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3. Normativa 
 
Los firmantes del presente compromiso declaran conocer la normativa vigente 
reguladora para la realización y defensa de los TFM y aceptan las disposiciones 
contenidas en la misma.  
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En el caso de producirse algún conflicto derivado del incumplimiento de alguno de 
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de su TFM, incluyéndose la posibilidad de modificación del nombramiento del 
tutor/es, la coordinación del máster buscará una solución consensuada que pueda ser 
aceptada por las partes en conflicto. En ningún caso el estudiante podrá cambiar de 
Tutor directamente sin informar a su antiguo Tutor y sin solicitarlo oficialmente a la 
Coordinación del Máster. 
En el caso de que el conflicto persista se gestionará según lo previsto en el SGIC de 
la memoria verificada. 

 
8. Confidencialidad 
 
El estudiante que desarrolla un TFM dentro de un Grupo de Investigación de la 
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TFM o de cualquier otro miembro del equipo investigador en que esté integrado le 
proporcionen así como a emplear la información obtenida, exclusivamente, en la 
realización de su TFM. 
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Cuando la aportación pueda ser considerada original o sustancial el estudiante que 
ha elaborado el TFM será reconocido como cotitular de los derechos de propiedad 
intelectual o industrial que le pudieran corresponder de acuerdo con la legislación 
vigente. 
  
10. Periodo de Vigencia 
 
Este compromiso entrará en vigor en el momento de su firma y finalizará por alguno 
de los siguientes supuestos: 
 
- Cuando el estudiante haya defendido su TFM. 
- Cuando el estudiante sea dado de baja en el Máster 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. 

 
La superación académica por parte del estudiante no supone la pérdida de los 
derechos y obligaciones intelectuales que marque la Ley de Propiedad Intelectual 
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los proyectos e información inédita del tutor. 
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1.- Resumen 

El déficit del factor V es una coagulopatía ultrara causada por mutaciones en el gen F5. El objetivo de este trabajo es 
caracterizar mediante análisis macroscópicos, histopatológicos, morfométricos e inmunohistoquímicos los cambios en el 
miocardio del corazón de ratones con déficit de factor V. Se seleccionaron 4 ratones WT y 4 ratones Hm híbridos 
CBAxC57BL6. En el peso de los corazones y el contaje celular no hubo diferencias significativas entre los grupos WT y Hm, 
sin embargo, los diámetros en los ratones Hm presentaban diferencias significativas con un valor de 15,87 ± 1,38 (IC 95%, 
14,01-17,20). Histológicamente, mostraron “menor” desorganización arquitectural a nivel de los ventrículos en los Hm. Se 
realizaron técnicas inmunohistoquímicas utilizando anticuerpos de desmina, HIF-1α, eNOS y caspasa-3. La expresión de 
desmina fue más intensa y difusa en los Hm que en los WT, especialmente en el ventrículo izquierdo y la región 
interventricular. La inmunoexpresión de HIF-1α fue mayor en los Hm, mostrando un patrón difuso y predominio en el 
ventrículo izquierdo. La expresión del eNOS fue más intensa en los WT, mientras que, en los Hm, se observó una leve 
inmunorreactividad. Por último, la caspasa-3, la inmunorreacción, fue leve y multifocal en los Hm, principalmente en la capa 
intermedia del ventrículo izquierdo. Los hallazgos observados sugieren que el corazón con déficit de factor V induce 
desorganización estructural miocárdica, actividad hipóxica y apoptótica que no se observa en los WT, lo que podría estar 
induciendo el desarrollo inicial de una cardiomiopatía hipertrófica. 

Palabras clave: Déficit del factor V, corazón, histomorfometría inmunohistoquímica, ratón. 

1.- Abstract  

Factor V deficiency is an inherited coagulopathy caused by mutations in the F5 gene. The objective of this study is to 
characterize changes in the myocardium of mice with factor V deficiency using macroscopic, histopathological, morphometric, 
and immunohistochemical analyses. Four WT mice and four CBAxC57BL6 hybrid Hm mice were selected. There were no 
significant differences in heart weight or cell count between the WT and Hm groups; however, significant differences were 
observed in the diameters in the Hm mice, with a value of 15.87 ± 1.38 (95% CI, 14.01–17.20). Histologically, the Hm mice 
showed “minor” architectural disorganization in the ventricles. Immunohistochemical techniques were performed using 
antibodies against desmin, HIF-1α, eNOS, and caspase-3. Desmin expression was more intense and diffuse in the Hm mice 
than in the WT mice, especially in the left ventricle and the interventricular region. HIF-1α immunoreactivity was higher in Hm, 
showing a diffuse pattern and predominance in the left ventricle. eNOS expression was more intense in WT, whereas in Hm, 
mild immunoreactivity was observed. Finally, caspase-3 immunoreactivity was mild and multifocal in Hm, mainly in the middle 
layer of the left ventricle.  The findings suggest that a heart with a factor V deficiency induces structural myocardial disarray, 
as well as hypoxic and apoptotic activity, that are not observed in wild-type (WT) hearts, which may be contributing to the 
early development of hypertrophic cardiomyopathy. 

Key words: Factor V deficiency, heart, histomorphometry, immunohistochemistry, mouse. 
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2.- Introducción  
2.1. Déficit del factor V 
2.1.1. Definición y función del factor V 
El factor V (FV), denominado también como proacelerina o factor lábil, es un polipéptido 

codificado en el brazo largo del cromosoma 1 en la región 23 del gen F5. Esta proteína se 

sintetiza en un 80% en el hígado y en un 20% en los megacariocitos, circulando en el 

plasma de forma inactiva. Participa en la cascada de la coagulación, formando parte del 

complejo protrombinasa (FXa-FVa-calcio-fosfolípidos) y de la conversión de protombina en 

trombina. La trombina formada transformará el fibrinógeno en fibrina, generando así una red 

de fibrina que atrapará las plaquetas para producir finalmente la hemostasia (De Pablo-

Moreno et al., 2022).  

Por otra parte, el factor V activado (FVa) actúa como cofactor del factor X activado (FXa), 

con el fin de acelerar la producción de trombina y formar el coágulo sanguíneo. De forma 

opuesta, cuando se inactiva, reduce su afinidad por el FXa e inactiva al factor VIII (FVIII), al 

actuar en conjunto con la proteína C activada (PCA) y la proteína S (Huang & Koerper, 

2008). La actividad procoagulante y anticoagulante del factor V permite regular las funciones 

de otras moléculas o proteínas involucradas en la hemostasia de la coagulación (Asselta & 

Peyvandi, 2009; Huang & Koerper, 2008). 

 

2.1.2. Etiología del déficit del factor V 
El déficit del factor V, conocido también como Parahemofilia o Enfermedad de Owren, es un 

trastorno de la coagulación poco común, siendo parte de las enfermedades ultrararas. Su 

origen se debe a mutaciones en el gen F5, mayormente ubicadas entre los exones 8 y 25, 

que alteran los niveles del FV. Se transmite mediante herencia autosómica recesiva con una 

incidencia de uno entre un millón de nacidos vivos, localizándose, principalmente, en países 

con matrimonios consanguíneos (Asselta & Peyvandi, 2009). Por otro lado, aunque muy 

infrecuente, puede producirse por la presencia de inhibidores específicos, que alteran el 

almacenamiento y el procesamiento de la proteína FV. La mayoría de los casos descritos se 

han asociado al uso de preparados con trombina bovina. No obstante, también pueden 

adquirirse de forma subyacente debido a enfermedades de origen reumatológico y de origen 

neoplásico. Además, se ha presentado en pacientes con tratamiento de antibióticos (Huang 

& Koerper, 2008).    
Actualmente, se han reportado 250 mutaciones que originan la presencia de la enfermedad 

(De Pablo-Moreno et al., 2025), entre las que se describen, frecuentemente, mutaciones 

missense, frameshift, nonsense y de splicing, observándose también en pequeñas 

inserciones, deleciones y duplicaciones, aunque con menor frecuencia (Asselta & Peyvandi, 

2009).  
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La enfermedad se puede clasificar en déficit cuantitativo (tipo I) o déficit cualitativo (tipo II). 

El primero presenta una disminución proporcional o muy baja entre la concentración del 

antígeno y su funcionalidad, mientras que, en el segundo, los niveles del antígeno son 

normales o levemente disminuidos, pero su funcionalidad es inestable. El déficit del factor V, 

también, se puede presentar de manera concomitante con el déficit del FVIII, a causa de 

mutaciones en los genes LMNA1 o MCFD2, relacionadas en la codificación de proteínas de 

transporte y de secreción de los factores V y VIII de la coagulación (Duckers et al., 2009). 

 
2.1.3. Cuadro Clínico 
Las manifestaciones clínicas observadas en el déficit del factor V son las hemorragias en las 

mucosas y en los tejidos blandos, siendo las más frecuentes la epistaxis, menorragias, 

hemorragias bucodentales y musculoesqueléticas. En los casos más graves, se presentan 

hemorragias intracraneales y gastrointestinales asociadas a niveles indetectables de FV, 

aunque son poco frecuentes.  

