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Resumen 
 
Las enfermedades degenerativas de la retina (EDR) son un grupo heterogéneo 
de patologías, algunas hereditarias y otras con un origen complejo, que 
producen una pérdida progresiva de las células de la retina con la consiguiente 
pérdida de la agudeza visual pudiendo avanzar hasta producir una ceguera 
total. En los últimos años y gracias al desarrollo de terapias avanzadas como la 
terapia génica y celular muchos casos de ceguera podrían ser potencialmente 
tratables. 
 
El descubrimiento de las células madre de pluripotencia inducida o iPSC ha 
aportado una fuente celular ilimitada con gran potencial ya que gracias a sus 
propiedades son un instrumento prometedor para el estudio de enfermedades, 
así como para ser utilizadas en medicina regenerativa e ingeniería tisular. La 
edición génica es una novedosa tecnología con la se puede manipular con 
precisión una secuencia del genoma humano para lograr un efecto terapéutico 
mediante la cual se pueden corregir mutaciones que causan enfermedades, 
añadir genes terapéuticos a sitios específicos del genoma y eliminar genes 
letales o secuencias del genoma. 
 
En este trabajo se han generado y caracterizado con éxito dos líneas de iPSC 
a partir de muestras de sangre periférica de pacientes con EDR, como son la 
degeneración macular asociada a la edad (DMAE) y la retinosis pigmentaria 
(RP), con el fin de establecer modelos celulares de cada una de las 
enfermedades y terapia celular de reemplazo. Estas líneas nos han permitido 
conocer las bases celulares y moleculares que llevan al desarrollo de la 
enfermedad. Posteriormente, enfocándonos en la medicina regenerativa, con el 
objetivo de buscar nuevas terapias para tratar a pacientes con DMAE, las iPSC 
fueron diferenciadas hacia células de epitelio pigmentario de la retina (EPR). 
Las células obtenidas fueron caracterizadas y trasplantadas en diferentes 
modelos animales. Se demostrado que las células de EPR sobreviven y 
mantienen su fenotipo y orientación sin ningún efecto adverso local o sistémico. 
Por último, en la línea de iPSC obtenida de la muestra de sangre periférica de 
un paciente con RP causada por una mutación en el gen EYS, se ha 
pretendido corregir la mutación mediante el uso de CRISPR/Cas9. En este 
caso aunque se corrigió la fase de lectura en el alelo mutante, no se logró 
obtener la misma secuencia presente en el alelo silvestre. 
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1.1 El globo ocular y la retina. 
	  
El ojo es un órgano esencial para la vida humana ya que la mayoría de la 
información de nuestro entorno es capturada a través de los ojos. Estos 
órganos sensoriales captan y procesan los fotones de la luz en la retina para 
enviar impulsos nerviosos hasta la corteza occipital a través de la vía visual 
para la formación de las imágenes. La retina es la parte más accesible del 
sistema nervioso central (SNC) y por esta razón, se le conoce como la ventana 
del cerebro (Jin et al., 2019). Para entender mejor el desarrollo de nuevas 
terapias para patologías que cursen con degeneración de la retina y ceguera 
es importante conocer como ocurre el desarrollo embrionario del ojo y las 
principales características anatómicas y funcionales de la retina. 

1.1.1 Organogénesis del ojo. 

El desarrollo del ojo es un proceso complejo en el que intervienen diversas 
capas de tejidos del desarrollo embrionario. Durante el proceso de 
organogénesis se activan una serie de factores de transcripción que modulan 
la expresión de determinados genes que controlan la diferenciación celular de 
los diferentes componentes de la retina. Conocer y comprender este complejo 
proceso es fundamental para diseñar protocolos que permitan diferenciar 
células pluripotentes a un tipo celular específico presente en las capas de la 
retina. En el embrión humano, el desarrollo ocular comienza durante la 
gastrulación cuando el primordio ocular se organiza como un campo ocular 
único en el centro del prosencéfalo en la cresta neural anterior (Figura 1). En 
esta etapa, las células del campo ocular expresan RAX (retina and anterior 
neural fold homeobox). Dos de los primeros factores de transcripción 
implicados en el establecimiento del patrón de los surcos ópticos son PAX6 y 
PAX2. Durante la tercera semana del desarrollo se reprime la expresión del 
gen PAX6 y se aumenta la de PAX2 con la secreción de Sonic hegdehog 
(SHH) por la placa precordal, en la línea media del diencéfalo, y como 
resultado se divide el campo ocular único en dos surcos o fosetas ópticas, que 
proceden de la evaginación bilateral del diencéfalo del tubo neural, siendo esto  
el primer signo morfológico de formación del ojo. Tanto en las etapas iniciales 
del desarrollo del ojo como en etapas posteriores, durante el desarrollo de la 
retina y del cristalino, la función que desempeña el gen PAX6 es especialmente 
relevante. (Arteaga Martinez, 2018; Carlson, 2013; Sadler, 2016).  
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Figura 1. Esquema representativo de la 
división del campo ocular por el efecto 
antagónico de SHH sobre el gen PAX6 y 
sobreexpresión de PAX2 en la línea media 
del proencéfalo. Modificada de Sadler et 
al. (Sadler, 2016). 
 
 
Aproximadamente 25 días después 
de la fecundación, estos surcos 

ópticos forman unas evaginaciones que se alargan para formar las vesículas 
ópticas (VO) que migrarán lateralmente formando los tallos o pedículos ópticos 
(Figura 2A). La evaginación continuará hasta que las vesículas ópticas entren 
en contacto con el ectodermo superficial, proceso impulsado por la capa de 
células mesenquimatosas (procedentes del mesodermo) que está alrededor de 
dichas vesículas. Gracias a la interacción con la VO, la superficie del 
ectodermo se engrosa dando lugar a la placoda del cristalino (Figura 2B), que 
se invagina progresivamente en la vesícula óptica dando lugar a la vesícula del 
cristalino y formando la cúpula óptica (Figura 2C-D y Figura 3). En esta fase del 
desarrollo, interviene el factor de transcripción MITF que se expresa a lo largo 
de toda la vesícula óptica. Posteriormente, la expresión de VSX-2 en la zona 
distal de la vesícula óptica (futura retina neural) confinará a MITF a las regiones 
más proximales de las vesículas, que terminarán convirtiéndose en el epitelio 
pigmentario de la retina (EPR) (Graw, 2010; Wiedemann, 2013). 

Figura 2. Representación esquemática de la organogénesis del ojo. A) La vesícula óptica se 
forma como una evaginación desde el diencéfalo. B) Al entrar en contacto con la superficie del 
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ectodermo, la vesícula óptica da lugar al futuro epitelio pigmentario de la retina, neuroretina y el 
tallo óptico; el engrosamiento de la superficie del ectodermo da lugar a la placoda del cristalino. 
C) La vesícula óptica y la placoda del cristalino invaginan, dando lugar a la cúpula óptica y a la 
vesícula del cristalino. C’) La región ventral de la vesícula óptica que se invagina forma la fisura 
coroidea. D-E) Transición del desarrollo de la cúpula óptica temprana a la cúpula óptica 
madura. La lente o cristalino se forma al desprenderse de manera permanente de su cavidad 
formando una estructura sólida; la neuroretina y el epitelio pigmentario se compactan 
reduciendo la cavidad ependimal; el tallo óptico da lugar al nervio óptico y la superficie del 
ectodermo cercano al cristalino da lugar al epitelio corneal. Abreviaturas: Co: córnea; L: lente o 
cristalino; PL: placoda del cristalino; LV: vesícula del cristalino; MS: mesénquima; NR: 
neuroretina; NO: nervio óptico; TO: tallo óptico; VO: vesícula óptica; EPR: epitelio pigmentario 
de la retina; E: esclera; SE: superficie del ectodermo. Modificada de Adler y Canto-Soler. (Adler 
& Canto-Soler, 2007) 

Figura 3. Microscopía electrónica de barrido de un corte del ojo a las 6 y 6.5 semanas de 
desarrollo. A la izquierda vemos que todavía no se ha desprendido completamente la vesícula 
del cristalino del ectodermo superficial y ya están formadas las dos capas de cúpula óptica. Sin 
embargo, en la imagen de la derecha, vemos que la vesícula del cristalino ya está separada 
por completo del ectodermo superficial. Modificada de Embriología Médica de Langman, 2016. 
(Sadler, 2016).  
 
En torno al día 34, las dos capas de tejido resultantes de la excavación 
constituyen el esbozo del EPR y la neuroretina (NR), con la vesícula del 
cristalino completamente formada en el interior de la excavación (Figura 2D y 
Figura 3). Durante esta fase, el EPR inmaduro encapsula la capa interna, 
estrechando la parte ventral de la VO y formando la fisura coroidea (Figura 
2C’). A través de esta fisura coroidea se introduce la arteria hialoidea que 
posteriormente dará origen a la arteria central de la retina. Finalmente, la fisura 
coroidea se cierra completamente, permitiendo la formación del nervio óptico, a 
través del cual los axones de las células ganglionares transmiten información al 
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cerebro. La expresión diferencial de los genes PAX determina qué células se 
convertirán en cúpula óptica (futura retina) y cuáles lo harán en tallo óptico 
(futuro nervio óptico). Elevadas concentraciones de SHH en el tallo óptico 
inhibe la expresión de PAX6 a la vez que induce la de PAX2, del mismo modo 
que bajas concentraciones de SHH en las zonas más distales permiten que se 
exprese PAX6 en la vesícula óptica, primer paso en la formación de la retina 
(Carlson, 2013). 
 
Del margen anterior de la cúpula óptica derivan el cuerpo ciliar y el iris, en el 
punto donde se unen la retina neurosensorial y el EPR. Las estructuras 
restantes, en particular los músculos, se forman a partir de células 
mesenquimatosas, el mismo tipo de células que se encuentran en la cresta 
neural. El ectodermo superficial, en contacto con la vesícula del cristalino, 
formará la cornea (Figura 2E). En resumen, las principales estructuras oculares 
se derivan de tres fuentes principales: el ectodermo neural forma la retina, el 
ectodermo superficial da lugar a la lente y parte de la córnea y las células de la 
cresta neural forman la parte central de la córnea (Carlson, 2013; Graw, 2010) 
 
En el desarrollo temprano y tardío de los diferentes tejidos que forman el ojo se 
observa que es esencial la acción combinada de determinados factores de 
transcripción y vías de señalización. Las Tablas 1 y 2 detallan los dominios de 
expresión así como las funciones que tienen durante la organogénesis del ojo 
dichos factores de transcripción y vías de señalización. (Miesfeld & Brown, 
2019). 
 
Tabla 1. Factores de transcripción usados de forma reiterada durante la 
organogénesis del ojo. 
 

Factores de 
transcripción 

Nombre del gen Dominios de 
expresión 

Funciones durante la 
organogénesis del ojo 

Pax6 Paired box 6 Campo ocular, 
ectodermo 
superficial, placoda 
del cristalino, 
vesícula óptica, 
vesícula del 
cristalino, cúpula 
óptica, neuroretina, 
EPR, cuerpo ciliar, 
epitelio del iris 

Diferenciación del 
campo ocular, 
evaginación de la 
vesícula óptica, patrón 
de la vesícula óptica, 
patrón de la cúpula 
óptica, neurogénesis de 
la retina, desarrollo de 
la lente y la cornea, 
desarrollo del cuerpo 
ciliar y del iris 

Rax/Rx Retina and anterior 
neural fold 
homeobox  

Campo ocular, 
vesícula óptica, 
cúpula óptica, 
neuroretina 

Diferenciación del 
campo ocular, 
evaginación de la 
vesícula óptica, patrón 
de la vesícula óptica, 
neurogénesis de la 
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retina 
Lhx2 LIM homeobox 2 Campo ocular, 

vesícula óptica, 
cúpula óptica, 
neuroretina 

Diferenciación del 
campo ocular, patrón 
de la vesícula óptica, 
formación de la cúpula 
óptica, desarrollo de la 
lente 

Sox2  Sex determining 
region Y (SRY)-box 
2 

Neuroectodermo 
anterior, placoda de 
cristalino, vesícula 
del cristalino, 
epitelio de la lente, 
cúpula óptica, 
neuroretina 

Diferenciación del 
campo ocular, 
neurogénesis de la 
retina 

Otx2 Orthodenticle 
homeobox 2 

Neuroectodermo 
anterior, vesícula 
óptica, neuroretina, 
EPR 

Diferenciación del 
campo ocular, 
desarrollo del EPR, 
neurogénesis de la 
retina 

Six3 Sine oculis-related 
homeobox 3 

Campo ocular, 
placoda del 
cristalino, vesícula 
del cristalino, 
vesícula óptica, 
cúpula óptica  

Diferenciación del 
campo ocular, 
desarrollo de la lente 

Fuente: Modificada de Miesfeld & Brown, 2019. 
 
 
Tabla 2. Vías de señalización usadas de forma reiterada durante la 
organogénesis del ojo.  
 

