprender mejor la compleja relacion entre el genotipo y el fenotipo clinico en el déficit de FV,
resaltando la utilidad de herramientas bioinformaticas. Los hallazgos obtenidos sientan las bases para
futuros trabajos que integren informacidén genética, funcional y molecular, con el fin de mejorar el

diagnéstico, la clasificacion y el manejo clinico del déficit de FV.

Palabras clave: Déficit de factor V; gen F5; correlaciéon genotipo-fenotipo; predictores bioinforméticos;

machine learning.
ABSTRACT

Congenital factor V (FV) deficiency is an ultra-rare, autosomal recessive bleeding disorder characterized
by extensive clinical and molecular heterogeneity, caused by mutations in the F5 gene. Unlike other
coagulopathies, the relationship between the patient's genotype and their clinical phenotype is not as
clearly established in this condition. The results did not show an absolute correlation, but they did reveal a
pattern wherein homozygotes exhibited factor levels below 1%, presenting with greater disease severity.
Records from 480 patients were collected and curated, showing that 68% harbored missense mutations,
which is consistent with the literature. Since these variants result in a single amino acid substitution
without halting protein synthesis, they could explain the wide phenotypic variability observed. Based on
the analysis outcomes, a predictive model for pathology severity was developed, achieving promising
results. In conclusion, this study contributes to a better understanding of the complex relationship between
genotype and clinical phenotype in FV deficiency, underscoring the utility of bioinformatic tools. These
findings lay the groundwork for future research integrating genetic, functional, and molecular data to

improve the diagnosis, classification, and clinical management of FV deficiency.

Keywords: Factor V deficiency; F5 gene; genotype-phenotype correlation; bioinformatic predictors;

machine learning.



1. INTRODUCCION
1.1. Hemostasia

La hemostasia es la respuesta fisioldgica que se produce frente a una lesién vascular, ya sea fisica o
quimica. Participan tres elementos clave: el endotelio vascular, las plaquetas y los factores de la
coagulacion. Con la interaccion entre estos componentes se consigue formar un coagulo de fibrina,
cesando la hemorragia y restaurando asi la circulacion sanguinea normal en el vaso lesionado (Al-Koussa
etal., 2022; Tabibian et al., 2019).

La hemostasia se divide en dos fases: una primaria, que se caracteriza por la acumulacién y activacion de
plaquetas donde se ha producido el dafio vascular; y una secundaria, en la que se produce una
deposicién de una red de fibrina gracias a la interaccién entre los factores de la coagulacion, que va a
reforzar el tapon plaquetario. Tras darse la reparacion del dafio vascular mediante la hemostasia, tendra
lugar la fibrinolisis, cuyo papel principal sera disolver el coagulo e instaurar de nuevo un correcto flujo
sanguineo (Al-Koussa et al., 2022). Una vez terminada la hemostasia se producira la fibrinolisis para

deshacer el coagulo y volver a la normalidad vascular (Risman et al., 2023).

El proceso de coagulacién esta coordinado por factores y enzimas procoagulantes y anticoagulantes, lo
que previene que ocurra un evento trombético o hemorragico, manteniéndose en todo momento la
homeostasis (Al-Koussa et al., 2022; Echeverry & Dalton, 2018).

Hemostasia primaria

Tras producirse el dafio vascular, el colageno subendotelial es expuesto a la luz del vaso y a su vez
desencadena la activacién de las plaquetas que circulan en estado inactivo en la sangre. Al entrar en
contacto las plaquetas con el colageno, facilitado por el factor von Willebrand (FvW), éstas se adhieren al
sitio de la lesién, A continuacion, las plaquetas, van a aumentar su superficie de adhesion gracias a un
cambio morfoldgico, con el fin de cubrir una mayor area de la zona lesionada y es entonces cuando se
activan. Comienzan a agregarse y a formar el tapdn plaquetario, trombo blanco o trombo primario que
aun es inestable, teniendo una funcién principalmente mecanica, sellando la lesion y previniendo la

pérdida continua de sangre (Al-Koussa et al., 2022; Palta et al., 2014).
Hemostasia secundaria

De manera simultdnea a la hemostasia primaria ocurre la hemostasia secundaria, esencial para
estabilizar el tapdn y evitar su disgregacion, creando un entramado de fibrina alrededor que rodea a las
plaquetas del trombo primario(Palta et al., 2014). Durante la hemostasia secundaria o cascada de la
coagulacion, se van a dar una serie de reacciones en cadena que activardn a distintas proteinas

plasmaticas que son precisamente los factores de la coagulacion, que reaccionaran entre si. La cascada



de la coagulacién esta formada por 3 vias: la via extrinseca; la via intrinseca; y la via comun (Al-Koussa
etal., 2022; Palta et al., 2014).

La via extrinseca comienza con la liberacion del factor tisular (FT) por parte del subendotelio expuesto
durante la lesion; este FT va a activar al factor VIl (FVII) en factor VII activado (FVlla), mediante la
protedlisis de un enlace peptidico. Seguidamente el FVlla y el FT se uniran formando el complejo FT-
FVlla, que junto con el calcio van a promover la activacidn del factor X (FX) a factor X activado (FXa) (Al-
Koussa et al., 2022; Palta et al., 2014).

La via intrinseca se inicia por el contacto del colageno del vaso dafiado con el factor Xl (FXII), pasando
este a su forma activada (FXIla). El FXlla junto con el calcio haran que el factor XI (FXI) se active (FXla) y
este a su vez, en asociacion con el calcio, haran que el factor IX (FIX) se active (FIXa). Al FIXa se le une
el factor VIII activado (FVIlla), formando el complejo tenasa, que junto con el calcio activardn al FX
(Echeverry & Dalton, 2018; Palta et al., 2014).

La via comUn va a ser el punto de convergencia de las dos vias anteriores, donde el FXa; junto con el
factor V activado (FVa) van a formar el complejo protrombinasa, que convertira la protrombina en
trombina, en presencia de calcio y fosfolipidos. La reaccién de fibrinégeno a fibrina va a ser catalizada por
la trombina formada en el paso anterior. El papel de la trombina no se limita a esa reaccion, también se
va a encargar de activar al FV, al FVIIl y al factor XIII (FXIII), este Gltimo encargado de estabilizar a la

fibrina para darle consistencia estructural al coagulo (Chapin & Hajjar, 2015; Winter et al., 2017).
Fibrinolisis

La fibrinolisis es la degradacion enzimatica de la red de fibrina que se encuentra formando el coagulo; de
esta forma se evita la acumulacién innecesaria de fibrina y se eliminan los trombos producidos para
reestablecer el flujo sanguineo (Risman et al., 2023). La plasmina procedente del plasmindgeno es la
encargada de llevar a cabo la reaccion de degradacion, de la que se van a obtener los llamados

productos de degradacion de fibrina (PDFs) que seran eliminados posteriormente a través del higado
(Chapin & Hajjar, 2015; Palta et al., 2014).

La actividad fibrinolitica va a estar limitada por los inhibidores de los activadores del plasmindgeno (t-PA 'y
el u-PA), haciendo que la degradacion sea mas lenta; el inhibidor de la fibrindlisis activado por trombina
(TAFI), que se encarga de disminuir la afinidad del plasmindgeno por la fibrina, ralentizando la formacién
de plasmina, asegurando que el coagulo no sea demasiado pequefio, y asi no haya sangrado; y por
Ultimo los inhibidores de la plasmina como la a2-antiplasmina y la a2-macroglobulina, que se unen a la

plasmina e impiden que degrade el coagulo (Chapin & Hajjar, 2015; Palta et al., 2014).



1.2. Coagulopatias congénitas

Las coagulopatias son alteraciones o trastornos que ocurren en la hemostasia. Estos desequilibrios
pueden derivar en diatesis hemorragica o en trombofilias, segin la via alterada y qué proteinals fallan
(Lippi etal., 2015). Las trombofilias son trastornos de la coagulacion que conllevan un estado de
hipercoagulacién, produciendo un aumento de la formacién de codgulos, al contrario de la diatesis

hemorragica, que provoca una tendencia al sangrado (Echeverry & Dalton, 2018).

Las coagulopatias pueden ser congénitas, desde que el individuo se encuentra en el Utero o previas al
nacimiento; y adquiridas, aquellas que se desarrollan a lo largo de la vida de una persona desde que
nace. Las congénitas van a estar relacionadas con mutaciones en los genes que codifican las proteinas
implicadas en la hemostasia. La herencia de este tipo de enfermedades pueden ser autosémicas o
ligadas al sexo, dominantes o recesivas, monogénicas o poligénicas (J. A. D. De Pablo-Moreno et al.,
2022a). La mayoria de las coagulopatias adquiridas suelen darse por diversas causas, por ofras
enfermedades, por los habitos de vida, la medicacién, o en el caso de las mujeres, el embarazo y el uso
de anticonceptivos orales, que son factores que van a favorecer el desarrollo de trombofilias (Palta et al.,
2014; Rodriguez Rodriguez et al., 2020).

Hay coagulopatias que pueden ser congénitas pero también adquiridas, como es el caso de la Hemofilia
A o la enfermedad de von Willebrand; asi como el déficit de algunos factores de coagulacién (Rodriguez
Rodriguez et al., 2020).

1.3. Factor V de la coagulacion

El factor V de coagulacion (FV) es una proteina sintetizada mayoritariamente por los hepatocitos (80%),
aunque en menor medida también por los megacariocitos (20%). La mayor parte del FV (80%), circula en
plasma a una concentracion de 7 ug/L, el resto (20%) permanece almacenado parcialmente activado, en
los o-granulos de las plaquetas (Tabibian etal., 2019). La proteina FV estd compuesta de 2224
aminoacidos en el ser humano, de un peso molecular de 330 kDa que va a estar formada por seis
dominios. La proteina est4 compuesta por una cadena pesada formada por los dominios A1y A2, y una
cadena ligera formada por los dominios A3, C1y C2; ambas unidas por un grand dominio B, codificado en
su totalidad por el exdn 13 (constituye la regidn postraduccional) y que seré escindido cuando la proteina
se active (figura1) (Di Cera et al., 2022; Segers et al., 2007; Tabibian et al., 2019).

Esta proteina juega un papel dual en la hemostasia, participando con el FXa formando el complejo
protrombinasa y fomentando la formacién del coagulo de fibrina; y, por otro lado, también cumple con una
funcion anticoagulante en su forma inactivada junto con la proteina C activada (PCA). Por este motivo,
cuando se dan defectos congénitos 0 adquiridos, que van a afectar a los niveles o0 a la actividad de dicha
proteina, pueden darse acontecimientos trombéticos o hemorragicos segun qué regién o funcién del FV
es el afectado (Segers et al., 2007; Tabibian et al., 2019; Zhang et al., 2024).