La sintomatología puede iniciarse a muy temprana edad, desde antes de los 6 años, e 

incluso en la etapa perinatal, siendo potencialmente letal en estos casos (Asselta & 

Peyvandi, 2009). Según el genotipo, los heterocigotos pueden ser asintomáticos o 

manifestarse de forma leve, en contraposición a los homocigotos o heterocigotos 

compuestos, que pueden experimentar síntomas de mayor intensidad. Fenotípicamente, los 

niveles de FV se clasifican en leve (>10%), moderado (1-10%) y severo (<1%). El nivel de 

gravedad no siempre corresponde a la actividad del FV, observándose variabilidad 

sintomática entre los pacientes, como la presencia de hemorragias leves aun cuando el nivel 

funcional del FV es menor al 1%. Es posible que se manifiesten respuestas compensatorias 

ante sangrados graves. En algunos casos, se han descrito hemartrosis y hemorragias 

intracraneales, a pesar de presentar niveles de actividad del 50% (Batsuli & Kouides, 2021).   

En la etapa prenatal, se ha observado en ratones homocigotos la presencia de hemorragias 

macroscópicas y microscópicas en diversos tejidos, principalmente en el abdomen. El 

sangrado masivo ha sido la causa de la muerte, casi de manera inmediata, de estos 

animales debido a un shock hipovolémico (Cui et al., 1996). 

Se han descrito otras coagulopatías relacionadas con FV, pero con estados de trombosis o 

trombofilias, entre la más conocidas, el factor V Leiden, que, en contraste con la déficit, 

provoca el incremento de funciones procoagulantes, ocasionando la formación excesiva de 

coágulos y desencadenando tromboembolismo venoso generalizado (Duckers et al., 2009). 

 
2.1.4. Diagnóstico 
La detección de la enfermedad suele deberse a cribados por antecedentes familiares, 

episodios de sangrados o procedimientos prequirúrgicos que presentan resultados 
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anómalos, como la prolongación del tiempo de protrombina (TP) y del tiempo de 

tromboplastina parcial activada (TTPa), que forman parte de las pruebas convencionales de 

la coagulación (Duckers et al., 2009). En ocasiones, se realizan pruebas viscoelásticas para 

la detección de los trastornos de la coagulación adquirida (Cushing et al., 2016) o ensayos 

moleculares para el estudio del gen F5 (Asselta & Peyvandi, 2009). 

Por un lado, la técnica de la PCR puede ser de utilidad para una evaluación mutacional, 

pero puede omitir cambios cromosómicos extensos. Por esta razón, se prefiere la 

secuenciación completa del gen, ya que permite detectar variaciones o mutaciones 

genéticas con mayor precisión. Desde la etapa prenatal se diagnostican a través del estudio 

clínico del ADN, principalmente, de las células de líquido amniótico o de las vellosidades 

coriónicas, aunque únicamente aplicable en aquellos casos con predisposición hereditaria 

(Asselta & Peyvandi, 2009). Las pruebas utilizadas deben confirmar que son alteraciones 

aisladas por déficit del factor V y no por disfunción de otro factor de la coagulación, puesto 

que, clínicamente son similares al déficit de factor VIII y pueden presentarse de forma 

combinada con el FV (Huang & Koerper, 2008). 

 
2.1.5. Tratamiento 
El tratamiento más utilizado es la administración de plasma fresco congelado (PFC), que 

contiene múltiples proteínas de la coagulación y tiene una vida media de 36 horas. No 

obstante, no se trata de un reemplazo específico, ya que el concentrado de un solo factor de 

la coagulación, en el caso del FV, no se encuentra disponible (Cushing et al., 2016; 

Menegatti et al., 2019). Por lo tanto, el PFC es la terapia de elección para los pacientes con 

déficit del factor V. Además, según la gravedad hemorrágica, la terapia con PFC se utiliza a 

demanda o de forma preventiva en casos de grandes cirugías, siendo posible añadirle 

concentrados plaquetarios para aumentar la eficiencia y obtener una actividad superior al 

10%. Este hecho es importante, ya que, también, el FV se encuentra en los gránulos alfa de 

las plaquetas, permitiendo aplicarse concentrados plaquetarios en un contexto donde se 

desarrollan inhibidores (Asselta & Peyvandi, 2009; Batsuli & Kouides, 2021).  

En los casos más leves, suelen emplearse terapias con antifibrinolíticos, como el ácido 

aminocaproico y el ácido tranexámico, que funcionan adecuadamente para detener el 

sangrado, puesto que los PFC están reservados para los casos más críticos, debido a que 

son de baja disponibilidad (Duckers et al., 2009; Menegatti et al., 2019). En las mujeres con 

abundantes menorragias son de gran utilidad los anticonceptivos orales y los dispositivos 

intrauterinos de levonorgestrel, ya que ayudan a disminuir el sangrado en el ciclo menstrual 

(Menegatti et al., 2019). 
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2.2. Asociación del déficit factor V a cardiopatías 
El FV es una proteína con actividad procoagulante y anticoagulante, por lo que podría 

explicar los cuadros clínicos variables y complejos en pacientes con esta coagulopatía, en 

su mayoría, con sangrados también, probablemente pueden aparecer trombos en los tejidos 

(Asselta & Peyvandi, 2009). 

 

2.2.1. Etapa embrionaria 
Existen escasas referencias en relación a la embriología en esta alteración. Aunque no se 

han determinado las alteraciones o defectos embrionarios en modelos patológicos de 

ratones con déficit del factor V, los investigadores sugieren que, si se conserva parte de la 

funcionalidad de la proteína FV, la viabilidad embrionaria podrá preservarse, siendo 

respaldado por la generación de un modelo en ratón con una manifestación leve de la 

enfermedad por parte de los mismos. Además, observaron en recién nacidos de Hm 

fallecidos, hemorragias graves en varios tejidos como piel, cabeza, cuello, región torácica y 

extremidades anteriores. Por otro lado, evaluaron la expresión del gen F5 en las diferentes 

etapas de la embriogénesis, observando un aumento significativo de la expresión entre los 8 

y 12 días, sin embargo, se constata una mayor expresión en la etapa adulta (De Pablo-

Moreno J.A., et al., 2025; Miguel-Batuecas et al., 2026). 

En los estudios de Cui et al. (1996) se describe que la mitad de los embriones con fenotipo 

nulo del FV (FV-/-), obtenidos mediante modificación genética, no llegan a término, ya que 

mueren a los 9 y 10 días del desarrollo embrionario, debido a anomalías de los vasos 

sanguíneos en los sacos vitelinos. Por otra parte, en el 40% de los embriones sobrevivientes 

se detectó un flujo sanguíneo reducido y una capa externa granular de los sacos vitelinos. 

En el análisis histológico de estos mismos fenotipos, se observó un endodermo visceral 

poco desarrollado y un menor número de células madre en las islas hematopoyéticas. 

Además, se determinó una deficiencia o ausencia en el desarrollo de las trabéculas 

miocárdicas. Los embriones heterocigotos (FV+/-) y los embriones restantes con fenotipo FV 

-/- que lograron llegar a término, conservaban una circulación y actividad cardíaca normales. 

Según los autores, en aquel grupo de embriones sobrevivientes con déficit total de factor V 

aún se preservaba una actividad residual de este factor. Es posible que permitiera continuar 

con las funciones hemostáticas, evitando así los sangrados masivos, sugiriendo la 

participación de la trombina en la formación temprana del sistema vascular en los sacos 

vitelinos (Cui et al., 1996). 

Se plantea una posible relación entre el FV y los receptores acoplados a proteínas G (PAR, 

por sus siglas en inglés) activados por proteasas. La expresión de estas proteínas está 

mediada por la activación de la trombina. Los PAR1 se encuentran distribuidos en diversas 

células, entre ellas, la capa interna del tejido cardíaco y el endotelio de los vasos 
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sanguíneos. En ratones con déficit total de PAR1 (PAR1 -/-), se identificaron defectos en las 

paredes de los vasos de gran calibre, presentando sangrados embrionarios y 

extraembrionarios a nivel macroscópico y microscópico.  Los embriones inviables no 

contenían sangre en los vasos sanguíneos de los sacos vitelinos, mostrándose a simple 

vista un aspecto pálido y necrótico. Además, se observó una dilatación del saco pericárdico 

relacionada con el fallo cardíaco. En el examen histológico, se mostraba una extravasación 

de células sanguíneas (hemorragias), previa aparición de hemorragias macroscópicas de 

mayor extensión. En otro grupo de embriones del mismo estudio (PAR1 -/-), aún 

sobrevivientes, no mostraban los sacos pericárdicos dilatados, sino una aparente función 

normal cardíaca, a pesar de los sangrados. Los investigadores plantean que existen 

moléculas distintas al FV y a la trombina que podrían intervenir en la activación de PAR1 en 

el desarrollo embrionario (Griffin et al., 2001). 