Vías de señalización Dominios de expresión Funciones durante la 
organogénesis del ojo 

BMP (Bone morphogenetic 
protein) 

Neuroectodermo anterior, 
ectodermo superficial, 
vesícula óptica, surcos 
ópticos, vesícula del 
cristalino, cúpula óptica 

Diferenciación del campo 
ocular, inducción de la lente, 
diferenciación del EPR, 
desarrollo del campo ocular, 
desarrollo del epitelio del iris  

TGF (Transforming growth 
factor) 

Mesénquima periocular Evaginación de la vesícula 
óptica, diferenciación del 
EPR, desarrollo del endotelio 
corneal, desarrollo del 
estroma corneal 

RA (Retinoic acid) Mesénquima periocular, 
vesículas ópticas 

Desarrollo del endotelio 
corneal, desarrollo del 
estroma corneal, desarrollo 
del iris 

FGF (Fibroblast growth 
factor) 

Ectodermo superficial, 
placoda del cristalino, 
vesícula óptica 

Desarrollo de células fibrosas 
primarias de la lente, patrón 
de la cúpula óptica 
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WNT (wingless-type MMTV 
integration site family) 

Neuroectodermo anterior, 
ectodermo superficial, 
vesícula óptica, mesénquima 
periocular, cuerpo ciliar, 
epitelio del iris 

Diferenciación del EPR,  
desarrollo del cuerpo ciliar, 
desarrollo del epitelio del iris 

HH (Hedgehog family) Línea media ventral, EPR, 
neuroretina 

Diferenciación del campo 
ocular, patrón de la vesícula 
óptica, patrón de la cúpula 
óptica, inducción del tallo 
óptico, diferenciación del 
EPR 

Hippo Vesícula óptica, cúpula 
óptica, EPR, vesícula del 
cristalino, epitelio del 
cristalino 

Diferenciación del EPR, 
desarrollo del EPR, desarrollo 
del cuerpo ciliar, desarrollo 
del cristalino 

Notch Epitelio del cristalino, copa 
óptica, neuroretina 

Desarrollo del cristalino, 
neurogenesis de la retina 

Fuente: Modificada de Miesfeld & Brown, 2019. 
 
 

1.1.2. Estructura y organización funcional de la retina. 

La retina es la capa más interna del globo ocular y está compuesta de siete 
tipos celulares diferentes (células ganglionares, células amacrinas, células 
bipolares, células horizontales, células plexiformes, células de Müller y los 
fotorreceptores que se dividen a su vez en conos y bastones). Aparte existen 
otras células gliales y endoteliales que conforman toda la estructura de la 
retina. Todos estos tipos de células se distribuyen en diez capas celulares 
paralelas. Tres de estas capas contienen los núcleos de diferentes tipos de 
neuronas las cuales se intercalan con otras dos capas plexiformes donde 
tienen lugar las conexiones sinápticas (Figura 4A). A continuación se describen 
las capas de la retina desde la capa más interna a la más externa: 
 
Membrana limitante interna (MLI). Membrana basal constituída por las 
prolongaciones terminales de las células de Müller. Es la membrana que 
separa la retina del humor vítreo (Figura 4A). 
 
Capa de fibras nerviosas (CFN). Compuesta por los axones de las células 
ganglionares que concurren desde todas las partes de la retina en el nervio 
óptico (Figura 4A) 
 
Capa de células ganglionares (CCG). Formada por los cuerpos de las células 
ganglionares, es la capa más interna de células con respecto a la disposición 
en el ojo (Figura 4A) 
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Capa plexiforme interna (CPI). Está constituida por las conexiones sinápticas 
entre las células amacrinas, las células ganglionares, las células 
interplexiformes y las células bipolares (Figura 4A). 
 
Capa nuclear interna (CNI). Formada por los núcleos de la células 
horizontales, células bipolares, células amacrinas, células interplexiformes y 
células de Müller (Figura 4A). 
 
Capa plexiforme externa (CPE). Está compuesta por las conexiones 
sinápticas entre los fotorreceptores, las células horizontales y las células 
bipolares (Figura 4A). 
 
Capa nuclear externa (CNE). Formada por los cuerpos de los fotorreceptores 
(conos y bastones) (Figura 4A). 
  
Membrana limitante externa (MLE). Es un membrana virtual que surge de la 
unión entre los segmentos internos de los fotorreceptores y las células de 
Müller. Esta estructura actúa como barrera metabólica ante el paso de 
moléculas de gran tamaño (Figura 4A) (Cohen, 1961). 
 
Capa de fotorreceptores (FRs). Es la capa más profunda o externa de la 
neuroretina y está formada por los segmentos internos y externos de los 
fotorreceptores (Figura 4A).  
 
Capa de células del EPR. Monocapa de células pigmentadas hexagonales 
que forman la capa más externa de la retina (Figura 4A). 
 
Quedó establecido, desde las primeras investigaciones de Cajal en el siglo 
pasado, que la retina de los vertebrados contiene principalmente cinco clases 
de células nerviosas o neuronas y células gliales (Cajal, 1893). Más tarde, el 
Dr. Antonio Gallego describió por primera vez las células interplexiformes 
(Gallego, 1986). Todos los tipos celulares que componen la retina derivan de 
células pluripotentes progenitoras de la retina (RPC) dentro de la cúpula óptica. 
Aunque existe un orden estererotípico para la producción de cada tipo celular, 
también hay una superposición temporal en la aparición de los distintos tipos 
celulares. A medida que las RPCs pasan de las divisiones celulares 
proliferativas a las terminales, se establece la capacidad de adoptar destinos 
particulares. El estado de competencia de estas células para producir el tipo 
apropiado de neurona o glía cambia a lo largo del tiempo de desarrollo, debido, 
en parte, a un alargamiento del ciclo celular. (Miesfeld & Brown, 2019).  
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Figura 4. A) Histología de retina humana teñida con eosina/hematoxilina modificada de 
Richardson et al. (Richardson et al., 2017). B) Diagrama de los tipos celulares que componen 
la retina de los vertebrados modificada de WebVision (https://webvision.med.utah.edu/). 
Abreviaturas: MLI: membrana limitante interna; CFN: capa de fibras nerviosas; CCG: capa de 
células ganglionares; CPI: capa plexiforme interna; CNI: capa nuclear interna; CPE: capa 
plexiforme interna; CNE: capa nuclear externa; MLE: membrana limitante externa; FRs: 
fotorreceptores; IS: segmento interno; OS: segmento externo; EPR: epitelio pigmentario de la 
retina.  
 
En los vertebrados, las células ganglionares son las primeras que se generan, 
y posteriormente, en una secuencia regular, se diferencian los otros grupos 
celulares. En una primera fase se generan las células ganglionares, las células 
horizontales y los conos. Seguidamente, en una segunda fase, se generan las 
células progenitoras de los bastones, las células de la glía de Müller y las 
células bipolares. El caso de las células amacrinas no está del todo claro 
aunque parece que se generan en la segunda fase básicamente. Hay que 
destacar que desde el centro hasta la periferia, el grado de histogénesis varía y 
que la retina central puede estar generando células tardías mientras que la 
retina periférica puede estar en la primera fase de la histogénesis. Los 
bastones y el EPR culminan su desarrollo post-natalmente (Rapaport et al., 
1992; Schachat, Andrew P., MD; Sadda, SriniVas R., MD; Hinton, David R., 
MD; Wilkinson, C.P., MD; Wiedemann, Peter, 2017).  
 
Los principales tipos celulares que componen la retina son las siguientes:  
 
Células ganglionares. La información de la luz sale de la retina a través de los 
axones de las células ganglionares. (Figura 4B). Estas neuronas  que se 
encuentran en la CCG reciben información tanto de las células amacrinas 
como de las células bipolares y transmiten señales al cerebro a través de los 
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axones que de manera selectiva forman la CFN para después converger y 
formar el nervio óptico. Los axones de las células ganglionares se superponen 
en la superficie interna de la retina y salen de esta a través del disco óptico. 
Las células ganglionares se clasifican, según su morfología y respuesta a la 
luz, por el sistema XYZ. Las células ganglionares X (constituyen 
aproximadamente el 80% de la población celular ganglionar) participan en el 
análisis del color y los detalles; las células ganglionares Y (en torno al 10% de 
la población) participan en la detección del movimiento; y las células 
ganglionares Z (10% restante aproximadamente) proyectan sus axones hacia 
el tronco encefálico aunque no tienen una función muy definida (Masland, 
2001). 
 
Células horizontales. Las transmisiones de los fotorreceptores están 
moduladas por las células horizontales, interneuronas que contactan con las 
células bipolares (Figura 4B). Los conos y bastones se retroalimentan de las 
células horizontales aunque estas son las células menos abundantes de la 
CNI, constituyen en torno al 5% de las células que forman esta capa nuclear. 
En la mayoría de los mamíferos, hay dos tipos morfológicamente diferentes de 
células horizontales. Las células horizontales mejoran el contraste entre las 
regiones claras y oscuras adyacentes, es decir, ajustan la respuesta del 
sistema al nivel general de iluminación (Masland, 2001). 
 
Células bipolares. Se extienden a diferentes niveles de la CNI y participan en 
procesos de diferentes tipos de células amacrinas y ganglionares. En la retina 
interna, las células bipolares hacen sinapsis con las células ganglionares, que 
son su principal objetivo transmitiendo señales desde los fotorreceptores 
ubicados en la retina externa a las capas más internas de la retina. Las células 
bipolares específicas hacen sinapsis en planos específicos limitando a nivel de 
sinapsis a las células que ocupan el mismo nivel. Cada tipo de célula bipolar 
presenta un receptor de neurotransmisores individual lo que conlleva a 
señalizaciones celulares diferentes. Una retina de mamífero tiene entre 9-11 
tipos de células bipolares asociadas a conos (Masland, 2001). 
 
Células amacrinas. Aunque las células ganglionares de la retina reciben 
información de las células bipolares, la mayoría de las sinapsis de las células 
ganglionares provienen de las células amacrinas que se ubican en la CNI. Por 
otro lado, las células amacrinas conectan con las células bipolares mediante 
sinapsis inhibitorias en el axón terminal de estas últimas, permitiendo el control 
de la salida de las células ganglionares. Las células amacrinas de diferencian 
de las células horizontales en que tienen otras funciones específicas como por 
ejemplo el control y la configuración de las células ganglionares. Las células 
amacrinas además de modular las señales de las células bipolares mediante la 
inhibición de las células ganglionares, también modulan la liberación del 
transmisor desde las células bipolares (Masland, 2001). 
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Células interplexiformes. Tienen cuerpos celulares grandes y se encuentran 
entre las células amacrinas. Dan retroalimentación desde la capa interna de la 
retina a los fotorreceptores y de neurotransmisor usan dopamina o ácido 
gamma-aminobutírico (GABA) (Witkovsky et al., 1994). 
 
Células de neuroglia. Aunque no participan directamente en la transferencia 
de señales neuronales, son esenciales para permitir el flujo de información de 
forma apropiada, dan estructura y soporte a las demás células de la retina y 
juegan un papel importante ante el daño por lesión o infección del tejido neural. 
Existen cuatro tipo de células de glía en la retina: 1) las células de Müller, son 
las más numerosas. Estas neuroglías se extienden por gran parte de la retina, 
son células de sostén que se orientan de forma radial y son las encargadas de 
la nutrición de los fotorreceptores y ayudan a la generación de los impulsos 
nerviosos, actuando de reservorio iónico durante la hiperpolarización del 
fotorreceptor por la luz (R. O. L. Wong, 2006); 2) los astrocitos, aparecen 
principalmente en las partes más internas de la retina; 3) las células de 
microglía, que son fagocíticas; y 4) las células de glía que rodean los axones 
de las células ganglionares.  
 
Fotorreceptores. Los núcleos de estas células se localizan en la CNE de la 
retina, donde interaccionan con el EPR. Los fotorreceptores son neuronas 
especializadas sensibles a la luz y, a través de la cascada de fototransducción, 
convierten esta información en señales químicas y eléctricas que transmiten a 
las interneuronas de la retina externa. Los bastones y los conos son los dos 
tipos de  fotorreceptores que encontramos en la retina (Figura 5) y entre ellos 
se diferencian por su distribución en la retina, por el patrón de sus conexiones 
sinápticas, por el tipo de fotopigmento que expresan y por su forma. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Distribución de 
los fotorrecepectores en 
la retina modificada de 
Mustafi et al. (Mustafi et 
al., 2009). 
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Los bastones controlan la visión en condiciones de poca luz (visión 
escotópica), mientras que los conos son responsables de la visión diurna y la 
percepción del color (visión fotópica o en condiciones normales de iluminación). 
Los bastones se distribuyen principalmente en la periferia mientras que los 
conos se concentran en la mácula (parte central de la retina). La mayor 
densidad de conos se encuentra en la fóvea (centro de la mácula), lo que 
permite una mayor agudeza visual (Figura 5). Los bastones son las células 
responsables de responder a estímulos que alcanzan un área de manera 
general, no son capaces de separar los pequeños detalles de una imagen 
visual. Es muy importante la localización y la estructura de los bastones ya que 
conduce a la división del campo visual del ojo en una pequeña región central 
con gran nivel de agudeza denominada fóvea, y una zona periférica de menor 
agudeza pero que presenta mayor sensibilidad a la luz. Es por tanto esta 
región periférica la que se encarga de la visión nocturna, ya que con una baja 
intensidad de luz, los objetos no son perceptibles en la región de la fóvea. En 
humanos, aproximadamente el 5% de los fotorreceptores son conos y el 95% 
bastones (Sung & Chuang, 2010). 
 