La activacion de FV a FVa es esencial para su funcién procoagulante, ya que de no ser activado, su
funcidn para acelerar el proceso de coagulacién es baja o nula (Tabibian et al., 2019). Para su activacién,
la trombina se une a los residuos de las argininas 709, 1018 y 1545, que flanquean el dominio B del FV,
provocando su escision y cambios estructurales en la proteina. Estos cambios permiten que queden
expuestos los dominios donde tiene lugar la unién con el FXa y dejan a la proteina compuesta ahora por
dos cadenas: una pesada (105KDa) formada por los dominios A1y A2; y otra ligera (71-74Kda) formada
por los dominios A3, C1 y C2; unidas por un Unico ioén calcio. La activacién también puede darse
mediante el FXa, que va a actuar del mismo modo que la trombina, provocando la eliminacién del dominio
B (Asselta & Peyvandi, 2009; J. A. D. De Pablo-Moreno et al., 2022a; Tabibian et al., 2019). Una vez
activada la proteina FV, va a unirse al FXa por medio de los dominios A1, A2 (cadena pesada) y A3
(cadena ligera), para formar el complejo protrombinasa, siendo imprescindible la unién a los residuos 323,
324, 330 y 331 del FXa para la conversion de la protrombina en trombina (J. A. D. De Pablo-Moreno
etal.,, 2022a). La inactivaciéon del FVa se va a dar a través de la PCA, que tiene como cofactor a la
proteina S (PS); las tres proteinas van a unirse formando el complejo PCA-PS-FVa, en la membrana de la
célula endotelial o de la plaqueta. Seguidamente, la PCA se va unir al FVa en el mismo sitio que lo hace
el FXa, y en una primera actuacion, junto con la PS, va a escindir el dominio A2 del FVa en el residuo
Arg508, provocando una disminucién en la afinidad de este por el FXa, deshaciendo el complejo

protrombinasa; tras una segunda accion de la PCA, el FVa se escinde en el residuo Arg306, provocando

FACTOR V (INACTIVO) A)

Dominio B
N-terminal | - | C-terminal
Tamafio aproximado: ~330 kDa

ACTIVACION DEL FACTORYV  Trombina (Flla) Trombina (Flla) B
- PP S ’

Dominio B liberado J]

.

FACTOR Va (ACTWO) Sitios de unién a Fosfolipidos C)
———

1 Cadena Pesada (A1-A2) Cadena Ligera (A3-C1-C2) |

Factor Va
~180 kDa

Figura 1. Organizacion estructural y activacion proteolitica del factor V de la coagulacion.

A) Representacion del factor V en su forma inactiva, constituido por los dominios A1-A2-B-A3-C1-C2 y con un peso molecular
aproximado de 330 kDa. El dominio B central mantiene la molécula en estado inactivo hasta su procesamiento proteolitico. B)
Activacion del factor V mediada por frombina (Flla). La trombina escinde el factor V en regiones especificas, promoviendo la
liberacion del dominio B y generando los fragmentos funcionales necesarios para la formacion del cofactor activo. C)
Estructura del factor Va activo, compuesto por una cadena pesada (A1-A2) y una cadena ligera (A3-C1-C2), estabilizadas
mediante interacciones dependientes de Ca?*. Los dominios A2 y A3 participan en la unién al factor Xa, mientras que los
dominios C1y C2 median la interaccidn con superficies fosfolipidicas, permitiendo la formacion del complejo protrombinasa.

Imagen modificada de Duga et al. 2004




la inactivacion completa del factor, lo que detiene la formacion de trombina (J. A. D. De Pablo-Moreno
etal., 2022a; Duga et al., 2004).

En su forma inactiva el FV lleva a cabo su papel anticoagulante y lo hace de dos formas: una seria
actuando también como cofactor del complejo PCA/PS, inactivando al FVlila (Tabibian et al., 2019); la
otra uniéndose al complejo formado entre el inhibidor de la via tisular (TFPI) y PS, teniendo un efecto
sinérgico en la funcion anticoagulante del TFPI. Ambos casos sugieren que el dominio B del FV es crucial

para llevar a cabo esta funcion anticoagulante actuando como cofactor (Duckers et al., 2008).

El FV también interactua con otra proteina llamada multimerina-1 (MMRN1), la cual parece que tiene una
funcidn en la estabilizacién de codgulos. MMRN1 se une al FV en el dominio C2 mediante unidén no

covalente, y al dominio B mediante union covalente (Tabibian et al., 2019).
1.4. Déficit de Factor V

La deficiencia de FV es una patologia habitualmente congénita, que presenta un patrén de herencia
autosémico recesivo, causada por mutaciones en el gen F5 que provocan la ausencia o disfuncién de la
proteina FV (Duga et al., 2004). También existe el déficit de FV adquirido, caracterizado por la reduccién
de la actividad del factor debido a la presencia de inhibidores del FV (Ichinose et al., 2022; Yanagiya
etal., 2021).

Los pacientes con déficit de FV presentan eventos hemorragicos espontaneos o hemorragias
exacerbadas tras cirugias o traumatismos. Presenta una incidencia de 1 por cada millén de nacidos vivos,
clasificandose como una enfermedad ultra rara. La enfermedad puede clasificarse a su vez en dos tipos:
deficiencia de tipo |, donde el nivel de antigeno es muy bajo o no cuantificable (los pacientes presentan
fenotipos mas graves); y deficiencia de tipo Il, donde el nivel de antigeno es normal o ligeramente

reducido, con una baja actividad coagulante (Asselta & Peyvandi, 2009; Duga et al., 2004).
Etiopatogenia

La enfermedad se produce debido a mutaciones causadas en el gen F5. El gen F5, en los seres
humanos, se localiza en la regién 23 del brazo largo del cromosoma 1 (1g23) y estd compuesto por 25
exones y 24 intrones, que abarcan una region cromosomica de aproximadamente 80 kb (J. A. D. De
Pablo-Moreno et al., 2022a; Duga et al., 2004; Tabibian et al., 2019).

A finales del 2024 se encontraban descritas 286 mutaciones para el gen F5, de las cuales mas de 230
provocan déficit del FV, muy pocas recurrentes, segin la base de datos de mutaciones genéticas
humanas HGMD® (Stenson et al., 2020). La mayoria de las mutaciones dan lugar a alelos con una
pérdida total de funcion, ya sea por: mutaciones de cambio de sentido o tipo missense (= 50%);
mutaciones sin sentido o tipo nonsense (provocan la detencion prematura de la traduccion de la proteina);

mutaciones del tipo insercién/delecion (pueden afectar al marco de lectura); o mutaciones tipo splicing



(asociadas a defectos mas graves en la funcién del FV); todas ellas dan lugar a inestabilidad del ARNm.
Las mutaciones nonsense se dan predominantemente en el dominio B, y las missense en los dominios A
y C; siendo la unica de este tipo en el dominio A1 la variante del factor V New Brunswick, que provoca
déficit de tipo Il (Zhang et al., 2024).

La falta de mutaciones recurrentes y el gran tamafio del gen, hacen que las mutaciones estén restringidas
a una determinada familia 0 a una region geogréfica, dando una de idea de la heterogeneidad alélica de
esta enfermedad (Bernal et al., 2021; Zhang et al., 2024)

Las proteinas resultantes con mutacion van a estar mal plegadas, otras van a tener una conformacion
anémala, y en otras se daran ambos fenémenos. Estos defectos van a resultar en unas proteinas que no
van a ser capaces de secretarse o degradarse, 0 van a presentar poca estabilidad, dando lugar a

fenotipos hemorragicos graves (Asselta & Peyvandi, 2009).

En su mayoria, los pacientes que presentan una deficiencia grave, suelen tener niveles de FV menores al
1% y presentan un genotipo homocigoto o heterocigoto compuesto para las mutaciones del gen; los
heterocigotos simples mas asociados a un déficit de leve a moderado (niveles plasméticos de FV >20-

30%) y siendo en su mayoria asintomaticos (Asselta & Peyvandi, 2009).
Sintomatologia

La sintomatologia de los pacientes se caracteriza por la presencia de hemorragias de las mucosas,
muchas veces en los primeros afios de vida (incluso puede haber sangrado en el cordon umbilical); los
sangrados mas comunes son: la epistaxis, la menorragia y los sangrados por la cavidad oral (Asselta &
Peyvandi, 2009).

Otros sintomas van desde hematomas espontaneos o la presencia de hemartros (sangrado interno de las
articulaciones), a las hemorragias internas del sistema nervioso central o en el tracto gastrointestinal, que

aunque son de baja frecuencia, son potencialmente fatales (Asselta & Peyvandi, 2009).

La gravedad de esta patologia se puede catalogar segun los niveles en plasma del factor. Si los niveles
son tan bajos que practicamente son indetectable (<1 %), se trata de una deficiencia grave; si los niveles
son menores del 10% la deficiencia se cataloga como moderada, y si el nivel es mayor del 10% hablamos
de pacientes con fenotipo leve. Los pacientes con genotipo heterocigoto presentan habitualmente niveles
mayores al 10% y ausencia de fenotipo hemorragico esponténeo (Asselta & Peyvandi, 2009; Tabibian
etal., 2019).

En teoria, los pacientes con niveles mas bajos tendrian un mayor riesgo de hemorragia, pero la
correlacion entre el nivel residual de factor y el fenotipo hemorragico es escasa segun la literatura, y es
que podemos encontrar pacientes con niveles de FV muy bajos y no presentar un fenotipo hemorragico,

al contrario de lo que ocurre en la hemofilia (Tabibian et al., 2019).Diagndstico



Alrededor de 400 millones de personas en todo el mundo padecen una enfermedad rara, la gran mayoria
de ellas con un diagnéstico tardio y a menudo incorrecto o incompleto (Marwaha et al., 2022). En el 25%
de los pacientes que presentan una enfermedad rara, se tardan de 5 a 30 afios en ser diagnosticados
correctamente. Esto acarrea serios problemas al paciente, ya que se empieza a tratar tarde y en
ocasiones el tratamiento puede no ser el adecuado, lo que requiere invertir mas tiempo en ensayar qué

tratamiento puede ser el indicado (Visibelli et al., 2023) .

Muchos de los pacientes con trastornos hemorragicos hereditarios son asintomaticos y no se presenta la
oportunidad de un diagnéstico hasta que sufren algun traumatismo o tras una cirugia. Los antecedentes
hemorragicos personales y familiares son aspectos importantes a tener en cuenta para el diagnéstico de
este tipo de trastornos (Lippi et al., 2015). Estos pueden detectarse por pruebas analiticas en las que se
mide el tiempo de tromboplastina parcial activada (TPPa), el tiempo de protrombina (TP), y el fibrindgeno;
o mediante pruebas donde se analiza la actividad de algin factor concreto. Si tras estas pruebas, alguna
ofrece un resultado anormal, tendria que pasarse a ensayos mas especificos de factores y pruebas de

hemostasia més especializadas (Lippi et al., 2015; Winter et al., 2017).

El diagndstico de las enfermedades raras ha mejorado gracias a estudios genéticos y moleculares cuyos
métodos se basan en la tecnologia de secuenciacion de nueva generacién o NGS (Next Generation
Sequencing), con los que se han podido identificar gran cantidad de mutaciones responsables de muchas

patologias (Marwaha et al., 2022).

Para diagnosticar este déficit lo primero que se lleva a cabo es la prueba rutinaria de coagulacién y, para
asegurar y confirmar el diagnostico, se debe hacer un andlisis gendémico e identificar posibles mutaciones
en el gen F5 (Marwaha et al., 2022; Zhang et al., 2024). La problematica de esto reside en la falta de
mutaciones recurrentes y que practicamente cada paciente tiene una mutacion Unica, por lo que es
necesario secuenciar el gen completo. También se puede realizar un ensayo de actividad del FV para
confirmar el diagnostico o un ensayo de antigeno del FV para clasificar la deficiencia del FV, donde se
cuantifica la concentracion de FV en plasma usando el método ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay) (Tabibian et al., 2019; Winter et al., 2017).