 
2.2.2. Etapa clínica  
Existe escasa bibliografía sobre lesiones cardíacas asociadas a déficit del factor V, 

principalmente en medicina humana. Los estudios han puesto de manifiesto algunos casos 

clínicos relevantes. Así, se describe a un paciente de 4 meses de edad con déficit del factor 

V sometido a una cirugía de corrección de la aorta y del septo interventricular. Se establece, 

el primer caso de una posible asociación entre la coagulopatía por déficit del factor V y los 

defectos coronarios como la coartación de la aorta, el conducto arterioso persistente y 

anomalías en la intercomunicación de las aurículas y los ventrículos (Losay et al., 1983).  

En otro caso, un paciente de 36 años con déficit del factor V presentó un taponamiento 

cardíaco. En el examen clínico, se reportó una cardiomegalia con acúmulo de derrame 

pericárdico. Durante la cirugía se descubrió un marcado engrosamiento del miocardio y del 

pericardio debido a una inflamación crónica reagudizada. Este proceso inflamatorio se 

verificó mediante la biopsia del pericardio visceral y miocardio con un estudio histológico 

posterior  (Schultz et al., 1997). Recientemente, se describió una paciente de 12 años con 

déficit del factor V, que tras una ecografía cardíaca reveló una anomalía en el septo 

ventricular (Özkaya et al., 2013).   

Faisal y colaboradores (2008) describen que las coagulopatías probablemente se 

encuentren asociadas al desarrollo de patologías cardíacas, ya que, durante la 

embriogénesis, la formación de las primeras estructuras del corazón y los factores de la 

coagulación tienen un mismo origen, el endotelio. Sin embargo, aún no hay evidencia que lo 

sustente. A su vez, se ha referido la existencia de una mayor frecuencia de trastornos 

cardíacos en infantes con antecedentes parentales en coagulopatías congénitas (Faisal et 

al., 2008).  
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Por otro lado, aunque poco frecuentes, se han registrado enfermedades trombóticas como la 

trombosis venosa profunda, tromboflebitis recurrente, embolia pulmonar y, además, infarto 

de miocardio en pacientes con déficit del factor V. No obstante, no se encuentra una 

correlación directa con esta enfermedad. Además, se hallaron procesos protrombóticos 

relacionados con otras coagulopatías, sin embargo, se han encontrado casos en que 

individuos con trombosis, padecían de déficit leve y grave del factor V (Goodnough et al., 

1983; Manotti et al., 1989). Se documentó un caso, en el que varios miembros de una familia 

con déficit del factor V, con algunos ya fallecidos, presentaron cuadros trombóticos y, parte 

de ellos, habían sufrido un infarto de miocardio (Manotti et al., 1989). 

 
2.3. Marcadores inmunohistoquímicos 
La desmina es un filamento intermedio que forma parte de la base estructural y mecánica 

del tejido muscular esquelético, cardíaco y liso. Mantiene la unión intercelular y ancla las 

organelas celulares. En el corazón, se encuentra en los discos intercalares, envolviendo las 

miofibrillas en la banda Z, que une entre cardiomiocitos. De esta forma, está relacionada con 

la contracción y relajación muscular cardíaca. La ausencia o mal plegamiento de esta 

proteína puede ocasionar cardiopatías y alteraciones en la actividad eléctrica del corazón, 

ya que esta proteína se expresa fuertemente en el citoplasma del tejido cardíaco (Agnetti et 

al., 2022). 

El factor inducible de hipoxia-1 alfa (HIF-1α; por sus siglas en inglés) es un factor de 

transcripción que se expresa en condiciones de hipoxia, adaptando los tejidos a los cambios 

metabólicos que podrían generarse en el microambiente celular. Entre las respuestas de 

HIF-1α en el proceso fisiológico se encuentran la formación de nuevos vasos sanguíneos, la 

supervivencia de células fibroblásticas y queratinocitos, la obtención de energía en procesos 

anaeróbicos y el incremento de la masa de los eritrocitos. Por un lado, en enfermedades 

cardíacas, una mayor expresión de HIF-1α podría compensar la irrigación sanguínea 

anómala del corazón gracias a la angiogénesis. No obstante, también describen que su 

expresión podría ser de utilidad como marcador bioquímico de hipoxia prolongada en las 

cardiopatías (Yang et al., 2021). 

La enzima óxido nítrico sintasa endotelial (e-NOS; por sus siglas en inglés) es una de las 

isoformas del óxido nítrico, una sustancia formada a partir de L-arginina, que se produce 

principalmente en el endotelio y los vasos sanguíneos, actuando como mediador de la 

inflamación y vasodilatación, para producir óxido nítrico (NO). Regula el tono vascular, 

presentando actividad antioxidante e inhibiendo la trombosis. Por ello, tiene gran importancia 

en la homeostasis de las células cardíacas, ya que una expresión aumentada ocasionaría 

una producción de NO desregulada (Oliveira-Paula et al., 2017). 
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La caspasa-3 se trata de una proteasa cisteína-aspártica proveniente del precursor 

enzimático proscapasa-3. Participa en el proceso de la apoptosis celular, activándose a 

través de la vía extrínseca o por ligandos de la apoptosis; y por vía intrínseca o mitocondrial, 

en la célula apoptótica. La sobreexpresión de esta proteína podría provocar una muerte 

celular exagerada, desencadenando patologías como la insuficiencia cardíaca. Por otra 

parte, se han observado funciones no apoptóticas, ya que participa en la diferenciación y 

reparación celular, como también en el desarrollo neural (plasticidad sináptica y guía 

axonal), puesto que, se ha visto, en ratones knockout, la inhibición de esta proteasa bloquea 

estos procesos (Asadi et al., 2022). 

 

3.- Hipótesis y Objetivos 
Tras esta revisión bibliográfica se pone en evidencia, al menos en el modelo en ratón, que 

esta enfermedad podría estar afectando al desarrollo embrionario, induciendo hemorragias 

en los sacos vitelinos tanto macro como microscópicamente, así como enfermedad 

trombótica, e incluso alteraciones tisulares, que podrían afectar al desarrollo cardíaco.  

No obstante, aún no hay una evidencia clara que determine la asociación del déficit del 

factor V con las posibles patologías cardíacas observadas en los individuos, puesto que se 

ha descrito que las funciones del FV en el sistema de coagulación son variables, debido a 

que manifiesta una actividad procoagulante y anticoagulante. La determinación del 

compromiso que podría generarse en el tejido cardíaco y en otros tejidos aún es compleja. 

Por ello, se plantea iniciar esta investigación en uno de los órganos principales de la especie 

humana, el corazón, ya que este órgano se encuentra relacionado de forma directa con la 

circulación sanguínea y necesariamente con los factores de coagulación. Además, los 

antecedentes histopatológicos descritos en modelos de ratón justifican la existencia de una 

asociación significativa entre la presencia de cardiopatías y los individuos con déficit del 

factor V.  

Por esta razón, el objetivo principal planteado es el estudio anatomopatológico, 

macroscópico e histológico, del corazón en ratones (Mus musculus) con déficit del factor V. 

Además, se establecen los siguientes objetivos específicos: 

1. Análisis macroscópico post mortem del corazón de ratones (Mus musculus) con 

déficit del factor V mediante el pesaje. 

2. Estudio histológico del miocardio en Mus musculus con déficit del factor V. 

3. Análisis morfométrico de los cardiomiocitos de ratones con déficit del factor V 

(cuantificación y tamaño celular). 

4. Caracterización inmunohistoquímica mediante el uso de marcadores específicos 

para determinar su expresión en el tejido cardíaco de ratones con déficit del factor V. 

Así, se usará desmina para determinar el citoesqueleto de los miocitos; HIF-1α, para 
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detectar células que sufren hipoxia; óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS) para 

determinar el estrés celular, y caspasa-3 para determinar procesos apoptóticos 

celulares o células que van a entrar en muerte celular programada. 

 

4.- Materiales y Métodos  
4.1. Obtención de un modelo de ratón con déficit del factor V 
En la investigación de De Pablo-Moreno et al. (2025), se desarrolló un modelo knock-in (KI) 

mediante una mutación seleccionada en Thr1898Met del FV en humanos, que genera un 

déficit leve de factor V, por lo cual fue identificada como Thr1857 en los ratones (Mus 

musculus). Se utilizaron la reparación dirigida por homología (HDR) y la tecnología 

CRISPRCas9 para inducir la mutación a través de microinyecciones en los embriones de 

ratones, con el fin de obtener crías con un alelo mutado. Luego, se realizaron cruces entre 

los heterocigotos adquiridos, para finalmente obtener modelos homocigotos con déficit en 

factor V. De acuerdo con la ley mendeliana, de los cruces se obtuvieron ratones wild type 

(WT), heterocigotos (Hz) y homocigotos (Hm). En cumplimiento con el Real decreto 

118/2021 por el que se modifica el Real Decreto 53/2013, correspondiente a la protección de 

los animales de experimentación y otros fines científicos, los animales se mantuvieron en un 

ciclo de luz y oscuridad (12/12) a una temperatura adecuada para su especie, 

proporcionándoles agua y alimento (ad libitum) y el control veterinario respectivo. Por lo 

tanto, las muestras WT y Hm empleadas para este estudio de la caracterización 

macroscópica, histológica e inmunohistoquímica del corazón en ratones (Mus musculus) con 

déficit de factor V son procedentes de estos modelos en ratones aprobados por la Comisión 

de ética de la Universidad Complutense de Madrid, Instituto Nacional de Investigación y 

Tecnología Agraria (INIA) y la Comunidad de Madrid (PROEX 040/17, PROEX 358.4/21) y 

con número patente española ES 2948817B2. 