Los bastones. Son neuronas especializadas formadas por el cuerpo celular, el 
segmento interno (IS) y el segmento externo (OS) del fotorreceptor (Figura 6). 
El cuerpo celular contiene el núcleo de la célula y está localizado en la CNE 
desde donde proyecta su axón hasta la capa plexiforme externa. El IS del 
bastón contiene ribosomas, que participan en la elaboración de membranas y 
componentes celulares, y muchas mitocondrias que proporcionan energía para 
los procesos de transducción del OS. Por otro lado, el OS del bastón es una 
estructura especializada constituido por una pila de discos huecos que 
contienen la rodopsina, pigmento visual que supone más del 90% de la 
cantidad total de proteínas de disco. La rodopsina es una proteína más 
sensible a la luz verde azulada, es decir, a una a longitud de onda de 
aproximadamente 500 nanómetros. Los  discos ópticos están renovándose 
continuamente y los más viejos se van desplazando hacia el EPR, donde tras 
ser fagocitados, se convierten en fagosomas durante el ciclo diurno, sobre todo 
al amanecer. El IS y OS del bastón están conectados a través del cilio 
conector, que actúa de puente entre ambos segmentos permitiendo el 
transporte de metabolitos desde el IS hasta el OS (transporte anterógrado) y 
también permite que los sustancias de desecho sean devueltas al cuerpo 
celular (transporte retrógrado). El OS de los bastones es mucho más delgado 
que el de los conos (2 y 6 micras, respectivamente) y ocupan principalmente la 
retina periférica. Hay aproximadamente 100 millones de bastones en la retina 
humana y ninguno está presente en la fóvea (Sung & Chuang, 2010). 
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Figura 6. Descripción estructural de los 
fotorreceptores: bastones y conos. Imagen 
diseñada con el software BioRender.  
 
 
Los bastones son las células 
responsables de responder a estímulos 
que alcanzan un área de manera 
general, no son capaces de separar los 
pequeños detalles de una imagen visual. 
Es muy importante la localización y la 
estructura de los bastones ya que 

conduce a la división del campo visual del ojo en una pequeña región central 
con gran nivel de agudeza denominada fóvea, y una zona periférica de menor 
agudeza pero que presenta mayor sensibilidad a la luz. Es por tanto esta 
región periférica la que se encarga de la visión nocturna, ya que con una baja 
intensidad de luz, los objetos no son perceptibles en la región de la fóvea. 
 
Los conos. Son neuronas especializadas similares a los bastones en cuanto a 
su estructura (Figura 6). Su OS tiene forma conoidea y contienen tres 
fotopigmentos diferentes. Los tres tipos de conos, denominados L (rojo), M 
(verde) y S (azul) se distinguen principalmente por la porción del espectro 
visible a la que es sensible cada uno de ellos. Las diferencias entre los tres 
tipos de conos se debe a la expresión de tres fotopigmentos diferentes 
denominados opsinas:  

- La eritropsina presenta una mayor sensibilidad a longitudes de onda 
largas alrededor de 555-565 nm (conos tipo L). 

- La cloropsina para longitudes de onda media alrededor de 530-537 
nm (conos tipo M). 

- La cianopsina tiene una mayor sensibilidad a longitudes de onda 
pequeñas que oscilan entre 415-430 nm (conos tipo S). 

 
En la retina humana, encontramos los conos tipo L y M más concentrados en la 
región de la fóvea y los conos tipo S, sin embargo, se localizan en la retina 
periférica y están ausentes en la fóvea. Los conos tipo S representan 
aproximadamente un 5% del total de conos de la retina humana. En la 
generación de las imágenes los conos tipo L y M son los que tienen la función 
principal, mientras que los conos tipo S participan en menor medida pero su 
contribución es muy importante en la formación de imágenes ya que participan 
en el color. Hay en torno a 3-5 millones de conos en la retina (Roorda et al., 
2001).  
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Células del EPR. Forman una monocapa de células pigmentadas hexagonales 
que forman la capa más externa o profunda de la retina. En la retina humana 
hay aproximadamente 4 millones de células de EPR espaciadas de manera 
uniforme a lo largo de toda la retina. Cada célula de EPR tiene contacto 30-40 
fotorreceptores. El EPR está separado de los fotorreceptores por el espacio 
subretiniano. Se trata de un espacio extracelular especializado donde el EPR 
proyecta sus microvellosidades envolviendo a los segmentos externo de los 
fotorreceptores. Son microvellosidades apicales largas y delgadas que facilitan 
el transporte transepitelial entre el EPR y la retina. La superficie basal del EPR 
contiene inflexiones complejas que soportan el movimiento molecular y esta 
polaridad basal-apical se refleja en la organización de los orgánulos de EPR y 
las proteínas de membrana. En la región apical se localizan los melanosomas 
mientras que los lisosomas, el retículo endoplásmico, las mitocondrias, el 
aparato de Golgi, los gránulos de lipofuscina y melanolipofuscina y el núcleo se 
ubican en el lado basal (Ao et al., 2018; La Cour, 2008). 
 
El desarrollo y diferenciación del epitelio pigmentario de la retina es esencial 
para el propio desarrollo de la neuroretina. MITF y OTX2 son factores de 
transcripción esenciales en la diferenciación del EPR. MITF (EPR) y VSX2 (NR) 
reprimen mutuamente la expresión del otro en la vesícula óptica y así 
establecen el límite temprano entre el EPR y la NR. Las principales vías de 
señalización como FGF, TGFβ, WNT, BMP, Notch e Hippo, desempeñan un 
papel esencial durante la especificación del epitelio pigmentario regulando la 
expresión específica de MITF y OTX2. El factor de transcripción mediado por 
WNT, β-catenina, activa directamente la expresión de OTX2 y MITF. Además, 
las vías de señalización WNT y BMP, desde el ectodermo superficial, 
promueven la especificación del EPR a través de un mecanismo independiente 
de β-catenina, donde WNT inhibe GSK3b y BMP activa pSmad. La 
señalización autónoma de las células del EPR es esencial para especificar su 
destino y para un crecimiento adecuado de las mismas (Miesfeld & Brown, 
2019). 
 
PAX6 y MITF actúan reiteradamente durante la especificación y diferenciación 
del EPR (Figura 7). Al principio, PAX6 activa la transcripción de una isoforma 
de la proteína MITF específica del EPR y, posteriormente, actúa en paralelo 
con MITF para la regular la transcripción de otros genes de RPE como TRY, 
DCT y TRYP1. BEST1, es un canal de cloro dependiente de calcio el cual es 
un marcador de EPR diferenciadas y cuya transcripción está regulada de 
manera coordinada por MITF, OTX2 y SOX9. SOX9 y LHX2 actúan activando 
genes del ciclo visual como RPE65, RGR y RLBP1. La ruta de SHH es 
importante también para la diferenciación del EPR (Fuhrmann et al., 2014; 
Miesfeld & Brown, 2019). 
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Figura 7. Regulación del desarrollo EPR mediante señales extracelulares y factores de 
transcripción modificada de Fuhrmann et al. (Fuhrmann et al., 2014) 
 
El EPR es esencial para la función visual. Los procesos en los que están 
implicadas las células de este epitelio son la absorción de la luz dispersa, el 
transporte activo de metabolitos, la provisión de una barrera hematorretiniana, 
la regeneración de los pigmentos visuales, la fagocitosis de los OS y la 
secreción de factores de crecimiento (Figura 8). La absorción de la luz reflejada 
y dispersa por parte del EPR permite optimizar la calidad de la imagen y 
protege a la retina del daño oxidativo causado por los radicales libres reactivos, 
resultantes de la combinación de la exposición constante a la luz, la alta 
actividad metabólica, la elevada tensión local de oxígeno y la fotooxidación de 
la lipofuscina. La absorción de la luz se produce a través de la melanina, que 
se sintetiza y se almacena en los melanosomas, y se sabe que causa la 
fotooxidación de la lipofuscina, proteína lipídica que se acumula debido a la 
edad y a la fagocitosis de OS. Otro mecanismo de defensa frente al daño 
oxidativo es el sistema de antioxidantes intrínsecos del EPR, el cual está 
constituido por enzimas como la catalasa y la superóxido dismutasa, y por 
antioxidantes no enzimáticos como el α-tocoferol, β-caroteno y ascorbato. El 
glutatión también funciona como otro antioxidante el EPR. Por último, otra  
línea de defensa es la capacidad fisiológica de la célula para reparar ADN, 
lípidos y proteínas dañados (Ao et al., 2018; Strauss, 2005). 
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Figura 8. Funciones del epitelio pigmentario de la retina modificada de Strauss et al. (Strauss, 
2005). Abreviaturas: OS (segmento externo); MV (microvellosidades); VEGF (factor de 
crecimiento endotelial vascular); PEDF (factor de crecimiento derivado del epitelio pigmentario). 
  
Las uniones estrechas entre células adyacentes del EPR se unen al 
citoesqueleto de actina y forman la barrera hematorretiniana. Esta barrera evita 
el transporte paracelular de moléculas grandes o toxinas transportadas por la 
sangre. El EPR transporta iones, agua y productos metabólicos finales desde el 
espacio subretiniano a la coroides y viceversa. Desde la sangre hacia los 
fotorreceptores, el EPR transporta nutrientes como ácidos grasos, retinal y 
glucosa, por lo que desempeña un papel esencial en el mantenimiento de los 
fotorreceptores (la Cour & Tezel, 2005; Strauss, 2005). 
 
El ojo es un órgano que cuenta con un gran privilegio de defensa inmune y esto 
es gracias al papel fundamental que ejerce el EPR. En primer lugar, la barrera 
hematorretiniana formada por las uniones estrechas entre las células crea un 
microambiente que permite que la infiltración de los componentes del sistema 
inmunitario se regule cuidadosamente. En segundo lugar, el EPR es capaz de 
secretar factores inmunosupresores que disminuyen la actividad celular. En 
tercer lugar, es capaz de inducir apoptosis debido a la presencia del ligando 
Fas. Además, las células del EPR expresan el complejo de histocompatibilidad 
de clase I y II que pueden actuar como células presentadoras de antígeno en el 
ojo (Ao et al., 2018). 
 
El EPR también tiene un papel importante en la absorción, almacenamiento y 
metabolismo de la vitamina A y sus compuestos relacionados. 
Constantemente, el retinal se está intercambiando entre los fotorreceptores y el 
EPR, y esto se debe a que tras la absorción de fotones, los fotorreceptores son 
incapaces de volver a isomerizar el all-trans-retinal en 11-cis-retinal. Para 



Terapias avanzadas en enfermedades degenerativas de la retina 

17 

mantener la excitabilidad de los fotorreceptores, all-trans-retinal es transportado 
al EPR, re-isomerizado a 11-cis-retinal y transportado de nuevo a los 
fotorreceptores. Este proceso se conoce como el ciclo visual de la retina 
(Strauss, 2005). 
 
Otra función con respecto al mantenimiento y supervivencia de los 
fotorreceptores es la fagocitosis de los discos externos que se desprenden por 
el proceso de renovación de los fotorreceptores. Este proceso está controlado 
por el ritmo circadiano. La renovación de los OS de los fotorreceptores es 
necesaria por varias razones como mantener la excitabilidad del fotorreceptor, 
reciclar nutrientes como el retinal y para evitar el daño oxidativo debido a la 
foto-oxidación de lípidos y proteínas del OS. Dado que las células del EPR 
normalmente no se dividen, la carga de material que estas células deben 
ingerir y degradar en su vida útil, supera con creces la de cualquier otra célula 
fagocítica. Probablemente, como consecuencia de esta carga fagocítica 
masiva, los gránulos de lipofucsina se acumulan con la edad y una 
acumulación excesiva de estos gránulos puede interferir en las funciones del 
EPR debido a la generación de radicales libres, que pueden causar la muerte 
celular del EPR y, por lo tanto, de los fotorreceptores desencadenando 
enfermedades de la retina como la degeneración macular (Ao et al., 2018; 
Boulton et al., 1993; Nilsson et al., 2003; Strauss, 2005). 
 
El desarrollo del EPR y los fotorreceptores son interdependientes. Con el fin de 
mantener la integridad de la retina, la coroides y el endotelio, el EPR produce y 
secreta varios mediadores de proteínas, citoquinas y factores de crecimiento 
como el factor de crecimiento derivado del epitelio pigmentario (PEDF), el 
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y factores de crecimiento de 
fibroblastos (FGF) entre otros (Ao et al., 2018; Strauss, 2005). 
 