Tratamiento

Esta enfermedad presenta un tratamiento simplemente paliativo, basado en la administracién de plasma
fresco congelado (PFC) a demanda, o en la transfusion de plaquetas, ya que en ellas se almacena FV,
que tiene mayor actividad procoagulante que el FV plasmatico (J. A. De Pablo-Moreno et al., 2023; J. A.
D. De Pablo-Moreno etal., 2022a). También se usa Octaplas®, un preparado que contiene altas
concentraciones de fibrindgeno y dosis calculadas de factores de la coagulacién, entre los que se
encuentra el FV, fibrinoliticos y sus inhibidores, cuya administracion es via intravenosa (J. A. De Pablo-
Moreno et al., 2023). Si bien, esto facilita una mejor dosificacion y mejora parcialmente la calidad de vida

del paciente, y la capacidad de recuperarse después de suffir episodios hemorragicos, la administracion
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repetida de estos tratamientos tienen efectos secundarios no deseados como son la aparicion de lesiones
pulmonares agudas, la sobrecarga circulatoria, el desarrollo de inhibidores y la aparicién de respuestas

anafilacticas en ocasiones graves; (Martinez-Carballeira et al., 2024).

En mujeres existe la posibilidad de la administracién de una terapia de sustitucién con estrégenos o
progesterona, cuando el sangrado menstrual es muy abundante (J. A. D. De Pablo-Moreno et al., 2022a;
Martinez-Carballeira et al., 2024). También se emplean antifibrinoliticos para controlar las hemorragias,
sobre todo en mucosas, como son el acido tranexamico o el acido 3 aminocaproico (J. A. D. De Pablo-
Moreno et al., 2022a).

En 2014 se desarrollé el primer FV recombinante (SUPERFVa) empleado para tratar la coagulopatia
traumatica. Esto lo hace un buen candidato como estrategia terapéutica para otras patologias de caracter
hemorragico, como es el caso del déficit de FV, aunque aun se encuentra en desarrollo preclinico.
Ademas, este factor modificado es altamente resistente a la inactivacién mediada por PCA (J. A. D. De
Pablo-Moreno et al., 2022b).

En el caso del déficit de FV adquirido, se usan inmunosupresores, como la prednisolona, dando buenos
resultados reduciendo los inhibidores, pero no existe ningun tratamiento para las hemorragias que se
producen por esta afeccidn. Hay casos en los que para controlar las hemorragias graves se dan pulsos
con corticosteroides, aparte de usar también PFC o concentrados de plaquetas, pero la eficacia de todos

ellos sigue sin estar clara (Yanagiya et al., 2021).
1.5. Inteligencia artificial (IA)

La inteligencia artificial (IA) es la subdisciplina de la informatica que tiene como objetivo el disefio y
creacion de modelos computacionales con la capacidad de llevar a cabo tareas cognitivas a niveles

incluso superiores al de la inteligencia humana (Choon et al., 2023; Visibelli et al., 2023).
Uso y aplicaciones en biomedicina

Dentro de esta disciplina existe un apartado dedicado al machine learning (ML) mediante el uso de
algoritmos matematicos o informaticos, disefiados para ensefiar o entrenar un modelo computacional
para que realice tareas complejas basadas en pardmetros de entrada. Esto esta permitiendo desarrollar
herramientas para poder gestionar todos los datos que se generan con los métodos NGS y ayudar a
detectar anomalias genéticas. Los algoritmos tienen un papel primordial para que el analisis llevado a

cabo sea més preciso y eficiente (Choon et al., 2023).

Un ejemplo muy claro de como la IA puede ser un gran aliado en sanidad es la pandemia que sufrimos en
2019 con la COVID-19; en ese momento se emplearon modelos de ML para la deteccién y diagndstico
temprano de COVID-19. También la |A fue utilizada para predecir la susceptibilidad de los pacientes y asi

ser mas certeros con los farmacos, ademés de ayudar en la busqueda de vacunas (Visibelli et al., 2023).



La IA es capaz de integrar y analizar datos muy variados y esto es un punto a favor para la creacion de
historias clinicas electrénicas que pueden servir para predecir resultados clinicos como la mortalidad, los
reingresos o la duracién de ese ingreso, ya que se pueden manejar grandes cantidades de datos. Para el
caso de las enfermedades raras, todo esto sirve para obtener un diagndstico mas rapido y también para
poder elegir un mejor tratamiento. La unificacion de los datos y el andlisis estadisticos de los mismos
puede ayudar a entender un poco mas la complejidad de las enfermedades raras asi como a mejorar el

proceso de desarrollo de nuevos farmacos (Visibelli et al., 2023).

Algunas de las herramientas desarrolladas para el diagnostico usando la NGS son PhenlX o Xrare; estas
leen el genotipo del paciente en busca de variantes genéticas y las ordenan segun el fenotipo, ademas de
poder predecir la patogenicidad de los genes, descubrir marcadores moleculares y crear modelos

predictivos basados en datos de expresion génica (Choon et al., 2023).

Todos estos avances tecnoldgicos no s6lo son un apoyo para €l personal sanitario, sino que también se
han convertido en una fuente de informacién para los pacientes y sus familiares. La Organizacién
Nacional de Enfermedades Raras (NORD), creada en Estados Unidos en la década de 1980, ha servido

de apoyo y defensa a las personas que padecen alguna enfermedad rara (Choon et al., 2023)

Tras la lectura y revisiéon de los datos bibliograficos no hay hasta la fecha, una correlacion entre el
genotipo vy el fenotipo en el déficit de FV, entre los niveles plasmaticos de FV y las correspondientes
mutaciones asociadas. A menudo hay pacientes que presentan episodios hemorragicos que a priori no
casarian con el genotipo que presentan, o incluso dos pacientes con la misma mutacion o con los mismos
niveles de FV, sufren sangrados de distinta gravedad (Asselta & Peyvandi, 2009; Lippi et al., 2015). Esto

seria la hipotesis general de partida para este trabajo que se presenta.
2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Como objetivo general, se pretende investigar, mediante la aplicacién de IA y herramientas de machine
learning, la posible correlacion entre el genotipo y el fenotipo en pacientes con déficit de factor V,
recopilando datos clinicos y genéticos. A raiz de este objetivo general se plantean los siguientes objetivos

especificos:

- Determinar si existen factores subyacentes o predictivos no considerados adecuadamente en
investigaciones anteriores, que influyan en el fenotipo clinico del déficit de factor V.

- Desarrollar un modelo clinico predictivo basado en IA y ML que permita anticipar la gravedad de los
sintomas en pacientes recién diagnosticados, a partir de su perfil genético y clinico.

- Implementar una herramienta clinica que, a partir de los datos del paciente, pueda predecir riesgos y

ayudar a tomar decisiones de tratamiento mas personalizadas.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Disefio del estudio

Para conseguir los objetivos planteados, se recopilaron datos genéticos y clinicos publicados hasta
diciembre de 2024, de todos los pacientes con déficit de FV, asi como otras variables adicionales que
pudieran ser de interés. Para ello se elaboraron dos tablas, a modo de base de datos, bien estructurada y
con un formato coherente y accesible. La primera recoge los datos de todos los tipos de mutaciones
descritas para cada paciente (Tabla 3) y la segunda (Tabla 4) solé registra los datos de las mutaciones
tipo missense. En ambas se agruparon las variables en dos grandes grupos: por pacientes y por
mutacién, y también se distribuyeron los parametros en distintas categorias. Los pardmetros que se han
estudiado para todas se encuentran recogidos en la Tabla 1, y los parametros que son exclusivos de las
mutaciones missense se reflejan en la Tabla 2. La explicacién detallada de cada pardmetro también se

encuentra en la Figura 2.

Tabla 1. Parametros estudiados para todos los tipos de mutaciones descritas.

Otros datos

Datos genéticos Datos clinicos Predictores
relevantes
o o Nivel de factor ¢ Rankscore calculado o Género
o Frecuencia alélica
. ¢ Nivel de antigeno o Tipo de variante o Etnia
¢ Genotipo
. e Severidad o PolyPhen2
e Agrupacion por
e Severidad sin heterocigotos ni o SIFT
cadenas.
. heterocigotos compuestos o LRT
e Agrupaciones por
dominios. e Sangrados o Mutation Taster
e Severidad segun nivel de factor e Mutation Assessor

e Severidad segun nivel de antigeno e FATHMM
e Severidad segun el nivel de factor e FATHMM-MKL

sin heterocigotos ni heterocigotos e M-CAP
compuestos e CADD

e Severidad segln el nivel de e MetaSVM
antigeno sin heterocigotos ni e MetalR
heterocigotos compuestos. e PhyloP470way

o PhyloP100way
e GERPRS

¢ 1000 Genomas
e gnomAD 3,1,2

e Interprodomain
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Tabla 2. Parametros estudiados para las mutaciones tipo missense. Comparacion de aminoacidos.

e Score hidrofobico aminoacido original *  Probabilidad de que sea perjudicial

e Score hidrofébico aminoacido cambio * Polaridad/carga aminoacido original

e Diferencia score hidrofébico e Polaridad/carga aminoacido cambio

" s - e Peso residual amino&cido original (Da
e Score hidrofilico aminoécido original ginal (Da)

" s . e Peso residual aminoacido cambio (Da)
e Score hidrofilico aminoacido cambio

o Diferencia score hidrofilico *  Diferencia pesos aminodcido (D)

e Diferencia de Grantham * pHaminoacido original

¢ pHaminoécido cambio

Figura 2. Codigo QR que enlaza a la informacion detallada de cada parametro analizado.

3.2. Herramientas in silico

Los datos de mutaciones se obtuvieron de las bases de datos HGMD® y HFVA® (Efthymiou et al., 2023;
Stenson et al., 2020). Ademas, se consulté la bibliografia disponible en PubMed® (National Centerfor
Biotechnology Information [NCBI]) para cada variante, completando asi la recopilacién de datos

necesarios para el estudio.

La base de datos HGMD® (Stenson et al., 2020) recopila informacion publicada sobre alteraciones
genéticas asociadas a enfermedades hereditarias en humanos, funcionando como una fuente integral y
actualizada de variantes genéticas relacionadas con patologias hereditarias, de utilidad practica para el

ambito clinico y la investigacion.

Por su parte, la base de datos HFVA®, ofrece un repositorio de todas las variantes patogénicas
notificadas en el gen F5 antes de noviembre de 2021, y permite la contribucion de nuevas variantes a

través de un servicio en linea (Efthymiou et al., 2023).