 

4.2. Obtención de muestras: Necropsias y análisis post mortem 
Se seleccionaron 8 ratones (Mus musculus; híbridos CBAxC57BL6), comprendidos en 3 

machos y 5 hembras, con una edad mayor a 8 meses. De las cuales, 4 de ellos fueron de 

tipo salvaje o wild type (WT) y los otros 4 individuos fueron homocigotos (Hm) con déficit del 

factor V. Se realizó la necropsia y la valoración macroscópica de los corazones. 

Posteriormente se fijaron los órganos de los ratones en formaldehído tamponado con 

metanol al 10% durante al menos 48 horas (Panreac AppliChem ITW Reagents, Barcelona, 

España). 
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4.2.1. Análisis macroscópico: pesaje de corazones 
Los corazones fueron pesados en una balanza analítica (TB-215D, Denver Instruments, 

Alemania). Cada muestra obtenida se colocó en un microtubo para su almacenamiento. En 

primer lugar, se pesaron en la balanza los recipientes sin muestra para, después, tarar el 

equipo y pesar nuevamente los recipientes con los corazones. La diferencia entre ambas 

masas obtenidas correspondería al peso de cada corazón.  

 

4.3. Procesamiento de muestras 
Las muestras fijadas en formol por un período de 48 horas se incluyeron en un procesador 

automático (Citadel 2000 Tissue Processor, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachussets, EE. UU.) en concentraciones crecientes de etanol (Panreac AppliChem ITW 

Reagents, Barcelona, España) y con un agente sustituto de xileno (Casa Álvarez, Madrid, 

España). Tras la inclusión de las muestras, se formaron bloques de parafina sintética (Histo 

Star Embedding Workstation, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachussets, EE. UU.), 

procediendo después a realizar los cortes histológicos del corazón de unas 4 μm de grosor, 

utilizando un micrótomo de rotación (Finesse ME+ Microtome, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, Massachussets, EE.UU.). Las secciones obtenidas fueron colocadas en 

portaobjetos y teñidas con hematoxilina-eosina (H&E) en un equipo automático (Gemini AS 

Automated Slide Stainer, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachussets, EE.UU.). Tras 

su tinción se colocó un cubreobjeto mediante un montador automático CTM6 Coverslipper 

(Epredia, PHC Holdings, Chiyoda, Tokio, Japón) aplicando previamente el pegamento 

ClearVue a cada muestra. (TM Mountant XYL (Epredia, PHC Holdings, Chiyoda, Tokio, 

Japón).  

 

4.4. Estudio histopatológico  
En el análisis histológico, utilizando campos en 400x, se establecieron los criterios de 

Becker y Caruso (1982) en base a la orientación de las fibras musculares en el tejido 

cardíaco de los animales WT y Hm, siendo estos criterios: la desorganización paralela o 

normal de las fibras miocárdicas, la desorganización menor (“minor”, en inglés) de las fibras 

miocárdicas y la desorganización de las fibras miocárdicas (“myocardial disarray”, en inglés) 

(Becker & Caruso, 1982). 

 

4.5. Análisis Morfométrico 
4.5.1. Contaje celular  
Para la cuantificación de los cardiomiocitos se utilizaron 3 campos por muestra y se capturó 

la imagen a 400x mediante una cámara digital. Después, se dividió cada imagen obtenida en 

4 cuadrantes para aumentar la precisión del contaje de células y se contabilizó todos los 
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cardiomiocitos en corte transversal. Se incluyó todas las células observadas que mostraban 

una morfología más completa en los campos con distribución celular homogénea, sin 

superposición ni bordes difusos.  

 

4.5.2. Tamaño celular  
De las mismas imágenes obtenidas en el contaje celular, se seleccionó 5 cardiomiocitos en 

corte transversal para medir sus tamaños celulares. Se midió dos diámetros, por lo cual se 

utilizó como punto de referencia el núcleo, siendo predominantemente central. Se trazó una 

línea vertical y otra línea horizontal desde un punto en el contorno celular pasando por el 

centro del núcleo, hasta llegar al otro extremo de la membrana del cardiomiocito, formando 

entre las dos líneas trazadas un ángulo de 90º. Cada línea trazada correspondía a un 

diámetro. Por otra parte, se calibró manualmente las imágenes teniendo en cuenta la 

medida de un eritrocito de ratón a 5,8 μm (Namdee et al., 2015). 

 

4.6. Estudio inmunohistoquímico 
Las secciones obtenidas con micrótomo fueron colocadas en láminas ionizadas 

positivamente (Epredia, PHC Holdings, Chiyoda, Tokio, Japón), y posteriormente se 

procedió a la desparafinación en xileno y a la rehidratación del tejido. Luego, se procedió a 

la primera etapa de desenmascaramiento antigénico, inducida por calor en el módulo PT 

(Epredia, PHC Holdings, Chiyoda, Tokio, Japón), que contiene un buffer Citrato a pH de 6. 

Seguidamente, mediante una olla a presión, se realizó un segundo desenmascaramiento 

con buffer citrato a pH 6 durante 3 minutos a máxima ebullición, para incrementar la 

recuperación de epítopos que no terminaron de exponerse. Se procedió con el lavado de 

muestras en agua destilada, asegurando que la temperatura de esta fuera similar a la de las 

muestras, con el fin de preservar la integridad del tejido. Luego, sumergimos las muestras 

utilizando TBS (tris-buffered-saline; pH=7,4) y TBT (Tris-NaCl-Tween buffer) durante 5 

minutos por cada tampón de lavado. Las muestras se introducen en una solución de 

peróxido de hidrógeno con metanol al 3% (Panreac AppliChem ITW Reagents, Barcelona, 

España) durante 30 minutos para inactivar la peroxidasa endógena del tejido. Se realiza un 

lavado con agua destilada y TBS durante 5 minutos cada uno.  

Posteriormente, se continúa con el bloqueo, utilizando suero de caballo al 2.5% (Vector 

Laboratories, Newark, California, EE. UU.) durante 1 hora, a fin de disminuir las uniones 

inespecíficas e incrementar la expresión antigénica. Pasado ese tiempo, se añadió el 

anticuerpo primario, en nuestro caso, eNOS, HIF1, desmina y caspasa-3 (Tabla 1) dejando 

en incubación a 4ºC durante toda la noche. Al día siguiente, se realizaron lavados con TBS y 

TBT durante 5 minutos en cada uno. Se añadió el anticuerpo secundario y se incubó durante 

1 hora a temperatura ambiente. Se realizaron lavados con TBS y TBT durante 5 minutos, 
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para luego proceder al revelado utilizando la peroxidasa (ImmPACT® NovaRED® Substrate 

Kit, Peroxidase; Vector Laboratories, Newark, California, EE.UU.), que producirá un color 

marrón en las células marcadas con anticuerpo. Mediante el uso del teñidor automático 

(Gemini AS Automated Slide Stainer, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachussets, 

EE. UU.) se empleó la tinción de hematoxilina para contrateñir las muestras. Por último, se 

colocó un cubreobjeto CTM6 Coverslipper (Epredia, PHC Holdings, Chiyoda, Tokio, Japón) 

aplicando previamente el pegamento ClearVue a cada muestra (TM Mountant XYL, Epredia, 

PHC Holdings, Chiyoda, Tokio, Japón).  

Se incluyeron los controles positivos y negativos en el proceso. En los controles negativos, 

se añadió TBS en lugar del anticuerpo primario. En cuanto los controles positivos, se 

incluyen: como control interno la misma muestra en la desmina y eNOS, una muestra de un 

riñón, marcándose en el citoplasma las células epiteliales tubulares renales, para el HIF-1α y 

muestra de un linfonodo con linfocitolisis en la caspasa-3. 

 
Tabla 1. Lista de anticuerpos primarios utilizados en el estudio inmunohistoquímico 

Anticuerpo 
primario Tipo Origen Dilución Casa comercial 

Desmina Monoclonal Mouse 1:100 Thermo fisher 

HIF-1α Monoclonal Mouse 1:50 Thermo fisher 

e-NOS Policlonal Rabbit 1:100 Sigma-Aldrich 

Caspasa-3 Monoclonal Rabbit 1:100 Sigma-Aldrich 

 
 

4.7. Iconografía 
Para el análisis morfométrico, histopatológico e inmunohistoquímico, se empleó el 

microscopio óptico de la marca Leica DM2000 (Leica, Microsystems, Wetzlar, Alemania), 

adjunto a una cámara digital MC170 HD (Leica, Wetzlar, Alemania) para la obtención de 

imágenes representativas en este estudio, utilizando un software comercial (Leica 

Application Suite, versión 4.6.0, Leica, Wetzlar, Alemania). 