El fallo de alguna de las funciones descritas anteriormente del EPR puede 
conducir a la degeneración de la retina, con pérdida de la función visual y 
subsecuente ceguera.  
 

1.1.2.1. Fototransducción. 
 
La cascada de la fototransducción es el proceso a través del cual un fotón de 
luz se convierte en una señal eléctrica que se transmite al cerebro. La cascada 
enzimática tiene lugar en el OS de los fotorreceptores y es, básicamente igual, 
tanto en bastones como en conos. La diferencia entre ambos son los 
pigmentos visuales, que en el caso de los bastones es la rodopsina mientras 
que en los conos son las tres opsinas (eritropsina, cloropsina y cianopsina). 
 
En oscuridad, en el OS de los fotorreceptores, cuatro moléculas de guanosin 
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monofosfato cíclica (cGMP) se unen a un canal catiónico dependiente de 
cGMP, manteniéndolo abierto, lo que permite que los iones sodio (Na+) y calcio 
(Ca2+) fluyan hacia la célula (en oscuridad, los fotorreceptores están 
despolarizados). Las células están continuamente produciendo cGMP debido a 
la enzima guanilato ciclasa (GUCY2D) (Figura 9). La rodopsina está formada 
por la opsina, proteína transmembrana unida covalentemente a un cromóforo 
derivado de la vitamina A llamado retinal. La opsina es una cadena 
polipeptídica formada por 348 aminoácidos y consta de tres dominios 
diferenciados: el dominio transmembrana, el dominio extracelular y el 
citoplasmático que es donde se produce la transducción de la señal luminosa. 
El retinal es la parte más sensible a la luz y tiene dos conformaciones, cis y 
trans. Cuando se absorbe un fotón de luz, la rodopsina se activa y el 11-cis-
retinal pasa a su conformación all-trans. La rodopsina activada 
(metarrodopsina, RHO*) cataliza el intercambio de los nucleótidos guanosin 
difosfato (GDP) por guanosin trifosfato (GTP) en la subunidad α- de una 
proteína G llamada transducina, a la que se une formando un gran complejo. 

 
Figura 9. Cascada de fototransducción en bastones. Tras la fotoactivación, la amplificación de 
la señal está mediada por la subunidad α- de la transducina y la fosfodiesterasa, dando como 
resultado el cierre del canal dependiente de cGMP, la hiperpolarización de la célula y la 
liberación reducida de glutamato en la sinapsis. Abreviaturas: EPR (epitelio pigmentario de la 
retina); RHO (rodopsina); RHO* (rodopsina activada); GTP (guansin trifosfato); GDP (guanosin 
difosfato); cGMP (guanosin monofosfato cíclica); GUCY2D (guanilato ciclasa); GCAP (activador 
de guanilato ciclasa); CNGA y CNGB (canales alfa y beta dependientes del nucleótido cíclico); 
PED6A y PED6B (fosfodiesterasas); SAG (arrestina). Modificada de Den Hollander et al. (Den 
Hollander et al., 2010). 



Terapias avanzadas en enfermedades degenerativas de la retina 

19 

 
La transducina activada, a su vez, activa a la fosfodiesterasa dependiente de  
cGMP (cGMP-PED), la cual cataliza la hidrólisis de moléculas de cGMP. La 
rápida disminución de los niveles de cGMP conduce al cierre de los canales de 
Na+, lo que hace que se produzca la hiperpolarización de los bastones. El 
cierre de estos canales provoca la inhibición de la liberación de glutamato en la 
región sináptica y por tanto una disminución de los niveles de Ca2+ en los 
bastones. La hiperpolarización de la célula da como resultado la transmisión de 
una señal a través de las diferentes capas de la retina, hacia el nervio óptico y, 
por último, hasta llegar al cerebro. 
 
Después de la fotoexcitación, la cascada visual termina en varios puntos para 
que el fotorreceptor vuelva a su estado de oscuridad: la guanilato ciclasa 
vuelve a sintetizar cGMP (a partir de GTP) y se reactiva la caída de Ca2+ 
intracelular; la rodopsina activada es fosforilada por la rodopsina quinasa y se 
una a la proteína arrestina (SAG) para detener cualquier interacción con la 
transducina; y la transducina en su subnidad α- y PDE son inactivadas por la 
hidrólisis de GTP a GDP, debido a la actividad intrínseca de GTPasa de la 
transducina. Los canales activados por cGMP vuelven a abrirse conforme 
aumenta la concentración de cGMP, lo que permite que los fotorreceptores 
vuelvan a su estado despolarizado ya que los iones positivos de sodio y calcio 
fluyen hacia ellos (Den Hollander et al., 2010; Hargrave, 2001; Kennan et al., 
2005). 
 

1.1.2.2. Ciclo visual 
 
El EPR desempeña un papel esencial en la reisomerización del all-trans-retinal 
a 11-cis-retinal despúes de la fototransdución, dado que los fotorreceptores 
carecen de la función isomerasa cis-trans. El ciclo visual es una vía de 
reacciones enzimáticas para reciclar los retinoides que se utilizan durante la 
detección de la luz en los fotorreceptores (Figura 10). Después de la exposición 
a la luz, all-trans retinal es transportado al citoplasma por la proteína casete de 
unión a ATP, subfamilia A, miembro 4 (ABCA4) donde all-trans-retinal se 
convierte en all-trans-retinol por la acción la enzima retinol deshidrogenasa 
(RDH12). All-trans-retinol es transportado al EPR, donde se une una proteína 
de unión en presencia del catalizador lecitina retinol aciltransferasa (LRAT) 
para formar all-trans-retinil éster. RPE65 isomeriza all-trans-retinil éster para 
producir 11-cis-retinol antes de ser convertido en 11-cis-retinal por acción de la 
11-cis-retinol deshidrogenenasa. Por último, 11-cis-retinal es transportado de 
nuevo al OS del fotorreceptor, donde se une a la rodopsina, volviéndola 
sensible a la luz (Ao et al., 2018; Den Hollander et al., 2010; Strauss, 2005; 
Wright et al., 2010). 
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Figura 10. Ciclo visual que tiene lugar en los bastones y el epitelio pigmentario de la retina. 
Tras la fotoactivación, 11-cis-retinal se convierte en all-trans-retinal y se disocia de la rodopsina 
activada. Posteriormente, all-trans-retinal se recicla para producir 11-cis-retinal a través de una 
serie de reacciones enzimáticas que ocurren en el EPR. Abreviaturas: RAL (retinal); RHO 
(rodopsina); RHO*(rodopsina activada); ABCA4 (casete de unión a ATP); RDH12 (retinol 
deshidrogenasa); ROL (retinol); IRBP (proteína de unión a retinol intersticial); LRAT (lecitina 
retinol acetiltransferasa); RPE65 (proteína específica de epitelio pigmentario de la retina); 
CRALBP (proteína de unión a retinaldéhido); RDH (retinol deshidrogenasa); RE (retinil éster); 
EPR (epitelio pigmentario de la retina). Modificada de Den Hollander et al. (Den Hollander et 
al., 2010).  
 
Para diseñar nuevas aproximaciones de terapias avanzadas y sobre todo de 
terapia génica es fundamental conocer la función de muchas enzimas que 
participan en el ciclo visual y la fototransducción, ya que muchas mutaciones 
en los genes que codifican estas enzimas producen distrofias de la retina, un 
ejemplo son las mutaciones que se pueden producir en el gen RPE65 que 
causan la ceguera más frecuente en la infancia, conocida como la amaurosis 
congénita de Leber (LCA). La pérdida de la función de RPE65 conduce a un 
defecto en la síntesis de 11-cis-retinal que finalmente produce degeneración de 
los fotorreceptores y ceguera. Esta distrofia retiniana, en la actualidad, se 
puede tratar con terapia génica debido a la administración de RPE65 humano a 
través de un vector viral no integrativo que tiene capacidad de infectar las 
células del EPR.  
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1.2. Enfermedades degenerativas de la retina (EDR) 
 
Las EDR son un conjunto heterogéneo de enfermedades neurodegenerativas 
que provocan una pérdida de progresiva y severa de la visión, ya que alteran la 
anatomía y la función de la retina. Son la principal causa de ceguera en el 
mundo desarrollado y afecta a 1 de cada 2000 personas. Las EDR se pueden 
clasificar en enfermedades degenerativas hereditarias y enfermedades 
degenerativas no hereditarias. La mayoría de estas patologías no tienen cura, 
aunque el conocimiento sobre las bases moleculares de estas enfermedades 
de la retina han progresado mucho durante los últimos años. Conocer acerca 
de los mecanismos moleculares de la enfermedad ha mejorado la evaluación 
diagnóstica de los pacientes mediante pruebas genéticas y la generación de 
conocimiento en esta área ha permitido comprender la etiología molecular de la 
enfermedad y desarrollar diferentes enfoques terapéuticos como son la terapia 
génica y celular, entre otros (Berger et al., 2010). 
 
Según Berger et al., las principales enfermedades retinianas pueden 
clasificarse en cuatro grupos: i) enfermedades dominantes en bastones; ii) 
enfermedades dominantes en conos; iii) degeneraciones retinianas 
generalizadas de los fotorreceptores (afectan tanto a los conos como a los 
bastones); y finalmente (iv) vitreoretinopatías exudativas y erosivas. 
 
Los trastornos que afectan principalmente a los bastones se inician con 
nictalopía (ceguera nocturna) y pueden progresar hasta afectar al campo visual 
periférico conservando la visión central. Por el contrario, las distrofias 
asociadas a conos se manifiestan inicialmente con una pérdida de la agudeza 
visual central y de la visión en color y no suelen afectar significativamente a la 
visión periférica a menos que también se vean afectados los bastones. Las 
distrofias maculares afectan a los conos que están dentro de la mácula, 
dejando intactas las poblaciones periféricas. 
 
Las formas más común de EDR es la retinitis pigmentosa (RP). El sello 
patológico de la RP es la degeneración primaria de los bastones y la 
consiguiente degeneración del EPR y conos con una posterior progresión hacia 
la ceguera. En el caso de RP, se han encontrado muchas mutaciones 
genéticas en genes que juegan un papel esencial en las funciones de los 
fotorreceptores, sin embargo, las mutaciones en otros tipos celulares como el 
EPR pueden causar la enfermedad (Figura 11). Curiosamente, la apoptosis 
parece no ser el principal mecanismo de muerte celular de los fotorreceptores. 
En cambio, las células experimentan un agotamiento de la energía, un 
aumento del estrés oxidativo y una reparación del ácido desoxiribonucleico 
(ADN) desregulada asociados al mecanismo de muerte celular tipo necrosis 
(Sancho-Pelluz et al., 2008). 



Introducción 

22	  

 

 
Figura 11. Heterogeneidad genética de las distrofias retinianas. Diagrama de Venn de los 
enfermedades retinianas hereditarias más comunes con zonas superpuestas donde los mismos 
genes son responsables de diferentes trastornos. Abreviaturas: BBS (síndrome de Barder-
Bieldl); CD/CRD (distrofias de cono/ distrofias de conos y bastones); CSNB (ceguera nocturna 
congénita estacionaria); LCA (amaurosis congénita de Leber); DM (degeneración macular); RP 
(retinosis pigmentaria); USH (síndrome de Usher). Modificada de Sangermano et al. 
(Sangermano et al., 2020). 
 
Por otro lado, la EDR no hereditaria más frecuente es la degeneración macular 
asociada a la edad (DMAE). Aunque la DMAE no se transmite de padres a 
hijos, si existen una serie de factores genéticos que aumentan el riesgo de 
padecer la enfermedad. A continuación, se describen en detalle la DMAE y la 
RP, ya que el diseño de las terapias evaluadas en esta tesis están dirigidas a 
estas dos patologías. 

1.2.1. Degeneración macular asociada a la edad. 

La DMAE (OMIM #603075) es la primera causa no hereditaria de ceguera del 
adulto en países desarrollados. Se cree que esta enfermedad afecta a más de 
9,9 millones de personas en Europa y aproximadamente 196 millones a nivel 
mundial. Debido al envejecimiento de la población, se ha calculado que la 
cantidad de pacientes que puede padecer la enfermedad se incrementará 
hasta los 288 millones en 2040. La prevalencia total de esta enfermedad es del 
3,3% en la población mayor de 65 años y se incrementa hasta un 10% a partir 
de los 70 años (Augood et al., 2006; Colijn et al., 2017; W. L. Wong et al., 
2014). El coste estimado para el tratamiento y manejo de las secuelas de la 
DMAE en Estados Unidos ronda los 5 billones de dólares anuales. 
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Numerosos estudios epidemiológicos realizados en la DMAE han 
proporcionado información muy valiosa no solo sobre la prevalencia e 
incidencia, sino también sobre la historia y los factores de riesgo de la 
enfermedad. Los principales factores de riesgo para el desarrollo de la 
enfermedad son: la edad (mayor de 55 años), la predisposición genética 
(asociada a polimorfismos de nucleótido único (SNP) de riesgo), sexo 
femenino, hipertensión arterial, hipercolesterolemia, arterioesclerosis y 
tabaquismo. Entre los componentes no genéticos, el envejecimiento y el 
tabaquismo son los principales factores de riesgo. Por otro lado, con el uso de 
nuevas tecnologías enfocadas en genética médica se ha demostrado que la 
predisposición genética ejerce un gran impacto en el desarrollo de la 
enfermedad. La DMAE parece ser que se desarrolla por la interacción de 
factores medioambientales, la predisposición genética y el envejecimiento, 
como ocurre en otras enfermedades neurodegenerativas (Jin et al., 2019).  
Además, existen diferencias raciales/étnicas que también afectan a la 
prevalencia de la enfermedad, siendo la población caucásica de mayor riesgo a 
padecer DMAE con respecto a la población hispana o negra (Fritsche et al., 
2014; Kinnunen et al., 2012; R. Klein et al., 2004). 
  