La organizacion inicial de los datos y la construccion de las tablas se realizaron utilizando Excel (Microsoft
Office), herramienta que permiti6 manejar grandes volimenes de datos y procesarlos mediante hojas de

calculo, tablas dinamicas y graficos para facilitar su analisis posterior.
3.3. Gestion de los datos y estrategia de analisis

Con la base de datos creada, se estandarizaron todas las variables clinicas y genéticas, usando
terminologia y unidades consistentes para dar uniformidad al conjunto y poder curar los datos,

asegurando asi su consistencia y exactitud.
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Se revisaron manualmente los registros en busca de errores y se compararon entre las distintas bases de
datos disponibles (registros clinicos, genéticos y de laboratorio) para identificar y resolver discrepancias.
Los datos incompletos o faltantes se mantuvieron como valores perdidos y se documentaron
explicitamente, limitando los andlisis a los casos con informacién suficiente para cada variable con el

objetivo de preservar la calidad y la trazabilidad del conjunto de datos.
3.4. Analisis descriptivo

Para el analisis descriptivo se empled el programa estadistico Grahpad Prism 8.0 (La Jolla, California,
USA) para analizar las distintas frecuencias de las variables analizadas y asi simplificar el gran volumen

de datos para establecer el andlisis posterior.
3.5. Herramientas de Machine Learning
3.5.1. Modelo de clasificacion mediante Random Forest

Random Forest es un modelo capaz de manejar datos tanto categoricos (tipos de mutaciones)
como numéricos (niveles de FV, puntuaciones clinicas...). Random Forest es particularmente
robusto cuando hay muchas variables y posibles interacciones entre ellas; ademas presenta una
ventaja clave, y es que proporciona una medida de la importancia de cada caracteristica. Esto
nos permite identificar qué mutaciones y caracteristicas clinicas tienen mayor impacto en los

sintomas, un objetivo esencial en este trabajo.
3.5.2. Modelo de prediccion de la severidad clinica

Se construyé un modelo de clasificacién multiclase mediante bosques aleatorios (random forest)
utilizando el paquete RandomForest en R versién 4.5.1. Para este andlisis se incluyeron los
pacientes con severidad clinica conocida, clasificada en tres categorias: leve, moderado y grave.
La cohorte final analizada estuvo constituida por 285 pacientes, distribuidos en 146 leves, 94

moderados y 45 graves.

La variable dependiente fue la severidad clinica categorizada en tres niveles (leve, moderado y
grave). Como variables predictoras se incluyeron caracteristicas genéticas y moleculares
relacionadas con la variante causal: tipo de mutacién (variables binarias para missense,
nonsense, grandes deleciones/inserciones, pequefias deleciones/inserciones, splicing y otras
categorias), localizacién estructural en la proteina (cadena pesadalligera, regiones y dominios),
genotipo (heterocigoto, heterocigoto compuesto y homocigoto), puntuaciones de prediccion in
silico (PolyPhen-2 y SIFT), medidas de conservacion evolutiva (PhyloP 470 vias, PhyloP 100
vias y GERP), propiedades fisicoquimicas del cambio aminoacidico (diferencias de
hidrofobicidad, hidrofilicidad, indice de Grantham y peso molecular), asi como la actividad

funcional o nivel de factor V (fvfun).
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Previamente al ajuste del modelo, las variables se revisaron y transformaron al tipo de dato
adecuado. Las variables codificadas como texto se convirtieron a formato numérico cuando
correspondia. Dado que la presencia de valores ausentes impedia el anélisis mediante la
eliminacion completa de casos, los datos faltantes se imputaron mediante la funcion “na.roughfix”
del paquete RandomForest, que sustituye los valores perdidos por la mediana en variables
numeéricas y por la categoria mas frecuente en variables categoricas. El identificador de paciente

(id) se excluy6 del modelo.

La base de datos se dividio aleatoriamente en un conjunto de entrenamiento (70%) y otro de
prueba (30%), manteniendo, de forma estratificada, la proporcion de cada categoria de
severidad. El conjunto de entrenamiento quedd conformado por 201 pacientes (103 leves, 66
moderados y 32 graves) y el conjunto de prueba por 84 pacientes (43 leves, 28 moderados y 13

graves).

Se ajustd un bosque aleatorio de clasificacion con 1000 arboles (ntree = 1000) y se habilité el
calculo de importancia de variables (importance = TRUE). Para compensar el desequilibrio entre
clases, especialmente el menor numero de casos graves, se aplico6 una ponderacién
inversamente proporcional a la frecuencia de cada categoria en el conjunto de entrenamiento
(classwt), con pesos de 1.00 para leve, 1.56 para moderado y 3.22 para grave. El rendimiento
del modelo se evalu6 mediante el error out-of-bag (OOB) vy, en el conjunto de prueba
independiente, mediante la matriz de confusién y la exactitud global (accuracy). La importancia
de variables se estimd a partir de MeanDecreaseAccuracy y MeanDecreaseGini; son las

medidas que usa Random Forest para evaluar la precisién del modelo.
3.5.3. Modelo alternativo excluyendo la actividad funcional de factor V

Con el fin de explorar qué variables podian explicar la severidad clinica independientemente de
la actividad funcional de factor V, se construyéd un segundo modelo siguiendo el mismo
procedimiento descrito anteriormente, pero excluyendo la variable fvfun del conjunto de
predictores. Se mantuvieron la misma estrategia de particion entrenamiento/prueba, el mismo
nimero de arboles y la misma ponderacion de clases. La importancia de variables en este
modelo se utilizé para identificar predictores alternativos de severidad en ausencia de la variable

funcional principal.
3.5.4 Aplicacion del modelo a individuos sin severidad conocida

Posteriormente, el modelo sin fvfun se aplico a una cohorte adicional de individuos sin
clasificacién clinica previa de severidad. Para ello, el archivo de entrada se armonizd con las
variables requeridas por el modelo, eliminando las columnas no utilizadas (id, severidad y fvfun)

y reordenando las variables predictoras para que coincidieran con las del conjunto de
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entrenamiento. Las variables ausentes en esta cohorte se imputaron mediante la mediana de la

cohorte de entrenamiento para cada predictor.

Para cada individuo, el modelo generé una categoria predicha de severidad (leve, moderado o
grave) y la probabilidad asociada a cada clase, obtenida mediante predict (type = "prob"). Estas
predicciones se interpretaron como estimaciones probabilisticas de severidad y no como una

clasificacion clinica definitiva.

Como comprobacion del modelo, se busco en la base de datos creada y en la bibliografia, a diez
pacientes al azar, cuya severidad no fuera conocida y que el modelo habia predicho como grave.
La finalidad era encontrar indicios en el texto, o en otras bases de datos, que corroboraran lo

predicho por el modelo.
4. RESULTADOS
4.1. Gestion de los datos y estrategia de analisis

En un primer andlisis de las variables realizado con el programa Grahpad Prism 8.0, se observé que
habia una falta de datos en algunas de ellas. Por este motivo, se llevo a cabo un segundo analisis
Unicamente con los datos disponibles y considerados fiables. Los resultados de esta segunda fase se
recogieron en dos tablas: una con todas las mutaciones (Tabla 3) y otra con solo las mutaciones de tipo
missense (Tabla 4). En ambas, las variables se agruparon por mutacion y por paciente para poder
abordar las consecuencias del déficit de FV desde una perspectiva no sélo molecular sino también
clinica. En ambas tablas, algunas de las variables genéticas se analizaron por intervalos, concretamente
la agrupacion por cadenas y la agrupacién por dominios, con el fin de identificar las zonas de la estructura
proteica donde se concentraban mas mutaciones y asi presentar los resultados de forma mas clara y

organizada.
4.2. Andlisis descriptivo de todos los tipos de mutaciones (tabla 3)

La primera variable analizada fue el tipo de mutacion, obteniéndose que casi un 68% era tipo missense.
Los demas tipos con mas representacion fueron las nonsense con un 14,58%, seguido de las pequefas
deleciones con un 8,54%. Las mutaciones splicing representaron el 5,21%. Con menor incidencia
resultaron las pequefias inserciones (2,08%), las grandes deleciones (0,63%), pequefias indels (0,42%) y
por Ultimo las grandes inserciones (0,21%). Para estudiar la frecuencia alélica de las mutaciones se hizo

una media que dio un valor de 0,0022 y 0,0076 para la desviacion tipica.

Lo siguiente que fue analizado fue el genotipo de los pacientes, cuya n fue de 356 y no los 480 pacientes
totales. Se obtuvo que el 55,34% eran heterocigotos, 18,08% homocigotos y 25,48% heterocigotos

compuestos.
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Se observaron variaciones minimas entre los distintos dominios: el dominio A3 concentré el mayor
numero de mutaciones (= 21%), seguido del dominio B (= 16%), mientras que el resto mostré6 diferencias
de entre un 1% y un 3%. Estos resultados indicaron que la distribucion de mutaciones entre dominios fue
bastante homogénea. En la agrupacién por cadenas, la mayoria de las mutaciones se localizaron en la

cadena ligera (= 46%), seguida de la cadena pesada (=30%) y la regién reguladora (=17%).

La variable severidad se analizd desde varios enfoques. El porcentaje de pacientes con una severidad
considerada asintomética era proximo al 45%., aunque al excluir de la ecuacion a aquellos pacientes
cuyo genotipo fuera heterocigoto, se obtuvo que aproximadamente el 6% eran asintomaticos. Lo mismo
ocurrié con los pacientes considerados severos que pasaron de representar casi el 30% de pacientes a
un 58% de ellos. Ademés de esto, la variable severidad se analizé a partir del nivel de factor y el nivel de
antigeno (por separado), considerando los siguientes intervalos: severo <1% de factor; moderado 21% y
<10%,; leve >10%. Se obtuvieron resultados similares a los encontrados en (HFVA®), es por ello que se
decidio llevar a cabo la misma operacion, obteniéndose asi un 0,35% de casos considerados leves, en
lugar de un 51% En cuanto a la severidad segun el nivel de antigeno, se partia de una n menor (206) que
del nivel de factor (276). El criterio seguido fue el mismo que para el nivel de factor y también se realizd
un analisis excluyendo a los heterocigotos y a los heterocigotos compuestos. Se obtuvo que

aproximadamente el 33% de los casos eran severos y un 6,67% leves.

De forma general, todos los predictores sefialaron que todas mutaciones estudiadas iban a ser causantes
de la enfermedad y dafiinas. Para la tabla 3, no se tuvieron en cuenta los predictores PolyPhen2, SIFT,
LRT, Mutation Assesor y MetaSVM, porque son predictores creados para las mutaciones tipo missense.
Del predictor Rankscore calculado se obtuvo una media de 0,63, lo que nos indica que mas de la mitad
de los pacientes presentan mutaciones que probablemente van a causarle la enfermedad. La media
obtenida por mutacién es de 0,61, indicando que mas de la mitad de las mutaciones, probablemente, van
a causar la enfermedad. Con los predictores tipo de variante y Mutation Taster se obtuvo que el 88,75% y
93,92%, respectivamente, de los pacientes presentan mutaciones que causan la enfermedad; el 91,28% y
el 86,24 de las mutaciones van a causar la enfermedad. Los predictores FATHMM, FATHMM-MKL, M-
CAP y MetalLR dan porcentaje que oscilan entre 91,46-96,46%, lo que nos indica el rango de pacientes
que presentan una mutacién que es considerada dafiina; estos mismos predictores dan también altos
porcentajes (88,07-94,39%) para la agrupaciéon por pacientes, indicando que la mayoria de las
mutaciones van a ser dafiinas. El predictor CADD, nos dio una media de 27,09 en la agrupacion por
pacientes y una media de 26,52 para la agrupacion por mutacion, indicando para ambos grupos, que las
mutaciones van a ser dafiinas. Ocurre lo mismo para las medias obtenidas con PhyloP470way,
PhyloP100way y GERP RS, donde todas dan valores mayores a 4 y esto nos indica que la mayoria de las
mutaciones estan ocurriendo en regiones altamente conservadas por lo que van a ser dafiinas.1000
Genomas y gnomAD 3.1.2 no son realmente predictores si no base de datos que se usan en conjunto con

los predictores; ofrecen informacion sobre la frecuencia alélica de una mutacion y a partir de esto nos dice
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si se considera rara. En nuestro caso, las medias de ambos eran menores a 1 (0,0047 y 0,0026

respectivamente), esto quiere decir que estamos ante mutaciones raras y altamente patogénicas.