 

4.8. Análisis Estadístico 
Los resultados registrados se analizaron empleando el software estadístico GraphPad Prism 

8.1 (La Jolla, San Diego, CA, EE. UU.). Se realiza una comparación entre grupos WT y Hm, 

utilizando las variables: pesos de corazón, contaje de cardiomiocitos y morfometría de los 

mismos, obtenidos en el estudio histopatológico. Se utilizó el test estadístico Shapiro-Wilk 

(n<50) para evaluar si los datos siguen una distribución normal, con una significación de 

p<0,05, y se aplicó pruebas paramétricas o no paramétricas en consonancia (T de student o 
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U de Mann-Whitney, respectivamente). Todos los datos cuantitativos descriptivos se 

expresaron como media y desviación estándar.  

 
5.- Resultados  
5.1. Análisis macroscópico: Peso de corazones 
Macroscópicamente no se observó ninguna alteración. No obstante, se pesó los corazones 

de los animales acorde con los grupos establecidos, WT y Hm, obteniendo unos valores 

medios que se reportan por cada grupo incluyendo la desviación estándar. En el grupo WT 

se obtuvo un valor de 0,20 ± 0,03 (IC 95%, 0,16-0,24) y en el grupo Hm, un valor de 0,21 ± 

0,01 (IC 95%, 0,19-0.22). Se observó que los datos presentaron una distribución normal. Los 

pesos de los corazones de los grupos WT y Hm no presentan diferencias estadísticamente 

significativas en la prueba de T student (p >0,05) (Figura 1). Sin embargo, en la muestra 

WT1, se detecta un peso disminuido en contraste con las otras muestras WT e incluso con 

los animales Hm, por el cual, es posible que se encuentre asociado con el peso corporal del 

animal, ya que el corazón supone un porcentaje proporcional al peso total del individuo. No 

se evidenciaron otros hallazgos relevantes (Tabla 2). 
 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 Figura 1. Comparación entre los pesos de los corazones del grupo WT y grupo Hm. El eje X 

representa a los grupos experimentales (WT y Hm) y el eje Y representa los pesos expresados en gramos 

(g). Los datos se expresan en media ± desviación estándar con un, según la prueba t de student (p>0,05). 

WT, wild type; Hm, homocigoto. 

 

Pe
so

 (g
) 

WT Hm
0.14

0.16

0.18

0.20

0.22

0.24



14 
 

Tabla 2. Valores de los pesos de corazones expresado en gramos. 

Grupo Muestra  Peso Corazón (g) 

WT 

WT1 0.16283 

WT2 0.22268 

WT3 0.20964 

WT4 0.20363 

Hm 

Hm1 0.21939 

Hm2 0.19663 

Hm3 0.20664 

Hm4 0.19703 
Donde g representa a los gramos 

 

5.2. Análisis histopatológico  
Para realizar este estudio, hemos considerado tres zonas principales que se pueden 

observar en la Figura 2, pared libre del ventrículo derecho, septo interventricular y pared 

libre del ventrículo izquierdo. Histológicamente se aprecian pequeños cambios asociados a 

la distribución y orientación de las fibras musculares cardíacas tanto en el grupo WT como 

en el Hm. Además, hemos adoptado los criterios establecidos por Becker y Caruso (1982) 

para determinar el grado de desorganización arquitectural del corazón en base a la 

orientación de las fibras cardíacas. Así podemos apreciar “menor” desviación arquitectural 

en la región septal subaórtica, en la zona anterior y posterior de la unión entre el septo y la 

pared parietal de los ventrículos, en zonas subendocárdicas, en la pared libre del ventrículo 

derecho y en el ápice ventricular del grupo Hm con respecto al control (WT). En los animales 

Hm, se puede apreciar de forma más evidente que en el grupo WT cómo los miocitos se 

agrupan en la zona subepicárdica de la pared libre tanto del ventrículo derecho como del 

izquierdo. Además, el entrecruzamiento de las fibras musculares cardíacas del septo con la 

pared parietal de los ventrículos se observa ligeramente más prominente en los ratones del 

grupo Hm (Figura 2). Existe la presencia de una sustancia eosinófila interfibrilar (edema), 

pero es apreciada en ambos grupos. Asimismo, se observa un ligero engrosamiento de los 

vasos de mediano calibre, principalmente arteriolas en el grupo homocigoto.  
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Figura 2. Estudio histológico del corazón de ratones con déficit del factor V. (A) Animal WT: áreas de 

observación de la disposición estructural de las fibras cardíacas (1.- pared libre ventrículo derecho; 2.- septo 

interventricular; 3.- pared libre del ventrículo izquierdo); (B-D) Animal WT, donde se observa la disposición 

paralela de los miocitos. 100x y 200x. H&E; (C-E) Animal Hm se puede apreciar cómo las fibras presentan 

una orientación diferente con ligera desviación con respecto a la distribución normal de los cardiomiocitos 

considerándose dentro del término de “menor” desorganización arquitectural. 100x y 200x. H&E. WT, wild 

type; Hm, homocigotos; H&E, Hematoxilina y Eosina. 
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5.3. Estudio morfométrico 
En el estudio morfométrico se realizan dos tipos de análisis: contaje celular (número de 

miocitos por campo) y diámetro de los miocitos. De acuerdo con el análisis, se obtienen 

valores medios para cada grupo WT y Hm ± desviación estándar. En el contaje celular, el 

grupo WT registra un valor de 139,90 ± 22,46 (IC 95%, 123,3-172,7) y en el grupo Hm, un 

valor de 135,80 ± 5,41 (IC 95%, 128,7-141,7). Se puede determinar que los datos tienen una 

distribución normal y, según la prueba de T student, no se observan diferencias 

estadísticamente significativas entre el número de cardiomiocitos contados de los grupos 

WT y Hm (p >0,05) (Figura 3).  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La diferencia en el promedio total celular entre ambos grupos es mínima (Tabla 3). Sin 

embargo, en el análisis morfométrico se observan diferencias en la morfología celular. Los 

valores medios de los diámetros (D1 y D2) en el grupo WT fueron 21,06 ± 0,98 (IC 95%, 

20,01-22,37) (Tabla 4 y 5) y, el grupo Hm, de 15,87 ± 1,38 (IC 95%, 14,01-17,20). Los datos 

de los ratones Hm presentan una distribución normal y se expresan en micras (μm) (Tabla 6 
y 7). Los valores obtenidos mostraron según la prueba de T student una diferencia 

significativa entre ambos grupos (p=0,0009) (Figura 4). 

 

 

 

 

Figura 3.  Comparación del número de miocitos contabilizados en cada muestra entre el grupo WT y 
grupo Hm.  El eje X representa a los grupos experimentales y el eje Y representa el número de 

cardiomiocitos. Los datos se expresan en media ± desviación estándar; p >0,05. WT, wild type; Hm, 

homocigotos. 
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Figura 5. Estudio morfométrico de los cardiomiocitos. (A-C) Animal WT y (B-D) Animal Hm. En los 

ratones WT (A) y Hm (B), se contabilizan los cardiomiocitos dividiendo cada imagen en cuatro cuadrantes 

(líneas rojas). Además, en los individuos WT (C) y Hm (D), se muestran las células miocárdicas 

seleccionadas con sus diámetros correspondientes expresados en micrómetros (flechas) (H&E, 400x). 

Figura 4. Análisis comparativo entre los tamaños de los cardiomiocitos en el grupo WT y grupo Hm. El 

eje X representa a los grupos experimentales y el eje Y representa los diámetros de los miocitos expresados 

en micras f(μm). Los datos se expresan como media ± desviación estándar (***p=0,0009). WT, wild type; Hm, 

homocigotos. 
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Tabla 3. Valores del contaje de los cardiomiocitos 

Grupo Muestra Campo *Q1 Q2 Q3 Q4 Total 

WT 

WT1 
A1 49 43 45 41 178 

A2 44 40 35 42 161 

A3 37 44 46 52 179 

WT2 

B1 38 35 32 32 137 
B2 31 30 32 28 121 
B3 26 33 36 30 125 

WT3 
C1 42 34 35 33 144 

C2 37 34 31 29 131 

C3 37 29 35 32 133 

WT4 
D1 38 31 30 30 129 

D2 33 35 29 22 119 

D3 30 28 33 31 122 

Hm 

Hm1 
E1 49 41 37 39 166 

E2 37 30 31 31 129 

E3 31 32 28 26 117 

Hm2 
F1 30 35 28 28 121 

F2 32 35 37 41 145 

F3 34 34 35 38 141 

Hm3 
G1 32 37 33 32 134 

G2 38 33 36 30 137 

G3 28 30 27 30 115 

Hm4 
H1 34 30 36 32 132 

H2 39 28 36 35 138 

H3 30 40 44 41 155 
*Donde Q representa un cuadrante dentro del campo histológico. 
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Tabla 4. Valores de los tamaños de los miocitos por campo en el grupo WT. 