Los mecanismos moleculares por los cuales se produce la DMAE son muy 
complejos y muchos de estos mecanismos interactúan entre si para finalmente 
producir atrofia de las células del EPR y posterior degeneración crónica de los 
conos en la región macular. Actualmente, se desconoce el orden exacto de 
como ocurren todos los eventos que culminan con la perdida de la visión 
central y existen muchas hipótesis al respecto. Una de ellas se basa en el 
incremento del estrés oxidativo a nivel del EPR como uno de los primeros 
desencadenantes de todo el proceso degenerativo. El EPR al igual que los 
fotorreceptores son dos tipos celulares que diariamente están expuestos a 
altos niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) debido principalmente al 
alto consumo de O2, exposición diaria a luz ultravioleta y generación de 
productos derivados del ciclo visual como el A2E, un metabolito tóxico del 
retinol (Kinnunen et al., 2012; Tokarz et al., 2013). Debido al envejecimiento, 
algunos de los mecanismos celulares de defensa ante los ROS, como las 
enzimas antioxidantes tipo superóxido dismutasa (SOD), catalasa, glutatión 
peroxidasa y reductasa, se pueden ver mermados conduciendo entre otras 
afecciones a la acumulación de daños a nivel mitocondrial y ruptura del ADN 
(Tokarz et al., 2013). Esto a su vez conduciría a una disminución crónica en la 
producción de ATP por alteraciones en el ciclo de Krebs y disminución del 
NAD+ con la consecuente caída del balance energético afectando a procesos 
claves de la homeostasis celular como la autofagia y la degradación de 
productos de desecho (M. Zhang et al., 2020). Posteriormente, estos productos 
de desecho celular y otros provenientes del mismo endotelio se comenzarían a 
acumular entre el EPR y la membrana de Bruch causando la formación de 
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drusas y alteraciones en el grosor y permeabilidad de esta membrana basal 
(Bowes Rickman et al., 2013). Finalmente, la acumulación de drusas y cambios 
en la permeabilidad de la barrera hematorretiniana permitiría la entrada de 
células inflamatorias produciendo activación del complemento y causando una 
respuesta inflamatoria local exagerada, la cual incluso facilitaría la formación 
de más drusas e incrementaría el estrés oxidativo crónico (Kauppinen et al., 
2016). Toda la combinación de estos factores conduciría a la disfunción del 
EPR cambiando la polaridad de secreción de moléculas claves para el 
mantenimiento de la retina y de los vasos coroideos como el factor de 
crecimiento vascular endotelial (VEGF) y el factor derivado del epitelio 
pigmentario (PEDF). 

1.2.1.1. Características clínicas de la degeneración macular asociada a 
la edad. 
 
La DMAE es una enfermedad que comienza con la formación de depósitos 
focales de lípidos y proteínas en la membrana de Bruch y el EPR, conocidos 
como drusas (Figura 12B). En personas sanas mayores de 40 años puede 
haber presencia de drusas de tamaño pequeño sin que presenten ningún 
síntoma, pero si drusas de mayor tamaño se acumulan en torno a la mácula, el 
paciente puede empezar a tener una pérdida de la visión central (P. T. V. M. 
De Jong, 2006). Si la enfermedad progresa, pueden presentarse dos tipos de 
DMAE: 
 
DMAE húmeda o exudativa. Representa aproximadamente en torno al 10-
15% de los casos y se caracteriza porque su evolución es rápida y el 
pronóstico visual es peor (Figura 12C). El primer signo de este tipo de DMAE 
es la extravasación de un líquido seroso o hemorrágico que hace que la 
neuroretina o el EPR se desprenda de la membrana de Bruch provocando una 
alteración en la disposición de los fotorreceptores. Después, se produce una 
proliferación anormal de los vasos que irrigan la coroides llegando a infiltrar la 
retina dando lugar a la neovascularización coroidal (NVC). Muchos de estos 
vasos aberrantes pueden ocasionar hemorragias que luego llevan a la 
formación de extensas áreas de cicatrización en la retina (Ambati & Fowler, 
2012; Bhutto & Lutty, 2012; Lim et al., 2012). 
 
DMAE seca o atrofia geográfica. Representa del 85-90% del total de casos y 
se caracteriza por una evolución lenta y progresiva (Figura 12D) de la pérdida 
del EPR y de los fotorreceptores originando áreas de atrofia focal sobre la 
región macular conocida como atrofia geográfica (AG). (Ambati & Fowler, 2012; 
Bhutto & Lutty, 2012; Lim et al., 2012). Muchos pacientes con AG progresa a 
NVC, pero hay casos donde la NVC se da desde el inicio de la enfermedad. 
Incluso hay algunos pacientes que desarrollan DMAE seca en un ojo y húmeda 
en el otro 
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Figura 12. Representación 
gráfica de la anatomía de 
la retina en estadios 
normales y distintos tipos 
de DMAE. A) Retina 
normal con las distintas 
capas de células que la 
componen. B) A medida 
que la enfermedad 
avanza, la membrana de 
Bruch se espesa y 
aparecen las primeras 
drusas entre la membrana 
de Bruch y el EPR, 
atrayendo células 
inmunitarias como los 
macrófagos y la microglía. 
Eventualmente, la 
enfermedad puede 
progresar en una de las 
formas tardías: C) DMAE 
húmeda que se 
caracteriza por la invasión 
de vasos sanguíneos 
anormales y una 
acumulación de 
macrófagos y D) DMAE 
seca donde se observa 

una degeneración general del EPR y los fotorreceptores. Abreviaturas: EPR (epitelio 
pigmentario de la retina) y MB (membrana de Bruch). Modificada de De Jong et al. (E. K. de 
Jong et al., 2020). 
 
 
SIGNOS Y SINTOMAS DE LA DMAE 
 
Visión deformada de los objetos o metamorfopsia. Se manifiesta con una 
percepción ondulada de las líneas rectas y con las imágenes distorsionadas 
(Figura 13B). 
 
Pérdida progresiva de la agudeza visual. Incapacidad de percibir formas y 
objetos que va en aumentando pudiendo llegar a producir una ceguera 
irreversible. 
 
Perdida de la visión central. A medida que la enfermedad progresa el centro 
del campo visual del paciente puede estar manchado, distorsionado o perderse 
(escotoma central) lo que le provoca una incapacidad para realizar actividades 
cotidianas como conducir o leer, incluso pueden tener dificultad para diferenciar 
colores y reconocer rostros (Figura 13C). 
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Sensibilidad al contraste. Es más complicado distinguir las texturas y los 
cambios en el ambiente. El no ser capaz de detectar contrastes y texturas 
leves sobre aceras o escaleras puede ser peligrosa y aumentar el riesgo de 
caídas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Simulación del campo visual y tomografía de coherencia óptica. A) Individuo sano. 
B) Paciente con DMAE en fase temprana. C) Paciente con DMAE tardía. Abreviatura: EPR 
(epitelio pigmentario de la retina). 
 
Poca tolerancia a los cambios en los niveles de luz. Puede ser difícil que los 
ojos se adapten rápidamente a los cambios de luz como ocurre al conducir o 
caminar al atardecer, cuando el sol desciende o cuando se pasa de una 
habitación muy iluminada a otra oscura.  
 
Necesidad de niveles más altos de luz. Se pueden necesitar niveles de luz 
más brillantes para leer, cocinar y realizar tareas cotidianas.  
 
Percepción distorsionada de la profundidad. La incapacidad de controlar las 
distancias puede hacer más difícil caminar, lo que puede llegar a provocar 
caídas. 
 
Presencia de alucinaciones visuales conocidas como Síndrome de 
Charles Bonnet. Este síntoma no es exclusivo de la DMAE y se puede 
presentar en otras enfermedades oftalmológicas que conducen a perdida de la 
agudeza visual severa. Este tipo de alucinaciones pueden observarse hasta en 
un 10% de los casos de DMAE y en muchas ocasiones no se diagnostica. La 
principal característica de estas alucinaciones es que no se acompañan de 
trastornos psiquiátricos y se deben a la inadecuada aferencia de impulsos 
nerviosos generados en la retina, originando una mala interpretación de los 
estímulos visuales a nivel del SNC. 

DIAGNÓSTICO DE LA DMAE 

Test o rejilla de Amsler. Consiste en un test rápido y simple que se puede 
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utilizar para detectar los primeros síntomas de alguna posible alteración de la 
zona central de la retina, lugar donde está situada la mácula. La rejilla de 
Amsler es un gráfico con una cuadrícula simple. El paciente mira a través de la 
cuadrícula para ver el grado de afectación o metamorfopsia. 
 
Estudio del fondo de ojo mediante oftalmoscopía. Se realiza una 
exploración profunda de la mácula y este estudio nos permite detectar el tipo 
de DMAE que padece el paciente. La DMAE seca se caracteriza por la 
presencia de drusas grandes, alteraciones en el EPR y atrofia corioretiniana 
(Figura 14C). La DMAE húmeda se caracteriza por la presencia de un líquido 
subretiniano que se observa como una elevación de la retina, edema retiniano, 
cambio de coloración gris-verde debajo de la mácula, exudados maculares o 
perimaculares, desprendimiento del EPR y hemorragia subretiniana macular o 
perimacular (Figura 14D). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Estudio de fondo de ojo. A) Individuo sano. B) DMAE en fase temprana con drusas 
confluentes en torno a la región macular. C) DMAE seca o atrofia geográfica. D) DMAE 
húmeda. 
 
Estudio del árbol vascular mediante angiografía de fluoresceína. Muestra y 
caracteriza las membranas neovasculares coroideas subretinianas, por lo que 
es útil para el diagnóstico de la DMAE húmeda, además, puede delinear áreas 
de atrofia geográfica.  
 
Estudio de la retina mediante tomografía de coherencia óptica (OCT). Nos 
permite evaluar las diferentes capas de la retina permitiendo distinguir entre los 
dos tipos de DMAE atendiendo a la degeneración producida en las capas de la 
retina. En el caso de la DMAE seca, aporta información sobre los depósitos 
drusenoides subretinianos, los desprendimientos drusenoides del EPR, la 
coalescencia de las drusas y, además, ayuda a identificar el líquido 
intrarretiniano y subretiniano en ausencia de neovascularización coroidea 
(Gallego-Pinazo et al., 2012). 
 
Estudio genético. Permite evaluar a través de un análisis de sangre si hay 
SNP de riesgo asociados con la enfermedad.  
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1.2.1.2. Polimorfismos de nucleótido único prevalentes en la DMAE. 
 
Con el uso de las nuevas tecnologías enfocadas en genética médica se ha 
demostrado que la predisposición genética tiene un gran impacto como factor 
de riesgo en el desarrollo de la DMAE. Se han identificado numerosos SNPs 
que incrementan el riego de padecer la enfermedad (Black & Clark, 2016; 
Fritsche et al., 2014; Priya et al., 2012), quedando reflejados en la Tabla 3.  
 
Tabla 3. SNPs prevalentes en DMAE identificados hasta la fecha. 
 
Localización  GEN Vías y funciones implicadas 
rs10490924/T ARMS2/HTRA1 Desconocida, probablemente 

mitocondrial/crecimiento celular 
rs10737680/A CFH Complemento 
rs429608/G C2/CFB Complemento 
rs2230199/C C3 Complemento 
rs574982/G TIMP1 Degradación matrix extracelular 
rs4420638/A APOE Metabolismo lipoproteínas, 

arterosclerosis 
rs1865163/G CETP Metabolismo lipoproteínas, 

arterosclerosis 
rs943080/T VEGFA Angiogénesis 
rs13278062/T TNFRSF10A Muerte celular 
rs13081855/T COL8A1/FILIP1L Matriz extracelular/actividad 

antiangiogénica de células 
endoteliales 

rs8017304/A RAD51B Recombinación homóloga 
rs4698775/G CFI Complemento 
rs920915/C LIPC Metabolismo lipoproteínas, 

arterosclerosis 
rs334353/T TGFBR1 Amplia, incluyendo angiogénesis 
rs8135665/T SLC16A8 Transporte de lactato 
rs3130783/A IER3/DDR1 Muerte celular/crecimiento celular 
rs6795735/T ADMTS9/MIR548A2 Anclaje de proteoglicanos, 

inhibición de angiogénesis 
rs3812111/T COL10A1 Arterosclerosis  
rs9542236/C B2GALTL Transporte de glucosa 
Fuente: Black & Clark (Black & Clark, 2016) 
 
Aunque los mecanismos moleculares exactos a través de los cuáles estos 
SNPs pueden llevar a la formación de drusas y al desarrollo de la DMAE 
siguen siendo desconocidos, como se mencionó anteriormente, el estrés 
oxidativo, el metabolismo de los carbohidratos para generar energía, la 
degradación de lípidos y la respuesta inflamatoria están involucrados en la 
fisiopatología de la enfermedad (Figura 15) y el efecto de todos estos factores 
se pueden ver incrementados por la presencia de ciertos SNPs. 
 