Con relacion a la frecuencia de las mutaciones entre hombres y mujeres vimos que la afectacion era

practicamente por igual. El género femenino represento el 53,65% y el masculino un 46,35%.

Tabla 3. Resultados obtenidos de todos los tipos de mutaciones. Datos obtenidos tras los estudios estadisticos de todas las
mutaciones que presentan los pacientes con déficit de factor V, descritos y recogidos en la literatura hasta diciembre de 2024.
* El resultado esta expresado como la media + la desviacién estandar.

POR PACIENTES | POR MUTACION
Variables n % n %
DATOS GENETICOS
Tipo de mutacion
Cambio de sentido (missense) 328 68,33
Codon stop (nonsense) 70 14,58
Gran delecion (gross deletion) 3 0,63
Gran insercion (gross insertion) 1 0,21
Pequena delecién (small deletion) 41 8,54
Pequefia insercién (small insertion) 10 2,08
Pequena indels 2 0,42
Splicing 25 5,21
Frecuencia alélica 0,0022 +0,0076 *
Genotipo
Heterocigoto 197 55,34
Homocigoto 66 18,08
Heterocigoto compuesto 93 25,48
Agrupacion por cadenas
Péptido sefial 1 0,21 1 0,53
Cadena pesada 146 30,42 56 29,79
Region reguladora 82 17,08 48 25,53
Cadena ligera 220 4583 83 44,15
Agrupacion por dominios
Péptido sefial 1 0,21 1 0,53
Dominio A1 75 15,63 27 14,36
Dominio A2 69 14,38 27 14,36
Dominio B 80 16,67 46 24,47
Dominio A3 102 21,25 39 20,74
Dominio C1 46 9,58 28 14,89
Dominio C2 76 15,83 20 10,64
DATOS CLINICOS
FV:C 27,09 +40,06*
FV:Ag 24,96 + 27,39*
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Severidad segun web FV
Asintomatica 152 45,51 35 38,89
Moderada 70 20,96 17 18,89
Leve 19 5,69 7 7,78
Severa 93 27,84 31 34,44
Severidad web (-Heterocigotos)
Asintomatica 9 6 3 6,25
Moderada 52 34,66 13 27,08
Leve 2 1,33 1 2,08
Severa 87 58 31 64,58
Sangrados
Si 138 94,52
No 8 5,48
Severidad segun FV:C
Leve 145 51,24
Moderado 98 34,63
Severo 40 14,13
Severidad segtin FV:Ag
Leve 96 46,60
Moderado 77 37,38
Severo 33 16,02
Severidad segun FV:C (-Heterocigotos)
Leve 7 6,67
Moderado 63 60
Severo 35 33,33
Severidad segutin FV:Ag (-

Heterocigotos) Leve 1 1,07
Moderado 63 67,02
Severo 30 31,91

PREDICTORES

Rankscore calculado 0,63 +0,29* 0,61 +0,29*

Tipo de variante
¢ Causante de la enfermedad? 38 7,92 18 8,26
Causante de la enfermedad 426 88,75 199 91,28
In vitro/ laboratorio o in vivo polimorfismo 16 3,33 1 0,46
funcional

PolyPhen2**
Probablemente dafiino 300 91,46 96 88,07
Benigno 28 8,54 13 11,93
SIFT**
Dafiino 298 90,85 96 88,07
Tolerado 30 9,15 13 11,93
LRT*
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Neutral 41 12,50 18 16,51
Deletéreo 287 87,50 91 83,49
Mutation Taster
Causante de la enfermedad 306 93,29 94 86,24
En favor del polimorfismo 2 0,61 2 1,83
Polimorfismo 20 6,10 13 11,93
Mutation Assessor**
Desconocido 328 100 109 100
FATHMM
Dafiino 315 96,04 101 92,66
Tolerado 13 3,96 8 7,34
FATHMM-MKL
Neutral 28 8,54 13 11,93
Dafiino 300 91,46 96 88,07
M-CAP
Dafiino 300 96,46 101 94,39
Tolerado 11 3,54 6 5,61
CADD 27,09 £5,651* 26,52 6,71*
MetaSVM
Dafiino 306 93,29 101 92,66
Tolerado 22 6,71 8 7,34
MetaLR
Dafiino 315 96,04 101 92,66
Tolerado 13 3,96 8 7,34
PhyloP470way 7,698 +3,342* 7,74 3,73
PhyloP100way 5,922 +2,446* 5,96 +2,68"
GERP RS 5,065 +1,402* 4,97 +1,57*
1000 Genomas 0,0047 +0,0051* 0,0022 +0,0037*
gnomAD 3.1.2 0,00264 +0,0084* | 0,00085 +0,0047*
OTROS DATOS
Género
Femenino 147 53,65
Masculino 127 46,35
Etnia
Alemana 29 55,77
Saudi 1 1,92
Espafiola 1 1,92
China 10 19,23
Japonesa 4 7,69
Afroamericana 1 1,92
India 2 3,85
Paquistani 2 3,85
Coreana 2 3,85
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4.3. Analisis descriptivo de las mutaciones tipo missense (tabla 4)

En la Tabla 4 encontramos resultados que seguian el mismo perfil que en muchas de las variables a la
tabla 3.

El analisis descriptivo aplicado a las agrupaciones por cadenas y por dominios mostrd un resultado
bastante similar a la otra tabla, con un porcentaje mayoritario de mutaciones en la cadena ligera (= 57%),
seguido de la cadena pesada (= 39%). En la agrupacién por dominios se observd un reparto muy
homogéneo de las mutaciones con variaciones minimas entre los dominios A3 (26,52%,), C2 (22,56%) A1
(21,04%) y A2 (17,68%), representando estas las zonas de mayor concentracion de mutaciones. La
siguiente region fue el dominio C1 con un 8,23%, seguido del dominio B. Por ultimo, en la region del

péptido sefal solo se encontrd una mutacién

La severidad (HFVA®) (Efthymiou etal., 2023), eliminando a los heterocigotos nos dio que
aproximadamente el 54% de los pacientes presentaban una severidad severa y que sélo un 1,65% era

leve o un 7,44% asintomatica. Los casos considerados moderados representaron el 36,36%.

Los resultados obtenidos con el perfil de severidad basados en el nivel de factor, y sin contar con los
heterocigotos, fueron contradictorios con los de la web, obteniéndose el mayor porcentaje en los casos
moderados (75%) y un 21,33% de casos severos. Entonces se vio que para la severidad segun la web
contdbamos con los datos de 121 pacientes y para la severidad con el perfil basado en los niveles de
factor tan sélo teniamos los datos de 80 pacientes; era posible que en esos 41 pacientes de diferencia

hubiera casos severos, pero no bastaba como explicacion a tanta variacion.

El estudio de los predictores de las mutaciones missense (tabla 4), indicaron una tendencia de las
mutaciones a ser dafiinas y a causar la enfermedad. La media del Rankscore calculado fue de 0,57 para
la agrupacion por pacientes y de 0,54 en la agrupacion por mutacion; esto nos indica que algo mas de la
mitad de los pacientes presentan una mutacién patogénica y que aproximadamente la mitad de las
mutaciones son patogénicas. Para los predictores tipo de variante y Mutation Taster se obtuvo que el
84,15% y 93,29 de los pacientes presentaban una mutacion que iba a ser causante de la enfermedad.
PolyPhen2, SIFT, LRT, FATHMN, FATHMN-MKL, M-CAP, Meta SVM y MetalR indicaron que la gran
mayoria de pacientes y de mutaciones iban a ser dafinas, con unos porcentajes que van desde un
90,85%(SIFT) a un 96,04% (FATHMN y MetalLR). En el caso del predictor Mutation Assesor, para el
100% de los pacientes y de las mutaciones, nos devuelve un resultado al que llama desconocido, esto
quiere decir, que no ha encontrado informacion evolutiva o estructural suficiente como para dar un efecto
de la mutacion. La media de los predictores PhyloP470way, PhyloP199way y GERP RS fueron 7,70, 5,92
y 5,06 respectivamente. Todas fueron mayores a 4, lo que indica que la mayoria de los pacientes tenian
una mutacion en una region del gen altamente conservada y por ello va a ser dafiina; ocurriendo lo mismo
para la agrupacién por mutacién en la que las medias fueron todas mayora 4 en esos predictores. Para

las bases de datos 1000 Genomas y gnomAD 3,1,2 fueron de 0,0047 y 0,0026 en la agrupacion por
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pacientes, y de 0,0022 y 0,0008 para la agrupaciéon por mutacion; esto nos indica que la mayoria de
pacientes tienen una mutacién rara y que la mayoria de las mutaciones van a ser raras, resultando en

conjunto en patolégicas.

Referente a las variables estudiadas en la comparacién de aminoacidos, se obtuvieron medias de 0,50
para la diferencia de score hidrofébico, y de 0,097 para la diferencia de score hidrofilico. Con estos datos
podemos deducir que el cambio de aminoacido no estd generando grandes cambios en la naturaleza
quimica de la proteina. En cambio, si observamos que en gran parte de los pacientes y de mutaciones si
estan ocurriendo cambios importantes a nivel estructural, ya que la diferencia de Grantham nos dio una
media de 111,2 y 103,5, respectivamente. Con la diferencia de peso residual se obtuvo que el 42,70% de
los pacientes tenian una mutacion que suponia un cambio radical en la estructura de la proteina, un

42,07% un cambio moderado y el 15,24% un cambio conservador.

En el pardmetro sexo, se obtuvieron préacticamente los mismos resultados que en la tabla 3. El 56,09%

eran mujeres y el 43,91% hombres.

Tabla 4. Datos obtenidos tras los estudios estadisticos de las mutaciones tipo missense que presentan los pacientes con
déficit de factor V, descritos y recogidos en la literatura hasta diciembre de 2024.
* El resultado esta expresado como la media + la desviacidn estandar.