Muestra Campo Cardiomiocitos D1 (μm) D2 (μm) Media (μm) Mediana (μm) 

WT 1 

A1 

A1.1 10.646 24.376 17.511 

20.005 

A1.2 15.674 21.901 18.788 
A1.3 13.139 18.095 15.617 
A1.4 15.784 24.225 20.005 
A1.5 13.792 25.919 19.856 

A2 

A2.1 14.800 21.022 17.911 
A2.2 17.863 26.898 22.381 
A2.3 18.078 28.205 23.142 
A2.4 12.681 20.506 16.594 
A2.5 21.227 24.203 22.715 

A3 

A3.1 15.881 22.430 19.156 
A3.2 20.861 27.496 24.179 
A3.3 17.476 24.423 20.950 
A3.4 14.105 27.211 20.658 
A3.5 16.758 25.597 21.178 

WT 2 

B1 

B1.1 15.708 27.250 21.479 

20.839 

B1.2 19.051 23.783 21.417 
B1.3 21.435 24.758 23.097 
B1.4 12.705 27.167 19.936 
B1.5 20.227 20.274 20.251 

B2 

B2.1 16.274 25.354 20.814 
B2.2 14.357 21.043 17.700 
B2.3 19.397 32.123 25.760 
B2.4 17.617 23.266 20.442 
B2.5 18.950 26.382 22.666 

B3 

B3.1 15.793 23.733 19.763 
B3.2 15.823 23.955 19.889 
B3.3 17.376 25.004 21.190 
B3.4 15.971 25.706 20.839 
B3.5 24.118 24.256 24.187 

La media de cada cardiomiocito es calculada con D1 y D2 expresada en micras. Donde, D1 es el primer diámetro 

y D2 es el segundo diámetro. A partir de estos resultados, se obtiene la mediana. WT, wild type. 
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Tabla 5. Valores del tamaño celular de los miocitos por campo en el grupo WT 

Muestra Campo Cardiomiocitos D1 (μm) D2 (μm) Media (μm) Mediana (μm) 

WT 3 

C1 

C1.1 16.557 23.847 20.202 

21.017 

C1.2 18.406 21.241 19.824 
C1.3 14.309 29.654 21.982 
C1.4 18.657 22.377 20.517 
C1.5 19.657 22.377 21.017 

C2 

C2.1 16.174 26.084 21.129 
C2.2 20.351 27.986 24.169 
C2.3 17.901 22.070 19.986 
C2.4 23.774 25.435 24.605 
C2.5 16.883 22.967 19.925 

C3 

C3.1 15.791 22.379 19.085 
C3.2 16.157 25.929 21.043 
C3.3 20.824 26.712 23.768 
C3.4 24.709 24.760 24.735 
C3.5 17.928 21.728 19.828 

WT 4 

D1 

D1.1 18.530 22.581 20.556 

22.368 

D1.2 19.758 22.326 21.042 
D1.3 20.148 30.426 25.287 
D1.4 16.531 23.765 20.148 
D1.5 14.418 28.853 21.636 

D2 

D2.1 24.784 29.448 27.116 
D2.2 20.780 29.955 25.368 
D2.3 25.542 26.825 26.184 
D2.4 22.705 29.150 25.928 
D2.5 19.584 24.197 21.891 

D3 

D3.1 19.178 25.216 22.197 
D3.2 22.998 25.821 24.410 
D3.3 15.357 23.910 19.634 
D3.4 23.538 25.306 24.422 
D3.5 16.523 28.212 22.368 

La media de cada cardiomiocito es calculada con D1 y D2 expresada en micras. Donde, D1 es el primer diámetro 

y D2 es el segundo diámetro. A partir de estos resultados, se obtiene la mediana. WT, wild type.. 
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Tabla 6. Valores del tamaño celular de los miocitos por campo en el grupo Hm 

Muestra Campo Cardiomiocitos D1 (μm) D2 (μm) Media (μm) Mediana (μm) 

Hm 1 

E1 

E1.1 9.321 15.058 12.190 

14.014 

E1.2 7.650 18.077 12.864 
E1.3 9.280 14.437 11.859 
E1.4 12.588 13.452 13.020 
E1.5 11.761 15.175 13.468 

E2 

E2.1 11.961 16.090 14.026 
E2.2 11.937 16.091 14.014 
E2.3 14.179 20.221 17.200 
E2.4 9.176 18.560 13.868 
E2.5 8.691 21.038 14.865 

E3 

E3.1 9.921 14.971 12.446 
E3.2 17.057 17.971 17.514 
E3.3 17.998 24.450 21.224 
E3.4 17.725 19.218 18.472 
E3.5 12.474 23.981 18.228 

Hm 2 

F1 

F1.1 13.464 17.957 15.711 

15.711 

F1.2 9.994 24.056 17.025 
F1.3 14.770 20.348 17.559 
F1.4 14.922 22.506 18.714 
F1.5 17.545 18.238 17.892 

F2 

F2.1 12.910 17.207 15.059 
F2.2 11.876 18.041 14.959 
F2.3 12.817 17.882 15.350 
F2.4 11.986 14.748 13.367 
F2.5 14.511 16.878 15.695 

F3 

F3.1 10.322 23.752 17.037 
F3.2 16.540 15.678 16.109 
F3.3 10.064 18.638 14.351 
F3.4 10.939 17.730 14.335 
F3.5 15.884 18.178 17.031 

La media de cada cardiomiocito es calculada con D1 y D2 expresada en micras. Donde, D1 es el primer diámetro 

y D2 es el segundo diámetro. A partir de estos resultados, se obtiene la mediana. Hm, homocigoto. 
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Tabla 7. Valores del tamaño celular de los miocitos por campo en el grupo Hm 

Muestra Campo Cardiomiocitos D1 (μm) D2 (μm) Media (μm) Mediana (μm) 

Hm 3 

G1 

G1.1 14.415 17.632 16.024 

17.201 

G1.2 16.524 17.878 17.201 
G1.3 20.381 21.147 20.764 
G1.4 9.813 11.745 10.779 
G1.5 12.227 16.326 14.277 

G2 

G2.1 13.560 15.632 14.596 
G2.2 11.543 14.787 13.165 
G2.3 17.113 21.318 19.216 
G2.4 22.596 30.220 26.408 
G2.5 22.829 21.523 22.176 

G3 

G3.1 13.611 15.069 14.340 
G3.2 13.662 17.267 15.465 
G3.3 14.392 22.416 18.404 
G3.4 25.324 30.313 27.819 
G3.5 20.877 24.660 22.769 

Hm 4 

H1 

H1.1 9.901 14.177 12.039 

16.569 

H1.2 10.749 17.912 14.331 
H1.3 13.945 21.466 17.706 
H1.4 17.244 18.796 18.020 
H1.5 15.129 25.711 20.420 

H2 

H2.1 12.809 14.572 13.691 
H2.2 10.819 13.232 12.026 
H2.3 13.550 22.968 18.259 
H2.4 15.320 20.590 17.955 
H2.5 17.433 23.588 20.511 

H3 

H3.1 11.853 16.353 14.103 
H3.2 15.726 17.779 16.753 
H3.3 14.515 16.987 15.751 
H3.4 16.606 16.531 16.569 
H3.5 12.768 18.737 15.753 

La media de cada cardiomiocito es calculada con D1 y D2 expresada en micras. Donde, D1 es el primer diámetro 

y D2 es el segundo diámetro. A partir de estos resultados, se obtiene la mediana. Hm: homocigoto. 
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5.4. Estudio Inmunohistoquímico  
5.4.1 Detección de desmina 
La expresión de la desmina en ambos grupos de estudio reveló una correcta 

inmunorreacción en las células miocárdicas del corazón de los ratones. En los animales WT 

se observa una ligera inmunotinción, principalmente delimitada a la pared periférica del 

ventrículo izquierdo y acentuándose en la región interventricular. Por el contrario, en los 

animales Hm se evidencia una inmunoexpresión moderada en la periferia y en la región 

interventricular, extendiéndose hacia los músculos papilares. Así, a mayores aumentos, se 

detectó inmunorreactividad de las estrías transversales, citoplasma y en los discos 

intercalares en los cardiomiocitos, por lo cual es focal en el grupo WT y difusa en el grupo 

Hm (Figura 6). 
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5.4.2. Detección de HIF-1α  
El biomarcador HIF-1α se presenta con una evidente inmunorreacción en el músculo 

cardíaco de los ratones del estudio. Se distingue una inmunotinción marcada de aspecto 

granular en el citoplasma de los miocitos de la pared ventricular izquierda, en comparación 

con el ventrículo derecho que expresa una leve intensidad. Los animales WT presentan una 

inmunotinción más ligera y granular a nivel del ventrículo izquierdo, mientras que en los 

ratones Hm se observa una inmunoexpresión más difusa y de intensidad moderada, en 

forma de banda en la capa intermedia (doble fecha) (Figura 7) que se extiende hacia la 

cresta de los músculos papilares. A mayores aumentos, los ratones WT muestran 

inmunorreactividad a nivel de la membrana celular y de la estriación transversal, 

apreciándose con baja intensidad dentro de las fibras longitudinales miocárdicas, en 

comparación con las fibras musculares internas del corazón, donde no presentan 

inmunoexpresión. Sin embargo, en los ratones Hm se visualizan las estriaciones 

transversales afectadas, con inmunoexpresión moderada y citoplasmática de distribución 

difusa y aspecto granular, mientras que con patrón multifocal en la zona papilar (Figura 7). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 6. Estudio inmunohistoquímico de la desmina en el corazón de ratones con déficit del factor V. 