Terapias avanzadas en enfermedades degenerativas de la retina 

29 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Hipótesis 
de la patogénesis de 
la DMAE. Modificada 
de Peng Zhou et al. 
(Zhou & Li, 2014). 

 

1.2.1.3 Gen FACTOR DEL COMPLEMENTO H (CFH). 
 
Los avances significativos en las tecnologías de secuenciación y los estudios 
de asociación de todo el genoma (GWAS) han proporcionado información 
adicional sobre la arquitectura genética de los fenotipo de DMAE. En el año 
2005, se identificó una variante intrónica en el gen factor del complemento H 
(CFH) (OMIM 134370), localizado en la región cromosómica 1q32, que está 
asociado con un mayor riesgo de padecer DMAE (Edwards et al., 2005; 
Hageman et al., 2005; Haines et al., 2005; R. J. Klein et al., 2005). En este gen 
se observó un cambio de una timina (T) a una citosina (C) en el exón 9. El SNP 
asociado a este haplotipo de riesgo da como resultado un intercambio de 
tirosina (Y) a histidina (H) en la posición 402 de la proteína CFH (polimorfismo 
Y402H, rs1061170). Esta asociación de riesgo ha sido respaldada en muchos 
estudios posteriores y se estima que la variante Y402H es un factor que 
contribuye en más de la mitad de los caso de DMAE. Los individuos 
homocigotos para el alelo de riesgo (CC) son aproximadamente 6 veces más 
propenso a padecer la enfermedad en comparación con aquellos con el 
genotipo sin riesgo (TT) y los que presentan un genotipo heterocigoto (TC) 
tienen una elevación del riesgo de 2.5 veces. El polimorfismo Y402H se 
encuentra en la repetición de consenso corta 7 (SCR 7), una región que se 
sabe que media la unión de CFH a polianiones como la heparina, los 
glicosaminoglicanos, fosfolípidos oxidados y la proteína C reactiva (Khandhadia 
et al., 2012; Toomey et al., 2018). 
 
La identificación de variantes específicas en el gen CFH como uno de los 
principales factores de riesgo genético para el desarrollo de la DMAE permitió 
la comprensión de la enfermedad y sirvió de apoyo a estudios previos que 
habían relacionado la cascada del complemento con la inflamación crónica que 
produce la DMAE (Anderson et al., 2002; Hageman et al., 2001; Johnson et al., 
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2001). Posteriormente, se encontraron asociaciones de riesgo genético en 
otros genes del sistema del complemento, lo que supuso el punto de partida 
para estudiar dicho sistema y sus componentes como objetivo terapéutico de la 
DMAE (Fagerness et al., 2009; Gold et al., 2006; Maller et al., 2007; Yates et 
al., 2007). 
 
El sistema del complemento es uno de los componentes evolutivos más 
antiguos del sistema inmune. Está compuesto de más de 40 proteínas y 
reguladores que se encuentran en la regulación sistémica y desempeña un 
papel esencial en la defensa del huésped contra los patógenos, la eliminación 
de células apoptóticas y complejos inmunes y las respuestas inmunes 
adaptativa. Existen tres vías con un desencadenante específico: la vía clásica 
desencadenada por un complejo antígeno-anticuerpo, la vía alternativa 
desencadenada por la unión a una célula huésped o superficie patógena y la 
vía de lectina desencadenada por polisacáridos en las superficies microbianas 
de la vía del complemento. Estas vías convergen para convertir C3 en C3b 
formando la convertasa C3, enzima que es capaz de iniciar una cascada que 
da como resultado la formación de productos de desechos 
inmunoestimuladores o anafilotoxinas, C3a y C5a, y la formación del complejo 
de ataque membrana (C5b-9), un poro de la membrana celular que puede 
causar lisis celular (Khandhadia et al., 2012; Toomey et al., 2018). 
 
CFH codifica el factor H del complemento que es principal regulador negativo 
de la fase fluida de la vía alternativa del complemento y cuyo control continuo 
es necesario debido a la naturaleza espontánea de la activación, sus 
propiedades amplificadoras y su potencial de provocar lisis celular en los 
tejidos sanos del huésped. CFH es una proteína abundante (218-654 µg/ml en 
suero) de 155 kDa compuesta por veinte unidades repetitivas de 60 
aminoácidos conocidas como repeticiones de consenso cortas, que regulan el 
complemento, y separadas por una pequeña región de 3-8 aminoácidos. CFH 
se une a C3b y acelera la descomposición de la convertasa C3 alternativa 
(Figura 16). También actúa como cofactor para la inactivación de C3b por el 
factor I del complemento. CFH se une a las superficies de las células para 
regular la activación espontánea y la amplificación de la escisión de C3 y ayuda 
a la degradación de los productos de escisión de C3 activos en las células 
huéspedes. Cabe señalar que CFH no solo funciona en la fase fluida sino 
también en la matriz extracelular y en las superficies de las células huéspedes 
a través de sus dominios de unión a polianiones (Khandhadia et al., 2012; 
Toomey et al., 2018). 
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Figura 16. Regulación de la vía alternativa del complemento por el factor H en el plasma y en 
las superficies celulares. El factor H discrimina entre células propias y patógenos mediante su 
unión a polianiones, los cuales están presentes sólo en las superficies de las células propias. El 
factor H actúa de dos formas: disocia las subunidades C3b y Bb (fragmento B del factor B) en 
la C3-convertasa y actúa como cofactor del factor I del complemento permitiendo la 
inactivación proteolítica de C3b. Modificada de Rodríguez de Córdoba et al (de Córdoba et al., 
2011). 

1.2.2. Retinosis pigmentaria 

La retinosis pigmentaria (RP, OMIM #26800) engloba a conjunto de 
enfermedades degenerativas de la retina con fenotipos clínicamente similares 
asociados con causas genéticamente heterogéneas (Jin et al., 2019). El inicio y 
la progresión de la enfermedad puede variar significativamente entre los 
pacientes, incluso dentro de la misma familia. Normalmente, los primeros 
síntomas de esta enfermedad comienzan en la adolescencia y van 
empeorando de forma progresiva hasta conducir a la ceguera en adultos 
jóvenes. 
 
La RP es la forma hereditaria más común de las distrofias retinianas con una 
prevalencia estimada de 1 por cada 4000 personas. Aunque es una 
enfermedad rara, representa la forma más común de ceguera hereditaria en el 
adulto afectando a más de un millón de personas en el mundo (Menghini et al., 
2020).  Se han identificado más de 250 genes (Figura 11) que causan distrofias 
hereditarias de la retina de los cuales alrededor de 100 genes están asociados 
con RP (https://sph.uth.edu/retnet/). Los genes asociados a RP se pueden 
clasificar funcionalmente en cinco categorías: i) fototransducción; ii) 
metabolismo de la retina; iii) desarrollo tisular y mantenimiento; iv) estructura 
celular y v) conexiones (splicing) (Berger et al., 2010). Dentro de los genes 
relacionados con estructuras celulares, cabe mencionar la presencia de 
numerosas mutaciones en genes asociadas al cilio primario o cilio conector que 
están relacionadas con RP (Wright et al., 2010). 
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1.2.2.1. Características clínicas de la retinosis pigmentaria. 
  
SÍNTOMAS DE LA RETINOSIS PIGMENTARIA 
 
Ceguera nocturna o nictalopía. Se caracteriza por presentar una adaptación 
deficiente a la oscuridad y lugares poco iluminados. En las formas autosómica 
recesivas y ligadas al cromosoma X, la enfermedad suele aparecer en los 
primero diez años de vida, mientras que en las formas dominantes lo hace en 
la segunda década. Es uno de los signos más distintivo de la enfermedad y se 
debe a la degeneración de los bastones. La ceguera nocturna no es un 
síntoma específico de RP, también puede acompañar a otras distrofias 
retinianas como la ceguera nocturna estacionaria. 
 
Pérdida del campo visual. La segunda característica o síntoma principal de la 
RP es la reducción progresiva del campo visual periférico, lo que se conoce 
como “visión en túnel” y que obliga a las personas a girar la cabeza para ver lo 
que hay a su alrededor (Figura 17). 
 

 
Figura 17. Simulación del campo visual periférico reducido de un paciente con RP (visión en 
túnel) en comparación con el campo visual de un individuo sano. 
 
Disminución de la agudeza visual. Suele aparecer después de los dos 
síntomas anteriores y se manifiesta como la dificultad para percibir formas y 
objetos. 
 
Deslumbramientos y fotopsias. Perciben luces o pequeños flashes en la 
periferia de su campo que dificultan la visión, sobre todo cuando hay excesiva 
luz. Son similares a los que sufren pacientes con migraña con aura visual. 
 
Alteración de la percepción de los colores. Aunque de forma inespecífica, 
suele afectar más al eje azul-amarillo. Se produce cuando la enfermedad está 
muy avanzada en casos donde los conos centrales están afectados.  
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Pérdida de la visión central. En casos avanzados de la enfermedad. 
 
A nivel celular, los fenotipos iniciales están relacionados con la afectación de 
los bastones. En etapas posteriores, la enfermedad puede afectar a los conos y 
finalmente causar la ceguera completa. Los fotorreceptores empiezan a morir 
lo que provoca una reducción del espesor de la capa nuclear externa así como 
lesiones y/o depósitos en el EPR. Antes de experimentar una pérdida de la 
agudeza visual, los pacientes pueden ya haber perdido una cantidad 
significativa de células fotorreceptoras.  
 
DIAGNÓSTICO DE LA RETINOSIS PIGMENTARIA. 
 
La RP requiere de valoraciones tanto funcionales como estructurales para su 
diagnóstico, dichas evaluaciones tendrán que ser valoradas dependiendo de la 
fase en la que se encuentre la enfermedad ya que los parámetros varían con el 
avance de la misma. Dentro de la evaluación estructural se encuentran las 
siguientes pruebas: 
 
Estudio del fondo de ojo mediante oftalmoscopía. Las tres características 
clásicas del fondo de ojo de un paciente con RP son: i) pigmentación de tipo 
espícula ósea; ii) atenuación arteriolar y iii) palidez cérea del disco óptico 
(Figura 18B). La pigmentación de las espículas óseas representa el 
desplazamiento hacia la retina del pigmento procedente del EPR, que se 
acumula en los espacios intersticiales que rodean a los vasos retinianos y dan 
lugar a la aparición de depósitos con forma de espículas. El aspecto grisáceo 
de un fondo de ojo suele estar relacionado con la pérdida de pigmento del 
EPR, el epitelio se vuelve más transparente y se pueden apreciar con claridad 
los vasos coroideos subyacentes. Con la atrofia del EPR y de la coroides que 
se produce en etapas más avanzadas de la enfermedad, el fondo del ojo se 
vuelve más nítido y se visualizan con facilidad los vasos coroideos de mayor 
tamaño. Cuando la enfermedad llega a su fase final, la atenuación vascular 
puede ser tan intensa que los vasos retinianos pueden tener aspecto filiforme 
(Verbakel et al., 2018). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Estudio de fondo de ojo. A) Retina de un individuo sano. B) Retina de un paciente 
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con RP donde se observan las espículas óseas y la atrofia del nervio óptico y atenuación 
vascular (atrofia de los vasos que nutren la retina). 
 
Estudio del árbol vascular mediante angiografía de fluoresceína (AGF). 
Permite evaluar con precisión la atenuación vascular, que aparecen en etapas 
tempranas, observándose un estrechamiento de las arteriolas hasta que 
finalmente desaparecen. También permite la evaluación de los cambios que se 
producen en la mácula en etapas avanzadas de la enfermedad (Verbakel et al., 
2018). 
 
Estudio de la retina mediante tomografía de coherencia óptica (OCT). Nos 
permite evaluar las diferentes capas de la retina y detectar los cambios que se 
producen en las diferentes etapas de la enfermedad. Los cambios se pueden 
detectar de manera precoz y ser medidos de forma objetiva. Las zonas de la 
retina con pigmentación anómala y en las que se encuentran espículas óseas 
hiperreflectantes están directamente relacionada con una disminución en el 
espesor de la misma.  
 