POR PACIENTES POR MUTACION

Variables n % n %
DATOS GENETICOS
Frecuencia alélica 0,0026 +0,0084*
Genotipo
Heterocigoto 166 56,85
Homocigoto 46 15,75
Heterocigoto compuesto 80 27,40
Agrupacion por cadenas
Péptido sefial 1 0,30 1 0,92
Cadena pesada 127 38,72 43 39,45
Region reguladora 12 3,66 7 6,42
Cadena ligera 188 57,32 58 53,21
Agrupacion por dominios
Péptido sefial 1 0,30 1 0,92
Dominio A1 69 21,04 23 21,10
Dominio A2 58 17,68 20 18,35
Dominio B 12 3,66 7 6,42
Dominio A3 87 26,52 28 25,69
Dominio C1 27 8,23 11 10,09
Dominio C2 74 22,56 19 17,43
DATOS CLINICOS
FV:C 28,51 +34,84*
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FV:Ag 26,64 + 27,74
Severidad segiin web FV
Asintomatica 135 49,09 27 24,77
Moderada 56 20,36 14 12,84
Leve 17 6,18 6 5,50
Severa 67 24,36 23 21,10
Severidad (-Heterocigotos)
Asintomatica 9 744 2 2,86
Moderada 44 36,36 11 15,71
Leve 2 1,65 1 1,43
Severa 66 54,55 23 32,86
Sangrados
Si 116 93,55
No 8 6,45
Severidad segutin FV:C
Leve 127 56,19
Moderado 81 35,84
Severo 18 7,96
Severidad segtin FV:Ag
Leve 89 49,44
Moderado 72 40,00
Severo 19 10,56
Severidad segtin FV:C (-
Heterocigotos) Leve 5 6,67
Moderado 54 72
Severo 16 21,33
Severidad segun FV:Ag (-
Heterocigotos) Leve 1 1,26
Moderado 60 75,95
Severo 18 26,58
PREDICTORES
Rankscore calculado 0,57 £0,27* 0,54 +0,28"
Tipo de variante
¢ Causante de la enfermedad? 36 10,98 16 14,68
Causante de la enfermedad 276 84,15 92 84,40
In vitro/ laboratorio o in vivo polimorfismo 16 4,88 1 0,92
funcional
PolyPhen2
Probablemente dafiino 300 91,46 96 88,07
Benigno 28 8,54 13 11,93
SIFT
Dafiino 298 90,85 96 88,07
Tolerado 30 9,15 13 11,93
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LRT
Neutral 41 12,50 18 16,51
Deletéreo 287 87,50 91 83,49
Mutation Taster
Causante de la enfermedad 306 93,29 94 86,24
En favor del polimorfismo 2 0,61 2 1,83
Polimorfismo 20 6,10 13 11,93
Mutation Assessor
Desconocido 328 100 109 100
FATHMM
Dafiino 315 96,04 101 92,66
Tolerado 13 3,96 8 7,34
FATHMM-MKL
Neutral 28 8,54 13 11,93
Dafiino 300 91,46 96 88,07
M-CAP
Dafiino 300 91,46 101 92,66
Tolerado 1 3,35 6 5,50
CADD 27,09 £5,65* 26,52 6,72
MetaSVM
Dafiino 306 93,29 101 92,66
Tolerado 22 6,71 8 7,34
MetaLR
Dafiino 315 96,04 101 92,66
Tolerado 13 3,96 8 7,34
PhyloP470way 7,70 +3,34* 7,75+ 3,73
PhyloP100way 5,92 + 2,44* 5,96 + 2,68
GERP RS 5,06 £1,40* 4,97 +1,57*
1000 Genomas 0,0047 +0,0047* 0,0022 + 0,0037*
gnomAD 3,1,2 0,0026 + 0,0084* 0,0008 + 0,0047*
COMPARACION DE AMINOACIDOS
Score hidrofdbico a.a. original (-0,97) +£2,58* (-0,67) £ 2,06*
Score hidrofébico a.a. cambio (-0,47) £ 3,04* (-0,84) £ 3,04*
Diferencia score hidrofébico 0,50 + 3,95* (-0,16) £ 3,95*
Score hidrofilico a.a. original 0,06 £ 1,65 0,010 £ 1,81*
Score hidrofilico a.a. cambio 0,15 £1,89* 0,39 + 2,006*
Diferencia score hidrofilico 0,097 +2,98* 0,38 £2,81*
Diferencia de Grantham 111,2 + 53,35* 103,5 +49,31*
Probabilidad de que sea perjudicial
No calculado 142 43,29 64 58,72
Muy alto riesgo 50 15,24 16 14,68
Riesgo alto 91 27,74 10 9,17
Riesgo medio 36 10,98 12 11,01
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Riesgo bajo 7 2,13 5 459
Muy bajo riesgo 2 0,61 2 1,83
Polaridad/carga a.a. Original
No polar 155 47,26 56 51,38
Cargado negativamente 28 8,54 10 9,17
Polar 76 23,17 27 2477
Cargado positivamente 69 21,04 16 14,68
Polaridad/carga a.a. cambio
Cargado negativamente 28 8,54 11 10,09
Polar 135 41,16 37 33,94
Cargado positivamente 89 27,13 28 25,69
No polar 76 2317 33 30,28
Diferencia de peso residual
Cambio conservador 50 15,24 24 20,87
Cambio moderado 138 42,07 44 38,26
Cambio radical 140 42,70 47 40,87
pH a.a. Original
Neutro 230 70,12 82 75,23
Acido 28 8,54 10 9,17
Basico 69 21,04 16 14,68
Sin Datos 1 0,30 1 0,92
pH a.a. Cambio
Acido 28 8,54 11 10,09
Neutro 213 64,94 71 65,14
Basico 86 26,22 26 23,85
Sin Datos 1 0,30 1 0,92
OTROS DATOS
Género
Femenino 129 56,09
Masculino 101 43,91
Etnia
Alemana 20 57,14
Saudi 1 2,86
Espafiola 1 2,86
China 10 28,57
Japonesa 0 0,00
Afroamericana 1 2,86
India 0 0,00
Paquistani 0 0,00
Coreana 2 5,71

24




4.4, Resultados tras aplicar el modelo (grafica 1)

Tras varias pruebas preliminares, se eliminaron las variables Fv:ag, sexo y sangrado. Dado que todas las
observaciones presentaban datos faltantes, se opté por imputar los valores ausentes en lugar de eliminar
casos. El modelo mostré un buen rendimiento y estabilidad, con resultados similares entre la validacién
interna OOB (error del 6,47%) y el conjunto de prueba, donde alcanzé una exactitud del 92,9% (78 de 84

pacientes correctamente clasificados).

El andlisis de importancia de variables indico que el nivel de FV fue el factor mas influyente en la
prediccion del fenotipo clinico, seguido de la diferencia de hidrofilia asociada a mutaciones missense, la
cigosidad y las variables phylo470 y phylo100, relacionadas con la conservacién evolutiva de la posicién

mutada.

Reforzando la variable denominada difhidrofilico, tenemos otras dos que tratan sobre las caracteristicas
fisicoquimicas de las mutaciones: la diferencia de Grantham (difgrantham) y la diferencia de peso residual

(difpeso).

VARIABLES PREDICTORAS SEGUN SU IMPORTANCIA

fvfun
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Graéfica 1. Importancia global de las posibles variables predictoras. Las variables con valor cero o cercanos a él, casi no aportan
informacién sobre la severidad de la enfermedad. Conforme aumentan los valores, mas importante es la variable para predecir la

severidad.
Grafica obtenida con Random Forest.
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Hacia la zona media de ordenadas del grafico, nos encontramos con variables que corresponden a
dominios y regiones de la proteina, y todas oscilan en torno al 10 de importancia (eje de abscisas).
Destacan la region reguladora y el dominio B como los predictores mas relevantes, en contraste con los

dominios A1, A2, C1y C2, que muestran una importancia similar pero moderada en el modelo.

Por ltimo, tenemos las variables ubicadas casi en la base de la gréfica, cuyos valores son cercanos a
cero. Son todos los tipos de mutaciones: splicing, pequefias inserciones y deleciones, grandes deleciones
e inserciones; y, por ultimo, la region donde menos mutaciones se han encontrado durante el estudio, y

también la variable que tiene menor importancia como predictor: el dominio del péptido sefial.

No obstante, el modelo sin la variable fvfun mantuvo cierta capacidad discriminativa, desplazando la
importancia hacia predictores relacionados con la conservacién evolutiva (phylo470, phylo100), la
cigosidad (het) y el impacto fisicoquimico del cambio aminoacidico (difhidrofilico, difgrantham, difpeso,
dithidrofobo). La variable con mayor importancia global fue dithidrofilico (MeanDecreaseAccuracy =
25.99), seguida de phylo470 (20.95), het (20.12), phylo100 (18.99) y difgrantham (18.00). Los resultados
de este segundo analisis se puede obervar en la grafica 2. En ella vemos como en cuestion de importacia

para la prediccion de la severidad de la enfermedad, encabezan las variables relacionadas con los

VARIABLES PREDICTORAS SEGUN SU IMPORTANCIA
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Grafica 2. Importancia global de las posibles variables predictoras del modelo sin nivel de factor. Las variables con valor
cero o cercanos a é€l, casi no aportan informacion sobre la severidad de la enfermedad. Conforme aumentan los valores, mas
importante es la variable para predecir la severidad.

Grafica obtenida con Random Forest.
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cambios fisicoquimicos, seguidos de aquellas que tratan la conservacion evolutiva. En la zona de la
gréfica que podemos considerar de importancia moderada encontramos a las variables relacionadas con
la localizacién de la mutacidn en los dominios de la proteina, destacando el dominio A (doma1, doma3 y
doma2 respectivamente); esto sugiere que las mutaciones en este dominio podrian sugerir un mayor
impacto en la severidad. En la base del gréfico encontramos a aquellas variables considerdas de bajo
impacto, con importancia cerna a cero, y que podemos agrupar en tipos de mutaciones. Al aplicar el
modelo Random Forest sin fvfun a una cohorte de 285 individuos sin severidad conocida, la mayoria
fueron clasificados como probablemente leves (62.1%), mientras que el resto se distribuyd entre
moderados (21.4%) y graves (16.5%). No obstante, la confianza asociada a estas predicciones fue
generalmente intermedia, ya que la mediana de la probabilidad maxima fue de 0.497 y menos de la mitad

de los individuos alcanzaron valores =0.50. Solo tres casos superaron una probabilidad maxima de 0.60

Como comprobacién del modelo se hizo una busqueda manual de diez pacientes al azar en la base de
datos creada, cuya severidad era desconocida y el modelo predijo como grave. De esos pacientes se
buscé en la bibliografia y en otras bases de datos como HFVA® (Efthymiou et al., 2023) algun indicio que
corroborara la prediccién del modelo. Para tres de los pacientes se encontrd que, segin HFVA®
(Efthymiou et al., 2023), efectivamente presentaban un déficit grave. Hubo seis pacientes de los que no
se pudo concretar con certeza la severidad de la enfermedad, aunque en la bibliografia se encontraron
anotaciones sobre sangrados importantes. El Gltimo caso escogido al azar fue bastante esclarecedor; en
la bibliografia se describe que se trata de una bebé de meses de vida, portadora de una mutacién
heterocigota compuesta en el gen F5 y que presentaba hemorragia intracraneal espontanea recurrente.
Con estos datos se puede decir que esta paciente presenta una version de la patologia grave. Los

resultados de esta busqueda se recogen en la tabla 5.

Tabla 5. Mutaciones que presentaban los pacientes elegidos al azar.
PACIENTE MUTACION INDICIOS ENCONTRADOS SEVERIDAD
1 Missense Sangrados importantes No concluyente
2 Missense Sangrados importantes No concluyente
3 Nonsense Corroborado por HFVA® Grave
4 Nonsense Corroborado por HFVA® Grave
5 Missense Sangrados importantes No concluyente
6 Missense Sangrados importantes No concluyente
7 Nonsense Corroborado por HFVA® Grave
8 Pequena delecion Sangrados importantes No concluyente
9 Pequena delecion Sangrados importantes No concluyente
. Posiblemente grave,
. Heterocigoto compuesto, i
10 Pequeia delecion hemorragia intracraneal pero no especificado en
. la bibliografia ni en otras
espontanea recurrente
bases de datos
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5. DISCUSION

Con este estudio se pretende demostrar si existe una correlacion entre el fenotipo clinico y el genotipo de
pacientes con déficit de FV. Para conseguirlo, se han llevado a cabo distintos analisis descriptivos a un
gran numero de variables agrupadas por mutacion y por paciente, siendo el tamafio muestral de 480
pacientes. Desde el punto de vista de la mutacion, podemos estudiar su impacto funcional, estructural y
evolutivo en la proteina. Desde la perspectiva del paciente, no solo podemos obtener el nimero de
personas que padecen la enfermedad, sino también relacionar las mutaciones con la severidad de la
enfermedad. Ademas, se hicieron dos tablas ya que, al realizar la primera (fabla 3) con todos los tipos de
mutaciones que tenian los pacientes, se vio que las mutaciones tipo missense representaban
aproximadamente el 68% de los casos (328 de 480 pacientes). Este dato es relevante porque las
mutaciones missense provocan un cambio puntual en un aminoacido especifico, lo que altera la
estructura tridimensional y la funcion de la proteina, pero sin impedir completamente su sintesis. Este tipo
de alteraciones podrian explicar la amplia heterogeneidad clinica observada en esta enfermedad como

también sugieren estudios anteriores (Bernal et al., 2021; Tabibian et al., 2019).