(A-C-E) Animal WT y (B-D-F) Animal Hm. En el ventrículo izquierdo de los ratones WT (A), se muestra una 

ligera inmunorreacción en la región periférica con aumento de la intensidad en el septo interventricular, en 

cambio en los ratones Hm (B), se observa una inmunoexpresión moderada en la región periférica e 

interventricular (IHQ, 40x). La inmunotinción en los individuos Hm (D), se extiende desde la periferia del 

tejido hacia los músculos papilares, a diferencia de los animales WT (C), se limita en el miocardio periférico 

(doble flecha) (IHQ, 40x). A mayores aumentos, obsérvese en la pared ventricular, la inmunorreacción en las 

estrías transversales y en el citoplasma de los cardiomiocitos en los ratones WT (E) y Hm (F), en el cual, es 

moderada y focal en los ratones WT (E), pero, intensa y difusa en los Hm (F). (cabeza de flecha) (IHQ, 

200x). WT, wild type; Hm, Homocigoto; IHQ, Inmunohistoquímica. 
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Figura 7. Estudio inmunohistoquímico de HIF-1α en el corazón de ratones con déficit de factor V. (A-

C-E) Animal WT y (B-D-F) Animal Hm. En el miocardio de la pared ventricular se observa una 

inmunoexpresión de forma ligera y multifocal en los ratones WT (A), en contraste con los ratones Hm (B), que 

se presenta con intensidad moderada y se extiende hacia los músculos papilares (IHQ, 40x) (doble flecha). A 

mayores aumentos, se identifica una inmunorreactividad ligera y ocasionalmente granular en los 

cardiomiocitos de los modelos WT (C), mientras que en los modelos Hm (D), muestran una expresión 

moderada y citoplasmática con distribución difusa y de aspecto granular. Sin embargo, en los músculos 

papilares, se observa ausencia de la inmunorreacción en los animales WT (E), pero presencia en zonas 

multifocales de gran intensidad en los individuos Hm (F) (flechas) (IHQ, 400x). WT, wild type; Hm, 

Homocigoto; IHQ, Inmunohistoquímica. 
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5.4.3. Detección de eNOS  
En cuanto al marcador eNOS, presenta una inmunotinción marcada en las estrías 

transversales y en los discos intercalares de las células miocárdicas del grupo WT, siendo 

más evidente la inmunorreación en la región periférica y central del miocardio. A diferencia 

del grupo Hm, la inmunorreactividad se manifiesta con menor intensidad, expresándose 

principalmente en la región central e interna del corazón hasta la cresta de los músculos 

papilares (Figura 8). 
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Figura 8. Estudio inmunohistoquímico del eNOS en el corazón con déficit de factor V. (A-C) Animal WT 

y (B-D) Animal Hm. Se identifica inmunorreactividad positiva de aspecto granular en la pared ventricular, 

principalmente, en el miocardio periférico en los animales WT (A), a diferencia de los animales Hm (B) que 

se presenta a partir del miocardio central extendiéndose hacia los músculos papilares (doble flecha) (IHQ, 

40X). Obsérvese la inmunorreacción con un patrón citoplasmático y granular de gran intensidad en las 

estriaciones transversales y los discos intercalares en los ratones WT (C), en comparación con los ratones 

Hm (D), en donde la inmunoexpresión en los cardiomiocitos se encuentra disminuida (cabezas de flecha) 

(IHQ, 400X). WT, wild type; Hm, Homocigoto; IHQ, Inmunohistoquímica. 
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5.4.4. Detección de caspasa-3 
 La caspasa-3, ha mostrado una reacción granular multifocal de color marrón en los 

cardiomiocitos del corazón de los ratones de estudio. Existe prácticamente una ausencia de 

expresión de esta enzima en el corazón de los animales WT, de forma puntual se puede 

apreciar alguna fibra que presenta una discreta inmunotinción citoplásmica granular de color 

marrón (Figura 9). En los animales Hm existe un aumento en el número de cardiomiocitos 

que muestran tinción granular marrón multifocal en el citoplasma frente a esta enzima a nivel 

de la capa intermedia del ventrículo izquierdo, lo cual no se aprecia en los músculos 

papilares, en los cardiomiocitos periféricos subepicárdicos del ventrículo izquierdo y en la 

pared libre del ventrículo derecho. Ocasionalmente se aprecia alguna fibra cardíaca con 

tinción en la zona de unión interventricular y del septo. 
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Figura 9. Estudio inmunohistoquímico de caspasa-3 en el corazón de animales con déficit de factor V. 
(A-C) Corresponde con tejido cardíaco de animales controles que muestran tanto a pequeños (200X) como a 

grandes aumentos (400X) un pequeño número de células cardíacas con inmunorreacción frente a caspasa-3 

de forma granular; (B-D) Animales Hm existe un aumento en el número de miocitos, de distribución 

multifocal, que muestran tinción frente a esta enzima a nivel de la capa intermedia del ventrículo izquierdo 

(flechas). 100X y 400X. IHQ frente a caspasa-3. WT, wild type; Hm, Homocigoto; IHQ, Inmunohistoquímica. 
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6.- Discusión 
El FV es una proteína con actividad procoagulante y anticoagulante en la especie humana 

cuyo déficit induce hemorragias profusas y favorece un estado permanente de 

tromboembolismo. En las últimas décadas, las investigaciones en modelos experimentales 

han permitido determinar algunos mecanismos patológicos que desencadenan esta 

coagulopatía, sin embargo, existen pocos artículos que evalúen las posibles alteraciones 

cardíacas inducidas por el déficit del factor V.  

Se han reportado alteraciones en los vasos sanguíneos de los sacos vitelinos en embriones 

de ratones fenotípicamente con factor V nulo (FV-/-), y las trabéculas miocárdicas poco 

desarrolladas (Cui et al., 1996). Recientemente, el desarrollo de un modelo en ratón con 

déficit del factor V diseñado por De Pablo-Moreno et al (2025), ha revelado la presencia de 

hemorragias en diversos tejidos en los ratones homocigotos fallecidos en el nacimiento (De 

Pablo-Moreno et al., 2025). Así, a partir de estos últimos modelos, se ha podido evaluar los 

potenciales cambios macroscópicos e histopatológicos en corazones procedentes de un 

modelo en ratón experimental y representativo con déficit del factor V de la coagulación. 

Asimismo, se establece un estudio de la expresión de diferentes proteínas estructurales de 

los miocitos que indican un estado de hipoxia, que potencialmente desencadenarán cambios 

estructurales o apoptosis. 

 

Macroscópicamente, a pesar de no haber encontrado lesiones evidentes y diferencias en el 

peso de los corazones entre los animales WT y Hm, algunos de ellos mostraron un peso 

menor al resto. No obstante, aunque de forma prematura, no se puede descartar que los 

ratones del grupo Hm pudieran estar empezando a desarrollar una hipertrofia cardíaca. Así, 

en el contaje celular se identifica un ligero incremento y de menor tamaño (diámetro) en la 

muestra Hm en comparación con el grupo WT; sugiriendo que esta diferencia podría 

deberse a la presencia de ciertos cardiomiocitos más pequeños. En cuanto a los tamaños 

celulares la diferencia entre las medidas de los cardiomiocitos en ambos grupos de estudio 

se evidencia en la reducción significativa en los diámetros del grupo Hm frente al grupo WT. 

Esto puede estar asociado a un cambio estructural observado histológicamente como 

respuesta adaptativa a un ambiente patológico cardíaco (Zachary & McGavin, 2022). 

 

El estudio histológico evidencia una alteración en la organización fibrilar de los ratones Hm 

con respecto a los animales WT consistente con un grado “menor” de desorganización 

estructural en función de los criterios establecidos por Becker y Caruso (1982). Sin embargo, 

aunque hay modelos en ratón con déficit del factor V, no se ha encontrado evidencia directa 

de que el déficit de factor V produzca desorganización miocárdica (más conocido por el 
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término de “myocardial disarray”) ni en humanos ni en ratones. La desorganización 

miocárdica se asocia sobre todo a miocardiopatía hipertrófica, especialmente por 

mutaciones en genes sarcoméricos sin estar relacionado con mutaciones asociadas al factor 

V de la coagulación (Cirino et al., 2025). 

En modelos en ratón más recientes con déficit parcial o mutaciones en el factor V, se 

describen fenotipos relacionados con la coagulación, viabilidad reducida o sangrado, pero 

igualmente no aparece como hallazgo principal la desorganización del miocardio. En 

humanos, existen casos aislados de déficit congénito de factor V asociado a cardiopatías 

congénitas o problemas cardíacos, sin embargo, los propios autores lo plantean como 

asociación rara o probablemente coincidente (Özkaya et al., 2013). Por tanto, hasta ahora 

no hay una evidencia sólida de que el déficit de factor V, en humanos o en modelos en 

ratón, se asocie directamente con una desorganización miocárdica. Sin embargo, si se ha 

asociado esta lesión histopatológica con una miocardiopatía hipertrófica, que podría estar 

iniciándose en los animales del grupo Hm, que requieren estudios posteriores para 

evidenciar alteraciones sarcoméricas. Actualmente, los criterios clásicos de Becker y Caruso 

siguen siendo una referencia histórica para definir la desorganización miocárdica, pero han 

sido complementados por aproximaciones más cuantitativas. Así, el umbral de 

desorganización superior al 10% continúa siendo ampliamente aceptado como criterio 

histopatológico relevante para miocardiopatía hipertrófica dato que no alcanzan los animales 

de nuestro estudio Hm, que podría estar en relación con su edad de sacrificio (Becker & 

Caruso, 1982). 