Con respecto a la evaluación oftalmológica funcional se encuentran las 
siguientes pruebas: 
 
Estudio del campo visual o campimetría. Es una herramienta muy útil para el 
diagnóstico y el seguimiento de la RP. Massof et al., observaron que podían 
dividir a sus pacientes en función de la campimetría diferenciando entre RP de 
tipo I, asociada a la pérdida de la sensibilidad de los bastones respecto a los 
conos de manera precoz y a ceguera nocturna en la infancia y, por otro lado, 
RP de tipo II que se caracteriza por una pérdida regional y combinada de la 
sensibilidad de los conos y bastones y por ceguera nocturna en adultos. No se 
ha visto que los pacientes cambien de un tipo a otro y aunque esta clasificación 
no es un reflejo de subtipos genéticos, puede que el fenotipo de mutaciones 
específicas de un gen determinado sea relativamente uniforme (Massof & 
Finkelstein, 1981; Verbakel et al., 2018). 
 
Prueba de adaptación a la oscuridad. Son pruebas patológicas desde 
estadíos precoces de la enfermedad. Esta prueba detecta el aumento de la 
sensibilidad de la retina al ir adaptando el ojo a la oscuridad. Cuando sujetos 
sanos son expuestos a oscuridad después de una adaptación con una fuente 
de luz potente, reducen rápidamente el umbral psicofísico retiniano, utilizando 
el sistema de conos, el cual está estabilizado en 5 minutos aproximadamente. 
A partir de ese momento, la adaptación de los bastones aumenta lentamente, 
antes de que se produzca una segunda adaptación después de 30 minutos en 
oscuridad (Verbakel et al., 2018). 
 
Electrorretinograma (ERG). Es una prueba fundamental para el diagnóstico 
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que mide el potencial de acción de la retina. Con esta prueba es evaluada la 
funcionalidad del fotorreceptor mediante respuestas eléctricas, las cuáles en el 
caso de la RP aparecen alteradas en fases muy tempranas. Gracias a esta 
detección precoz, el ERG es una de las pruebas neurofisiológicas más fiables 
en la para detectar precozmente la RP. El ERG consiste en aplicar flashes de 
luz de diferentes intensidades y duraciones para estimular la retina, para ello se 
emplea el electrorretinógrafo, que es el dispositivo que nos permite determinar 
la intensidad y la duración del flash. Durante la prueba, se coloca una lentilla 
corneal sobre la córnea del paciente que hará de electrodo de registro 
extravascular y recogerá las respuestas que se produzcan a la estimulación por 
la luz y las enviará a un ordenador para su procesamiento. Los distintos tipos 
de fotorreceptores presentan una fisiología diferente entre ellos, por lo tanto a 
la hora de evaluar sus respuestas, las condiciones de estimulación para el 
registro de sus respuestas también serán diferentes. En el caso de los ERG en 
RP, se observa una reducción de la respuesta de baja intensidad, inicialmente 
en evaluación escotópica (bajo nivel de luz u oscuridad, para evaluar 
principalmente bastones), que va empeorando conforme avanza la enfermedad 
(Sandberg et al., 1996; Verbakel et al., 2018) 
 
Otros exámenes complementarios. Estudios genéticos de los pacientes y sus 
familiares permiten determinar si presentan mutaciones en genes asociados 
con la enfermedad.  

1.2.2.2. Patrones de herencia de la retinosis pigmentaria. 
 
La genética de la RP es muy compleja y aunque la forma ideal de clasificar la 
RP debería ser en función de la anomalía bioquímica y asociarla a datos 
clínicos útiles y característicos, aún se está lejos de disponer de una 
clasificación unificada que sirva tanto para médicos, biólogos y genetista. 
Aunque existen múltiples clasificaciones, la del modelo de herencia mendeliano 
sigue siendo la más utilizada y se clasifica en:  
 
RP autosómica dominante (RPad). Es el segundo tipo más frecuente de RP 
hereditaria. Representa entre el 15-20% de los casos con 30 genes 
identificados (Tabla 4). Son los casos en los cuales si uno de los padres 
padece la enfermedad, se la puede transmitir a alguno de los hijos (Figura 19). 
Aunque es una de las formas menos graves de retinosis, ya que los síntomas 
aparecen más tarde, la probabilidad de transmisión a la descendencia es del 
50% (Jay, 1982; D. Y. Wang et al., 2005). 
 
RP autosómica recesiva (RPar). Es el tipo de RP hereditaria más frecuente y 
supone entre el 20-30% de los casos. Son aquellos casos en los cuales ambos 
padres son portadores asintomáticos de la enfermedad, al tener solo uno de los 
alelos afectados. La enfermedad se manifiesta en el caso de que el hijo reciba 
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el alelo mutado de cada progenitor (Figura 19). La RPar afecta de la misma 
manera a hombres y mujeres y la consanguinidad aumenta la probabilidad de 
que un rasgo recesivo se manifieste. Su gravedad es mayor aunque las 
posibilidades de transmisión están reducidas al 25%. Hasta la fecha, se han 
identificado 63 genes para RPar (Tabla 4). Entre los genes con más 
prevalencia para el desarrollo de la enfermedad están EYS (Eyes Shut 
Homolog of Drosophila), RPE65, PDE6A y PDE6B (Isabelle Audo et al., 2010; 
Barragán et al., 2010; Daiger et al., 2017; Ferrari et al., 2011; Hosono et al., 
2012). 
 

Figura 19. Patrones de herencia de la retinosis pigmentaria. 
 
 
RP ligada al cromosoma X (RPx). Es el tipo de RP hereditaria menos 
frecuente representando del 6-10% de los casos. A día de hoy, se han 
identificado 3 genes implicados en este tipo de herencia (Tabla 4). En estos 
casos encontramos que el gen recesivo afectado se localiza en el cromosoma 
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X por lo que la expresión fenotípica del gen está ligada al género, lo que 
significa que las mujeres son portadoras de gen anómalo pero solo se ven 
afectados los varones (Figura 19). La RPx se caracteriza porque la enfermedad 
no se transmite de varón a varón. Es la forma más grave de RP ya que los 
síntomas aparecen en edades temprana y la evolución es muy rápida (Daiger 
et al., 2017).  
 
Otras formas de RP. 
 
RP simple o esporádica. Aquellos casos en los que el afectado es el primer 
miembro de su familia en padecer la enfermedad y sin una vinculación a la 
herencia (Figura 19). Suponen en torno al 70% de los casos de RP (Bessant et 
al., 2001). 
 
RP digénica. Es el tipo de RP hereditaria en el que los genes alterados que 
provocan la enfermedad se localizan en dos cromosomas diferentes y la 
interacción entre ambos genes provoca la RP. Algunos casos se han asociado 
con mutaciones heterocigosis simultáneas en los genes ROM1 y PRPH2 
(Daiger et al., 2017). 
 
RP mitocondrial. Las mitocondrias tienen su ADN propio y son heredadas de la 
madre (Figura 19). Defectos en el ADN mitocondrial conducen a una gran 
variedad de trastornos sindrómicos, aunque su aparición es variable debido a 
la complejidad genética mitocondrial. Algunas de las formas del síndrome de 
Usher, que provoca RP, se cree que heredan un patrón mitocondrial (Bessant 
et al., 2001). 
 
Tabla 4. Genes causantes de RP identificados hasta la fecha. 
Enfermedad LOCI GEN 
RP autosómica 
dominante  

RPE63 ADIPOR1, ARL3, BEST1, CA4, 
CRX, FSCN2, GUCA1B, HK1, 
IMPDH1, IMPG1, KLHL7, NR2E3, 
NRL, PRPF3, PRPF4, PRPF6, 
PRPF8, PRPF31, PRPH2, RDH12, 
RHO, ROM1, RP1, RP9, RPE65, 
SAG, SEMA4A, SNRNP200, SPP2, 
TOPORS 

RP autosómica 
recesiva 

RP22, RP29 ABCA4, AGBL5, AHR, ARHGEF18, 
ARL6, ALR2BP, BBS1, BBS2, 
BEST1, C2orf71, C8orf37, CERKL, 
CLCC1, CLRN1, CNGA1, CNGB1, 
CRB1, CYP4V2, DHDDS, DHX38, 
EMC1, EYS, FAM161A, GPR125, 
HGSNAT,IDH3B, IFT140, IFT172, 
IMPG2, KIAA1549, KIZ, LRAT, MAK, 
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MERTK, MVK, NEK2, NEUROD1, 
NR2E3, NRL, PDE6A, PED6B, 
PED6G, POMGNT1, PRCD, 
PROM1, RBP3, REEP6, RGR, RHO, 
RLBP1, RP1, PR1L1, RPE65, SAG, 
SAMD11, SLC7A14, SPATA7, 
TRNT1, TTC8, TULP1, USH2A, 
ZNF408, ZNF513 

RP ligada al 
cromosoma X 

RP6, RP24, RP34 OFD1, RP2, RPGR 

Fuente: RETNET 2020 (https://sph.uth.edu/retnet/sum-dis.htm#B-diseases). 

 

1.2.2.3. Gen EYES SHUT HOMOLOG (EYS). 
 
En 2008, un equipo de investigadores liderado por el Dr. Bhattacharya y Dr. 
Antiñolo, como resultado de un estudio genético realizado con 10 familias 
españolas, identificaron un nuevo gen asociado a RP autosómica recesiva, el 
gen EYS correspondiente al locus RP25 (6q12. 1-6q15). EYS (OMIM 612424, 
NM_001142800) ocupa más de 2 Mb de ADN genómico, convirtiéndose en uno 
de los genes de mayor tamaño expresados en el ojo humano. Los detalles 
moleculares, clínicos y las investigaciones sobre el papel de EYS en la retina 
se describen, a continuación, en el artículo de revisión bibliográfica “Dissecting 
the role of EYS in retinal degeneration: Clinical and molecular aspects and its 
implications for future therapy” que se ha enviado a la revista científica 
“Orphanet Journal of Rare Disease” y actualmente se encuentra en fase de 
revisión. 
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1.2.2.3.1. Artículo 1. 
	  
Review: Dissecting the role of EYS in retinal degeneration: Clinical and 
molecular aspects and its implications for future therapy. 
 
Ana B Garcia-Delgado, Lourdes Valdes-Sanchez, Francisco J Diaz-Corrales, 
Berta de la Cerda.  
 
Manuscrito enviado a la revista “Orphanet Journal of Rare Disease” y 
actualmente en fase de revisión. 
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1.3. Opciones terapéuticas para DMAE y RP. 
 
Como ya se ha mencionado anteriormente, las EDR comprenden un grupo de 
patologías oftalmológicas que hasta la fecha tienen pocos o ningún tratamiento. 
La complejidad genética de las EDR, así como la diversidad de los 
mecanismos moleculares que llevan a la muerte de los fotorreceptores y el 
EPR ha limitado el poder encontrar tratamientos efectivos para estas 
enfermedades. Sin embargo, los avances tecnológicos y científicos de la última 
década en biomedicina y ciencias de la visión han permitido desarrollar 
tratamientos innovadores para muchas de estas EDR que hasta hace poco 
eran incurables. Con la aparición de las terapias avanzadas basadas tanto en 
terapias de reemplazo de células y de expresión de genes, así como, el estudio 
de nuevas moléculas que pueden alcanzar y modular dianas terapéuticas 
claves en el proceso degenerativo de la retina se ha abierto un nuevo abanico 
de opciones terapéuticas en oftalmología. Es importante destacar que ninguna 
de las alternativas terapéuticas que se están barajando a día de hoy debe 
verse como definitiva o excluyente del resto, sino complementaria de las 
demás y aplicable en determinados momentos atendiendo al estadio de la 
enfermedad. Las opciones terapéuticas para las EDR y el momento en el que 
pueden ser aplicadas quedan resumidas en la Figura 20. Existen diferentes 
enfoques terapéuticos, unos más conservadores como el uso de fármacos o 
medicamentos neuroprotectores y otros más punteros en cuanto a desarrollos 
tecnológicos innovadores como las prótesis artificiales y las terapias 
avanzadas. 
 
 

 
Figura 20. Diferentes estrategias para tratar las enfermedades degenerativas de la retina. Las 
terapias farmacológicas y neuroprotectoras son los mejores enfoques para tratar la enfermedad 
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cuando la degeneración de los fotorreceptores se está iniciando o ya está en curso. La terapia 
génica es apropiada durante las primeras etapas de la enfermedad cuando los fotorreceptores 
aún no están dañados. La terapia celular, la optogenética y las prótesis artificiales son 
necesarias para restaurar la visión durante las últimas etapas de la degeneración de la retina. 
Modificada de Scholl et al. (Scholl et al., 2016). 

1.3.1. Terapia farmacológica. 

Los fármacos pueden compensar un defecto bioquímico y podría ser una 
buena elección en los casos en los que se conocen algunos aspectos de la 
fisiopatología de las EDR. 
 