El modo en el que se distribuyen las mutaciones a lo largo de todo el genoma es coherente si tenemos en
cuenta la distribucién por dominios y cadenas de la estructura de la proteina. Gracias al mapeo por Cryo-
EM (Di Cera et al., 2022) sabemos qué regiones estdn mas conservadas y cuéles menos; esto nos ayuda
a entender cuan importantes son las mutaciones seguin el dominio en el que se encuentren. EI mayor
porcentaje de mutaciones recae sobre el dominio A 3 (21,25%) y en la cadena ligera (45,83%), zonas
esenciales para formar el complejo protrombinasa y muy conservadas evolutivamente. De modo que las
variaciones en estas regiones van a provocar cambios muy importantes, viéndose alterada la actividad
procoagulante de la proteina. Estos resultados apoyan la teoria de que ciertas regiones son mas
vulnerables a mutaciones que van a hacer que se vea comprometida la funcionalidad del FV (Di Cera
etal., 2022; Schreuder et al., 2019). Si nos fijamos en el segundo dominio con mas mutaciones en la
fabla 3, vemos que es el dominio B con un 16,67% de pacientes, pero cuando nos fijamos en la tabla 4,
este mismo dominio solo tiene un 3,66% de pacientes con mutaciones en esa region. Este dominio es el
més grande y es logico que en él recaiga un alto nimero de mutaciones, sélo por probabilidad. Pero al
fijarnos en una mutacién concreta, en este caso en la mas representada para esta enfermedad (las tipo
missense), el porcentaje disminuye, porque, aunque sigue siendo el dominio de mayor tamafio, es
también el menos conservado y las mutaciones en él no son tan impactantes; al estudiar datos de
pacientes y mutaciones con déficit de FV, es ldgico que las regiones que van a presentar las variaciones
mas acusadas sean aquellas mas conservadas evolutivamente y por ende las méas patogénicas (Di Cera
etal., 2022; Schreuder et al., 2019).

Respecto a la severidad de la enfermedad, hemos encontrado ciertas limitaciones y contradicciones. Este
parametro ha variado segln la base de datos consultada y el criterio usado para su clasificacion.

Discrepancia ya advertida en otros trabajos donde sefialan que la clasificacion de la severidad en bases
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de datos depende de la disponibilidad de datos clinicos y de la variabilidad en los métodos diagndsticos.
Ademés, al excluir heterocigotos/heterocigotos compuestos obtuvimos datos més coherentes con la
teoria ampliamente extendida de la relacion genotipo-severidad y con la naturaleza autosémica recesiva
del déficit de FV; los casos mas graves se asocian a genotipos homocigotos, mientras que los
heterocigotos presentan un patrén mas leve (Bernal etal., 2021; Zhang etal., 2024). Por ello, la
contradiccion entre la base de datos consultada y nuestros resultados radica en el criterio empleado,
ademas del tamafio muestral. Estas discrepancias refuerzan la necesidad de integrar criterios funcionales
y genotipicos mas robustos a la hora de recoger datos de pacientes y asi unificar bajo unos mismos

criterios la cuestion de la severidad.

Los predictores bioinformaticos son herramientas muy utiles para trabajos in silico, nos indican
probabilidades de la patogenicidad de las mutaciones sobre la proteina, pero hay que saber interpretar

esa informacion y asumir que es una evidencia complementaria (Li et al., 2018).

La elaboracion de un modelo de prediccion a partir de la herramienta Random Forest refuerza y potencia
el uso de predictores bioinformaticos, pero con la particularidad de que se ha entrenado y comprobado el
poder predictivo de estas variables para nuestra cohorte concreta con pacientes y sus datos, y ya no son
predicciones generales. En el primer modelo, dos de las variables que se destacan como importantes
predictores son predictores bioinformaticos: phylo470 y phylo100. Si la mutacién ocurre en un residuo
muy conservado, el fenotipo serd probablemente mas severo, ya que esa region es vital para la funcién
de la proteina (Li et al., 2018).

Otras variables que el modelo resalta como importantes son aquellas que tratan sobre las caracteristicas
fisicoquimicas de las mutaciones: difhidrofilico, difgrantham y difpeso nos dan una idea de cuan
importante es el cambio de aminoacido y cdmo va a ser el impacto clinico. Si la mutaciéon cambia un
aminoacido pequefio por uno muy voluminoso o quimicamente opuesto, el impacto sera mayor (Li et al.,
2018).

No todas las variables usadas para elaborar el modelo fueron destacadas como Utiles o importantes para
la prediccion de la severidad. Las regiones y dominios mutados, asi como la propia mutacion y algunos
tipos, se encontraron en valores bajos de importancia en el modelo. Esto no significan que no sean
graves, sino que el modelo no puede usarlas como entrenamiento para predecir el fenotipo, a sea porque
el efecto que tiene sea mas heterogéneo desde el punto de vista predictivo, 0 porque hay pocos

pacientes con el tipo de mutacion en cuestion (Bernal et al., 2021).

En el analisis secundario que se realizd, en el que se excluia la variable fvfun, los resultados obtenidos
sugieren que, en ausencia de esta, la severidad clinica continia estando asociada a la conservacion del
residuo afectado, la magnitud del cambio bioquimico y la localizacién estructural de la variante, la cual
toma mas peso en este segundo modelo. El dominio A fue el mas destacado y esto tiene sentido ya que

es crucial en la interaccién con otras proteinas de la cascada de coagulacién, como el FXa. Esto no
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significa que las mutaciones no sean importantes o que no vayan a causar la enfermedad, sino que, para
este estudio no ayudan al modelo a diferenciar entre casos de una manera tan eficiente (Bernal et al.,
2021; Li et al., 2018; Schreuder et al., 2019).

Estos hallazgos sugieren que, en ausencia de la variable fvfun, el modelo conserva utilidad para priorizar

casos y estimar la severidad probable, pero sus predicciones deben interpretarse con cautela.

La validacion externa del modelo resulta en un valor clinico real de este. La confirmacion de 3 de los 10
casos evaluados como graves en bases externas indica una capacidad de identificacion de fenotipos
severos con relevancia clinica real, mas alla del rendimiento estadistico. Este resultado es
particularmente significativo si se considera que, en este tipo de patologias, la disponibilidad de cohortes
grandes y perfectamente caracterizadas es limitada, lo que dificulta tanto el entrenamiento como la
validacion de modelos predictivos robustos (Choon et al., 2023; Visibelli et al., 2023). El refinamiento del
modelo podria ser valioso en la clinica para predecir la severidad de los pacientes antes de que tengan

sangrados peligrosos. Se trataria de una herramienta preventiva poderosa.

Este estudio presenta limitaciones que, en parte, son inevitables. La falta de datos completos para todas
las variables, con especial hincapié en los niveles de antigeno, reduce la potencia del analisis; ademas de
resultar incompatible el analisis de otras variables que podrian estar influyendo en el fenotipo clinico,
como comorbilidades, etnia o el uso de farmacos. También el hecho de trabajar con datos procedentes de
varias fuentes hace que la calidad y precision de la informacién sea mas dispar (Choon et al., 2023;
Visibelli et al., 2023).

Un aspecto de vital interés para futuras investigaciones es darle un enfoque integrador genético-
funcional-clinico, para tener un espectro completo de cdmo afectan las variantes en la proteina y por
consiguiente en la enfermedad y en los pacientes que la padecen. Mediante simulaciones moleculares se
podria entender mejor el impacto de mutaciones concretas sobre la estructura de la proteina y sus
consecuencias, teniendo asi una mayor visién de los mecanismos moleculares responsables de la
pérdida de funcién (Bernal etal., 2021; Di Cera etal., 2022). Ademas, facilitaria la identificacion de

mutaciones con mayor probabilidad de producir un fenotipo severo.

El vacio clinico real en la documentacién de enfermedades raras en general y en el déficit de FV en
concreto, es un aspecto que deberia tenerse en cuenta para futuros registros clinicos y elaborar unas
pautas uniformes y comunes para la recogida de datos. De esta forma, la recogida seréa sistematica para
las variables clinicas y genéticas, pudiendo tener una vision multifactorial del déficit de FV. El criterio
seguido para evaluar la severidad de la enfermedad deberia ser unico y universal. Es necesaria una guia

oficial internacional, como ocurre con otras enfermedades.
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6. CONCLUSIONES

Primera: El andlisis conjunto de datos clinicos, genéticos y estructurales de pacientes con déficit de
factor V confirmd que la heterogeneidad fenotipica estd estrechamente relacionada con su perfil

mutacional.

Segunda: El predominio de mutaciones missense en la cadena ligera y el dominio A3 indica que las
alteraciones en regiones conservadas y funcionalmente criticas condicionan gran parte de la variabilidad

clinica observada.

Tercera: La correlacion genotipo-fenotipo ha sido controvertida por mucho tiempo. En este trabajo, al
limpiar los datos y quitar a los pacientes heterocigotos, se obtuvo un patron claramente propio de una
herencia autosdémica recesiva; los pacientes estudiados con homocigosis o heterocigosis compuesta

presentaban siempre niveles de factor V por debajo del 1% y sufrian los sintomas méas graves.

Cuarta: Los modelos bioinformaticos basados en Random Forest evidenciaron que la patogenicidad no
depende unicamente de los niveles de factor V. Variables gendmicas vy fisicoquimicas mostraron una
elevada capacidad predictiva, destacando el impacto de las alteraciones estructurales producidas por
mutaciones missense y las diferencias entre aminoacidos. La pérdida de estabilidad tridimensional de la

proteina emergié como un importante predictor de gravedad.

Quinta: La validacion del modelo alternativo demostro que, incluso ante la ausencia o variabilidad de los

datos de actividad funcional del factor V (fvfun), es posible deducir con alta precisién la severidad clinica.

Sexta: El algoritmo desarrollado demostré una sélida capacidad predictiva para anticipar la gravedad de

los sintomas en pacientes recién diagnosticados o sin severidad clinica previamente documentada.

Séptima: Estos resultados ponen de manifiesto el potencial de la inteligencia artificial como herramienta
de apoyo clinico. La integracion de criterios objetivos para predecir la severidad y el riesgo hemorragico

puede facilitar estrategias terapéuticas y preventivas personalizadas desde el diagnéstico genético.
6. CONCLUSIONS

First: The combined analysis of clinical, genetic, and structural data from patients with factor V deficiency

confirmed that phenotypic heterogeneity is closely related to the underlying mutational profile.