La desmina es una proteína esencial en la estructura y en el sistema de conducción 

cardíaca, que, además, se encuentra interconectada con otras moléculas proteicas en los 

cardiomiocitos para la contractibilidad del corazón, por lo cual, su alteración, produciría 

cardiomiopatías. En modelos animales, se ha observado que la sobreexpresión de la 

desmina es debido a una variación en su estructura molecular, por lo cual, genera una 

proteína tóxica no funcional e insoluble, perdiendo así, la comunicación con otras 

estructuras que participan en la homeostasis cardíaca y, por lo tanto, como consecuencia, la 

disfunción del corazón (Su et al., 2022) . En este contexto, la expresión elevada de la 

desmina en el miocardio en el grupo Hm frente a los modelos WT podría asociarse a la 

acumulación patológica de la proteína en la zona periférica (Agnetti et al., 2022).La 

inmunoreacción de HIF-1α en la zona periférica del corazón suele estar supeditada a la 

presencia de los vasos sanguíneos en ambos modelos experimentales. No obstante, al 

comparar otras regiones, se observa que en los ratones Hm, la inmunoexpresión se 

extiende hasta los músculos papilares, posiblemente porque los cardiomiocitos se 

encuentran más sometidos a hipoxia cardíaca, intensificando la expresión de HIF-1α, con el 
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fin de conservar la homeostasis de los tejidos (Yang et al., 2021). La sobreexpresión 

patológica de este biomarcador se encuentra asociada a hipertrofia cardíaca, sin embargo, 

en nuestro estudio, se ha observado en cardiomiocitos de tamaño reducido, aunque en 

mayor número lo que apoya la hipótesis de que pudiera estar iniciando este tipo de 

patología cardíaca en los animales Hm. Esto sugiere que se está presentando como fase 

inicial como adaptación celular, conllevando posteriormente una transición a cardiomiocitos 

de mayor tamaño (Zachary & McGavin, 2022). También, se ha podido observar que la 

reactividad a HIF-1α es mayor en el ventrículo izquierdo, debido a que esta región del 

corazón es la que más demanda de oxígeno presenta, pues requiere de mayor presión para 

la irrigación sanguínea de los otros tejidos corporales (Semenza, 2014).   

Respecto al eNOS, la inmunotinción ligera en los músculos papilares en ambos modelos 

animales probablemente sea referente a la misma zona de inmunorreacción en donde se 

expresa el eNOS. Corresponde a los discos intercalares observados entre las fibras 

musculares en corte longitudinal, distinguiendo mejor la inmunorreacción debido a la 

organización de las fibras musculares, en comparación del corte transversal que se muestra 

más compacta. No obstante, en los ratones Hm, las células podrían estar modificando su 

organización en el músculo cardíaco, lo que explicaría su baja o nula expresión en la zona 

papilar. Existen diferentes factores que pueden afectar a la pérdida de expresión de eNOS 

en las fibras cardíacas como pueden ser el estrés oxidativo, inflamación crónica, isquemia 

miocárdica, trastornos metabólicos, diabetes o remodelación por hipertrofia cardíaca (Bu et 

al., 2022). Este último factor, justificaría que la ligera expresión de eNOS podría ser debida a 

pequeñas alteraciones en la organización arquitectural de los cardiomiocitos en los animales 

Hm (Brede et al., 2003) La expresión del biomarcador se dirige preferentemente al endotelio 

vascular, el cual produce óxido nítrico (NO) en respuesta a la circulación sanguínea, con un 

efecto cardioprotector, favoreciendo la vasodilatación y modulando la inflamación (Bu et al., 

2022). Sin embargo, en el grupo Hm, la inmunorreactividad está reducida, lo que sugiere 

una posible hipoperfusión del tejido cardíaco debido a un mecanismo de adaptación a un 

entorno patológico crónico originado durante la embriogénesis, debido a una irregularidad en 

el flujo sanguíneo que desestabiliza la expresión de la enzima, ocasionando el aumento de 

los niveles del HIF-1α descritos anteriormente, ya que la presencia del estrés oxidativo en un 

tejido provoca la pérdida de la función endotelial, y por lo tanto la producción de NO se 

vuelve inestable (Bu et al., 2022). 

En cuanto a la inmunoexpresión de la caspasa-3 en las fibras miocárdicas de los ratones 

Hm, podría indicar un inicio de daño celular en el miocardio, sugiriendo que los 

cardiomiocitos están sometidos a un estrés extremo como podría ser la falta de oxígeno, ya 

indicada en la expresión del anticuerpo HIF-1α. Además, se ha asociado su activación 
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prolongada con la disfunción cardíaca, la pérdida de la contractibilidad de los cardiomiocitos 

con un posterior desarrollo a insuficiencia cardíaca, siendo relevante este biomarcador en 

procesos de patologías cardiovasculares (Asadi et al., 2022). 

Por otro lado, se debe tener en cuenta que, en ratones jóvenes, las alteraciones celulares 

podrían encontrarse en una fase inicial de las patologías. Por esto mismo, se sugiere 

realizar un estudio miocárdico en diferentes edades del individuo, y aumentar el número de 

ratones evaluados para incrementar la robustez de los datos estadísticos, fortaleciendo así 

la validez de los resultados. Por otro lado, sería interesante el uso de un mayor número de 

anticuerpos específicos que evalúen el daño cardíaco, a fin de encontrar biomarcadores de 

pronóstico e investigar la patogenia de esta enfermedad. 

En resumen, este estudio nos revela hallazgos patológicos en el tejido cardíaco de ratones 

con déficit del factor V. Con respecto al examen macroscópico, no se encontraron 

diferencias en los pesos de los corazones ni lesiones visibles asociadas al trastorno de la 

coagulación. En cambio, histológicamente, se detectaron características como la alteración 

estructural del miocardio, así como del tamaño de estos. La inmunohistoquímica arrojó 

resultados como inmunorreacción positiva de los biomarcadores desmina, HIF-1α, eNOS y 

caspasa-3 en menor o mayor expresión, reflejando distintos patrones que sugieren la 

asociación del déficit del factor V y las cardiopatías. Estos resultados avalan, de manera 

preliminar, la realización de futuros estudios de mayor alcance sobre cardiomiopatías 

potencialmente asociadas directa o indirectamente con el déficit de factor V de la 

coagulación. 
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7.- Conclusiones 

 
1. Los animales evaluados con déficit del factor V no presentaron lesiones macroscópicas evidentes ni diferencias 

significativas entre los pesos de los corazones de los ratones WT y Hm. 
2. Histológicamente, en contraste con los ratones WT, el tejido cardíaco de los animales Hm muestran una menor de 

desorganización arquitectural, donde se evidencia entrecruzamiento de fibras.  
3. El recuento celular, estadísticamente, no evidencia diferencias entre los grupos WT y Hm, sin embargo, en los animales 

Hm, presenta una reducción en los diámetros celulares frente a un microambiente patológico. 
4. La expresión de la desmina fue mayor y más difusa en los ratones Hm en comparación con los animales WT. 
5. La inmunotinción en HIF-1α, mostró mayor expresión en los individuos Hm, con predominio en el ventrículo izquierdo.  
6. La inmunoexpresión en eNOS fue más intenso en WT y reducido en Hm.  
7. La inmunorreactividad de la caspasa-3 aumentó en Hm y fue ausente en WT. 
8. En conjunto el estudio histológico, morfométrico e inmunohistoquímico del corazón de los ratones Hm presenta 

cambios estructurales, hipóxicos y apoptóticos respecto a WT, indicando el posible inicio de una posible hipertrofia 
cardíaca. 

 

7.- Conclusions 

 
1. The animals tested for factor V deficiency showed no obvious macroscopic lesions or significant differences in heart 

weight between WT and Hm mice. 
2. Histologically, in contrast to WT mice, the cardiac tissue of Hm animals showed less architectural disorganization, with 

evidence of fiber crisscrossing. 
3. Cell counts showed no statistically significant differences between the WT and Hm groups; however, in Hm animals, cell 

diameters were reduced compared to a pathological microenvironment. 
4. Desmin expression was higher and more diffuse in Hm mice compared to WT animals. 
5. Immunostaining for HIF-1α showed higher expression in Hm individuals, predominantly in the left ventricle.  
6. Immunoreactivity for eNOS was more intense in WT and reduced in Hm. 
7. Caspase-3 immunoreactivity increased in Hm and was virtually absent in WT. 
8. Overall, the histological, morphometric, and immunohistochemical analysis of the hearts of Hm mice reveals structural, 

hypoxic, and apoptotic changes compared to WT mice, suggesting the possible onset of cardiac hypertrophy. 
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