Second: The predominance of missense mutations in the light chain and the A3 domain indicates that
alterations affecting conserved and functionally critical regions account for a large proportion of the

observed clinical variability.

Third: The genotype—phenotype correlation has long been a matter of debate. In this study, after data

curation and the exclusion of heterozygous patients, a pattern clearly consistent with autosomal recessive
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inheritance emerged. Patients carrying homozygous or compound heterozygous variants consistently

exhibited factor V levels below 1% and experienced the most severe clinical manifestations.

Fourth: Bioinformatic models based on Random Forest demonstrated that pathogenicity does not depend
solely on factor V levels. Genomic and physicochemical variables showed strong predictive power,
highlighting the impact of structural alterations caused by missense mutations and amino acid
substitutions. Loss of the protein’s three-dimensional stability emerged as an important predictor of

disease severity.

Fifth: Validation of the alternative model demonstrated that, even in the absence of or variability in factor

V functional activity data (FVFUN), clinical severity can be predicted with high accuracy.

Sixth: The developed algorithm showed a robust predictive capacity to anticipate symptom severity in

newly diagnosed patients or in patients without previously documented clinical severity.

Seventh: These findings highlight the potential of artificial intelligence as a clinical decision-support tool.
The integration of objective criteria to predict disease severity and bleeding risk may facilitate the

development of personalized therapeutic and preventive strategies from the time of genetic diagnosis.

32



7. BIBLIOGRAFIA

Al-Koussa, H., AlZaim, |., & EI-Sabban, M. E. (2022). Pathophysiology of Coagulation and Emerging Roles
for Extracellular Vesicles in Coagulation Cascades and Disorders. Journal of Clinical Medicine, 11(16),
4932. https://doi.org/10.3390/jcm11164932

Asselta, R., & Peyvandi, F. (2009). Factor V Deficiency. Seminars in Thrombosis and Hemostasis, 35(04),
382-389. https://doi.org/10.1055/s-0029-1225760

Bernal, S., Pelaez, |., Alias, L., Baena, M., De Pablo-Moreno, J. A., Serrano, L. J., Camero, M. D., Tizzano,
E. F., Berrueco, R., & Liras, A. (2021). High Mutational Heterogeneity, and New Mutations in the Human
Coagulation Factor V Gene. Future Perspectives for Factor V Deficiency Using Recombinant and
Advanced Therapies. International  Journal  of  Molecular  Sciences, 22(18), 9705.
https://doi.org/10.3390/ijms22189705

Chapin, J. C., & Hajjar, K. A. (2015). Fibrinolysis and the control of blood coagulation. Blood Reviews,
29(1), 17-24. https://doi.org/10.1016/j.blre.2014.09.003

Choon, Y. W., Choon, Y. F., Nasarudin, N. A, Al Jasmi, F., Remli, M. A., Alkayali, M. H., & Mohamad, M. S.
(2023). Artificial intelligence and database for NGS-based diagnosis in rare disease. Frontiers in Genetics,
14, 1258083. https://doi.org/10.3389/fgene.2023.1258083

De Pablo-Moreno, J. A. D., Serrano, L. J., Revuelta, L., Sanchez, M. J., & Liras, A. (2022a). The Vascular
Endothelium and Coagulation: Homeostasis, Disease, and Treatment, with a Focus on the Von Willebrand
Factor and Factors VIII and V. International Journal of Molecular Sciences, 23(15), 8283.
https://doi.org/10.3390/ijms23158283

De Pablo-Moreno, J. A. D., Serrano, L. J., Revuelta, L., Sanchez, M. J., & Liras, A. (2022b). The Vascular
Endothelium and Coagulation: Homeostasis, Disease, and Treatment, with a Focus on the Von Willebrand
Factor and Factors VIII and V. International Journal of Molecular Sciences, 23(15), 8283.
https://doi.org/10.3390/ijms23158283

De Pablo-Moreno, J. A., Miguel-Batuecas, A., De Sancha, M., & Liras, A. (2023). The Magic of Proteases:
From a Procoagulant and Anticoagulant Factor V to an Equitable Treatment of Its Inherited Deficiency.
International Journal of Molecular Sciences, 24(7), 6243. https://doi.org/10.3390/ijms24076243

Di Cera, E., Mohammed, B. M., Pelc, L. A., & Stojanovski, B. M. (2022). Cryo-EM structures of coagulation
factors. Research and  Practice in  Thrombosis and  Haemostasis, 6(7), €12830.
https://doi.org/10.1002/rth2.12830

Duckers, C., Simioni, P., Spiezia, L., Radu, C., Gavasso, S., Rosing, J., & Castoldi, E. (2008). Low plasma
levels of tissue factor pathway inhibitor in patients with congenital factor V deficiency. Blood, 112(9), 3615-
3623. https://doi.org/10.1182/blood-2008-06-162453

Duga, S., Asselta, R., & Tenchini, M. L. (2004). Coagulation factor V. The International Journal of
Biochemistry & Cell Biology, 36(8), 1393-1399. https://doi.org/10.1016/j.biocel.2003.08.002

Echeverry, G., & Dalton, A. (2018). Hematologic Disorders. Anesthesiology Clinics, 36(4), 553-565.
https://doi.org/10.1016/j.anclin.2018.07.006

33



Efthymiou, C., Print, E. H. T., Simmons, A., & Perkins, S. J. (2023). Analysis of 363 Genetic Variants in F5
via an Interactive Web Database Reveals New Insights into FV Deficiency and FV Leiden. TH Open,
07(01), e30-e41. https://doi.org/10.1055/a-1987-5978

Ichinose, A., Osaki, T., & Souri, M. (2022). A Review of Coagulation Abnormalities of Autoimmune Acquired
Factor V Deficiency with a Focus on Japan. Seminars in Thrombosis and Hemostasis, 48(02), 206-218.
https://doi.org/10.1055/s-0041-1740149

Li, J., Zhao, T., Zhang, Y., Zhang, K., Shi, L., Chen, Y., Wang, X., & Sun, Z. (2018). Performance evaluation
of pathogenicity-computation methods for missense variants. Nucleic Acids Research, 46(15), 7793-7804.
https://doi.org/10.1093/nar/gky678

Lippi, G., Pasalic, L., & Favaloro, E. J. (2015). Detection of mild inherited disorders of blood coagulation:
Current options and personal recommendations. Expert Review of Hematology, 8(4), 527-542.
https://doi.org/10.1586/17474086.2015.1039978

Martinez-Carballeira, D., Caro, A., Bernardo, A., Corte, J. R., Iglesias, J. C., Hernandez De Castro, I. A,,
Gutiérrez, L., & Soto, I. (2024). Rare bleeding disorders: Real-world data from a Spanish tertiary hospital.
Blood Cells, Molecules, and Diseases, 106, 102837. https://doi.org/10.1016/j.bcmd.2024.102837

Marwaha, S., Knowles, J. W., & Ashley, E. A. (2022). A guide for the diagnosis of rare and undiagnosed
disease: Beyond the exome. Genome Medicine, 14(1), 23. https://doi.org/10.1186/s13073-022-01026-w

Palta, S., Saroa, R., & Palta, A. (2014). Overview of the coagulation system. Indian Journal of
Anaesthesia, 58(5), 515. hitps://doi.org/10.4103/0019-5049.144643

Risman, R. A., Kirby, N. C., Bannish, B. E., Hudson, N. E., & Tutwiler, V. (2023). Fibrinolysis: An illustrated
review. Research and Practice in  Thrombosis and  Haemostasis, 7(2), 100081.
https://doi.org/10.1016/j.rpth.2023.100081

Rodriguez Rodriguez, M., Zafra Torres, D., Castro Quismondo, N., & Martinez-Lopez, J. (2020).
Alteraciones adquiridas de la coagulaciéon. Medicine - Programa de Formacién Médica Continuada
Acreditado, 13(22), 1250-1258. https://doi.org/10.1016/j.med.2020.12.003

Schreuder, M., Reitsma, P. H., & Bos, M. H. A. (2019). Blood coagulation factor Va’'s key interactive
residues and regions for prothrombinase assembly and prothrombin binding. Journal of Thrombosis and
Haemostasis, 17(8), 1229-1239. https://doi.org/10.1111/jth.14487

Segers, K., Dahlback, B., & Nicolaes, G. (2007). Coagulation factor V and thrombophilia: Background and
mechanisms. Thrombosis and Haemostasis, 98(09), 530-542. https://doi.org/10.1160/TH07-02-0150

Stenson, P. D., Mort, M., Ball, E. V., Chapman, M., Evans, K., Azevedo, L., Hayden, M., Heywood, S.,
Millar, D. S., Phillips, A. D., & Cooper, D. N. (2020). The Human Gene Mutation Database (HGMD®):
Optimizing its use in a clinical diagnostic or research setting. Human Genetics, 139(10), 1197-1207.
https://doi.org/10.1007/s00439-020-02199-3

Tabibian, S., Shiravand, Y., Shams, M., Safa, M., Gholami, M. S., Heydari, F., Ahmadi, A., Rashidpanah, J.,
& Dorgalaleh, A. (2019). A Comprehensive Overview of Coagulation Factor V and Congenital Factor V
Deficiency. Seminars in Thrombosis and Hemostasis, 45(05), 523-543. https://doi.org/10.1055/s-0039-
1687906

34



Visibelli, A., Roncaglia, B., Spiga, O., & Santucci, A. (2023). The Impact of Artificial Intelligence in the
Odyssey of Rare Diseases. Biomedicines, 11(3), 887. https://doi.org/10.3390/biomedicines11030887

Winter, W. E., Flax, S. D., & Harris, N. S. (2017). Coagulation Testing in the Core Laboratory. Laboratory
Medicine, 48(4), 295-313. https://doi.org/10.1093/labmed/Imx050

Yanagiya, R., Kanouchi, K., Toubai, T., Yamada, A., Aizawa, K., Shiono, Y., Ito, S., & Ishizawa, K. (2021).
Plasma Exchange as an Initial Treatment for Severe Bleeding Induced by Acquired Factor V Deficiency: A
Case Report and Mini Literature  Review. Acta  Haematologica, 144(1), 82-87.
https://doi.org/10.1159/000505770

Zhang, Y., Liu, L., Guo, Q., Li, Y., Luo, S., Wan, C., & Zhu, Y. (2024). A child with factor V deficiency with a
novel F5 gene mutation misdiagnosed as a left iliac fossa abscess: A case report. Medicine, 103(46),
€40436. https://doi.org/10.1097/MD.0000000000040436

35



	Compromiso-deontológico-No-plagio-TFM-2025-26_signed_signed_signed
	declaracion-responsable-sobre-autoria-y-uso-Ético-de-herramientas-de-ia-1_signed
	TFM Lidia v. FINAL_signed_signed_signed

		2026-06-18T13:50:35+0200
	AGUAVIVA MORALES LIDIA - 32080924H


		2026-06-18T13:52:20+0200
	AGUAVIVA MORALES LIDIA - 32080924H


		2026-06-18T13:52:54+0200
	AGUAVIVA MORALES LIDIA - 32080924H


		2026-06-18T13:53:22+0200
	AGUAVIVA MORALES LIDIA - 32080924H


		2026-06-18T18:21:12+0200
	LIRAS MARTIN ANTONIO - 03425617C


		2026-06-18T18:22:02+0200
	LIRAS MARTIN ANTONIO - 03425617C