En la actualidad, la única terapia farmacológica disponible son inhibidores del 
factor del crecimiento endotelial vascular (VEGF), indicados para el tratamiento 
de la DMAE húmeda. Los inhibidores de VEGF son principalmente anticuerpos 
recombinantes, por lo que se trata de medicamentos caros parcialmente 
eficientes en DMAE húmeda que no proporcionan beneficios para la DMAE 
seca. Además, su posología de administración en inyecciones intravítreas es  
incomoda tanto para el oftalmólogo como el paciente, propensos a 
complicaciones. Desde un punto de vista farmacodinámico, los anti-VEGF 
actúan como supresores de la acción de VEGF, que aunque es una molécula 
esencial en la patogenia de la NVC, también exhibe efectos tróficos 
beneficiosos sobre los coriocapilares que participan en el mantenimiento de la 
función de la retina. Teniendo en cuenta lo anterior, en al actualidad se están 
llevando a cabo ensayos clínicos con nuevas moléculas que junto a VEGF se 
están aplicando para el tratamiento de DMAE neovascular. Algunos de estos 
ensayos clínicos están basados en el bloqueo combinado del VEGF y del factor 
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y, por otro lado, ensayos 
basados en el uso de PEDF que disminuye los niveles de VEGF entre otros. 
Estos ensayos están demostrando resultados positivos para DMAE 
neovascular (Muñoz-Ramón et al., 2020). 
 
Hasta la fecha, no existe un tratamiento para la DMAE atrófica aunque se están 
llevando a cabo ensayos clínicos basándose en dos estrategias, por un lado, 
las acciones destinadas a frenar la AG tanto como sea posible y limitarla a 
áreas lo más alejadas posible de la mácula, y por otro lado, tratamientos 
centrados en la regeneración de EPR y fotorreceptores en los estadios 
avanzados de la enfermedad. Los medicamentos que se están probando para 
contrarrestar la AG están centrados en el control de la inflamación actuando en 
la cascada del complemento. Aún no hay resultados claros aunque si se ha 
visto que en algunos pacientes la atrofia geográfica ha disminuido (Muñoz-
Ramón et al., 2020). 
 
Al igual que en la DMAE seca, en la actualidad no hay ningún tratamiento 
farmacológico para otras distrofias de la retina. Múltiples vías y mecanismos 
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bioquímicos se ven afectados en los fotorreceptores de pacientes con 
enfermedades degenerativas de la retina. Estas incluyen la fototransducción, la 
estructura de los IS y OS de los fotorreceptores, el cilio conector, el 
metabolismo de los lípidos, la transcripción y el empalme del ácido ribonucleico 
(ARN), el desarrollo retiniano y la función sináptica. En el EPR, los mecanismos 
afectados incluyen el ciclo visual, la fagocitosis, el tráfico de membranas y el 
transporte de iones. Esta complejidad fisiopatológica plantea desafíos para el 
desarrollo de nuevos tratamientos. 
 
Los avances en genética molecular han permitido la identificación de genes 
que codifican enzimas y proteínas de unión a retinoides del ciclo visual que 
están mutadas en enfermedades como la LCA, la enfermedad de Stargardt, las 
distrofias de conos, las distrofias de conos y bastones y la RP. En la actualidad, 
continúa en marcha un ensayo clínico donde los pacientes están siendo 
tratados con acetato de 9-cis-retinilo (QLT091001), cuyo objetivo es evitar el 
defecto bioquímico que causan la pérdida de dos enzimas esenciales en el 
ciclo visual como son RPE65 y LRAT y que conducen a la ausencia de 11-cis 
retinal y rodopsina con el consecuente deterioro de la función de los bastones y 
la degeneración de la retina. Los primeros resultados de este ensayo clínico 
han mostrado la tolerancia al tratamiento y una función visual mejorada 
(Hussain et al., 2018). 
 
En las enfermedades degenerativas de la retina causadas por mutaciones en 
ABCA4, un ciclo visual genéticamente defectuoso conlleva a la dimerización no 
enzimática de la vitamina A, lo que conduce a la agregación de retinoides 
tóxicos y acumulación de liposfuscina. Los ensayos clínicos que se están 
llevando a cabo con resultados positivos tienen como enfoque terapéutico el 
secuestro de all-trans-retinal tóxico para reducir la disponibilidad de vitamina A 
en los fotorreceptores usando inhibidores de RPE65 o antagonistas de la 
proteína de unión a retinol 4 o se administra por vía oral vitamina A con C20, 
reduciendo su dimerización (Sundaramurthi et al., 2019). 
 
Por último, mencionar los ensayos clínicos que se están realizando con 
medicamentos antiinflamatorios como la dexametasona, la minociclina y el 
acetónido de fluocinolona, que están mostrando una reducción de la 
inflamación de la retina y una conservación de la estructura y la función de la 
misma. Por otro lado, se encuentran los ensayos clínicos con antioxidantes 
como la N-acetilcisteína, protectora frente al estrés oxidativo promoviendo la 
supervivencia de los conos e inhibiendo el eje proinflamatorio del factor de 
necrosis tumoral alfa - factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa 
de células B activadas (TNFα-NF/kB) (Sundaramurthi et al., 2019). 
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1.3.2. Neuroprotección. 

Los enfoques neuroprotectores tienen como objetivo preservar la viabilidad 
neuronal mediante el bloqueo de la muerte celular o fortaleciendo los 
mecanismos endógenos de supervivencia. Se han realizado estudios de varios 
factores neurotróficos como el factor neurotrófico derivado del cerebro (BNDF), 
el factor de crecimiento básico de fibroblastos (bFGF), el factor neurotrófico 
derivado de células de la glía (GNDF) y el PEDF. Se ha evaluado la 
neuroprotección en términos de prevención de la muerte celular de los 
fotorreceptores o aumento de la liberación endógena de otras moléculas 
neuroprotectoras demostrando ser eficaces en el tratamiento de enfermedades 
degenerativas de la retina. Otro candidato neuroprotector bien estudiado es el 
factor neurotrófico ciliar (CNTF), cuyos efectos neuroprotectores y el aumento 
de la supervivencia de los conos y bastones se ha demostrado en modelos 
animales de EDR. CNTF ha sido probada en ensayos clínicos utilizando la 
tecnología de células encapsuladas en el ojo demostrando una reducción de la 
degeneración de los fotorreceptores (Muñoz-Ramón et al., 2020; Scholl et al., 
2016). 
 
Durante los últimos años, se están llevando a cabo numerosos ensayos 
clínicos con factores neurotróficos y diferentes moléculas cuyos efectos 
neuroprotectores parecen ser positivos. Cabe mencionar el factor protector de 
conos derivado de bastones (RdCVF) que se ha identificado como un 
candidato prometedor para el tratamiento de la RP y otras distrofias de conos y 
bastones. Este factor ofrece una opción de tratamiento independiente de la 
mutación. También hay que mencionar un dispositivo de liberación sostenida 
de brimonidina, agonista de los receptores alfa-2, que ha demostrado su 
capacidad de disminuir la progresión de la atrofia geográfica de manera 
significativa (Scholl et al., 2016; Sundaramurthi et al., 2019). 
 
La levodopa que controla la liberación de factores neurotróficos beneficiosos en 
enfermedades neurodegenerativas y que se ha demostrado que retrasa el 
desarrollo de la DMAE; el ácido valpróico, que es un inhibidor de la histona 
desacetilasa y cuyos estudios han demostrado que hay una mejora del campo 
visual en pacientes con RP; y los cannabinoides, en concreto el cannabinoide 
sintético HU-210 que conserva la función retiniana y reduce la pérdida de 
fotorreceptores (Sundaramurthi et al., 2019). 
 
Por último, mencionar que en nuestro laboratorio también hemos llevado  a 
cabo algunos ensayos basados en la neuroprotección con el fin de ofrecer esta 
tipo de terapia a aquellos pacientes propensos de padecer la enfermedad, o en 
pacientes en estadios muy tempranos con el fin de producir un enlentecimiento 
en la progresión de la misma. A día de hoy continuamos realizando estos 
ensayos con diferentes moléculas derivadas del resveratrol y rasagilina (Diaz-
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Corrales et al., 2016; Garcia-Delgado et al., 2018; Valdés-Sánchez et al., 
2019). 
 

1.3.3.Terapia génica. 

Se puede definir como una forma experimental de tratamiento, incluida dentro 
de la definición de terapias avanzadas, que utiliza la transferencia de genes a 
la células de un paciente para curar una enfermedad. La Agencia Española de 
Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) define terapias avanzadas 
como aquellos medicamentos de uso humano basados en genes (terapia 
génica), células (terapia celular) o tejidos (ingeniería tisular) y que incluyen 
productos de origen autólogo, alogénico o xenogénico. Se trata de nuevas 
estrategias terapéuticas y su desarrollo contribuirá a ofrecer oportunidades 
para algunas enfermedades que hasta el momento carecen de tratamientos 
eficaces.  
 
La autorización de comercialización de estos medicamentos se realiza 
mediante el procedimiento centralizado solicitado a la Agencia Europea de 
Medicamentos (EMEA), en la que se ha creado en 2009 un comité 
especializado, el Comité de Terapias Avanzadas. El Reglamento (CE) 
Nº1394/2007 del Parlamento Europeo y del Consejo de 13 de noviembre de 
2007 sobre medicamentos de terapia avanzada contempla la exclusión de 
algunos medicamentos de ese procedimiento centralizado y su autorización 
corresponde a las autoridades nacionales, en el caso de España a la AEMPS 
(página web AEMPS: https://www.aemps.gob.es/medicamentos-de-uso-
humano/terapias-avanzadas/). 
 
La terapia génica es un método que nos acerca al tratamiento de las patologías 
que afectan al ser humano basadas en la transferencia de material genético a 
las células de un individuo. Normalmente el fin de transferir material genético 
es restablecer una función celular que estaba anulada o defectuosa, introducir 
una nueva función o bien interferir con una función que ya existía. Las 
diferentes estrategias de la terapia génica se basan en la combinación de tres 
elementos básicos: el material genético que se va a transferir; el método de 
transferencia que suele ser mediante el uso de vectores virales que utilizan sus 
capacidades biológicas propias para entrar en la célula; y el tipo celular que 
incorporará dicho material genético (Ruiz Castellanos & Sangro, 2005). 
 
La terapia de reemplazo de genes, también conocida como terapia de adición o 
aumento de genes, es la opción más sencilla para tratar enfermedades 
hereditarias de la retina causadas por un defecto genético recesivo (Scholl et 
al., 2016). En 2008, tres grupos de investigación informaron del éxito al usar 
vectores virales para administrar el gen RPE65 sano en la retina de tres 
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pacientes con LCA. En estos ensayos, los pacientes recuperaron alguna 
función visual sin efectos secundarios, lo que despertó en todo el mundo 
interés en el uso de la terapia génica para el tratamiento de enfermedades de 
la retina (Bainbridge et al., 2008a; Cideciyan et al., 2008a; Maguire et al., 
2008a). En la actualidad hay en marcha numerosos ensayos clínicos basados 
en terapia génica para el tratamiento de las EDR. 
 

1.3.3.1. Definición y vías de administración. 
 
A menudo, una mutación genética conduce a la producción de una proteína 
que exhibe una disminución o ausencia de su función, o bien adquiere un papel 
nuevo o perjudicial, lo que permite conocer la fisiopatología de las 
enfermedades asociadas a mutaciones. Los avances recientes han producido 
dos enfoques terapéuticos para tratar estas enfermedades a nivel molecular: la 
terapia génica y la edición génica.	  
 
El Reglamento del Parlamento Europeo (CE Nº 1394/2007) define a los 
medicamentos de terapia génica como:  
 
“Un medicamento biológico con las siguientes características:  

• incluye un principio activo que contiene un ácido nucleico 
recombinante o está constituido por él, utilizado en seres 
humanos, o administrado a los mismos, con objeto de regular, 
reparar, sustituir, añadir o eliminar una secuencia génica; 

• Su efecto terapéutico, profiláctico o diagnóstico depende 
directamente de la secuencia del ácido nucleico recombinante 
que contenga, o del producto de la expresión genética de dicha 
secuencia. 

 
Los medicamentos de terapia génica no incluyen las vacunas contra 
enfermedades infecciosas”. 
 
Atendiendo a esta definición, se puede decir que el objetivo final de la terapia 
génica es la transferencia de nuevo material genético a la célula diana con el 
fin de modular la expresión de las proteínas que están alteradas, restablecer 
una función celular que estaba anulada o defectuosa, introducir una nueva 
función o interferir con una función ya existente (Novelli & Gruenert, 2002; 
Wood et al., 2019). Teniendo en cuenta todo lo mencionado, hay diferentes 
métodos de actuación como pueden ser:  

- Sustitución del gen mutado por una copia funcional del mismo. Se 
utiliza para enfermedades de herencia recesiva y de herencia 
dominante cuando se trata de una haplosuficiencia.  
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- Inactivación del gen mutado que no está funcionando de la manera 
adecuada o introducción de un gen entero nuevo, cuando se trata de 
enfermedades autosómicas dominantes. 

- Reparación del gen anormal por una mutación selectiva que sea 
capaz de revertir la situación 

- Regulación del grado en el que un gen se encuentra sobre o infra-
expresado. 

- Incorporación de un gen nuevo cuyo material genético aporte efectos 
beneficiosos de manera independiente al gen que está dañado 
originalmente. 

- Silenciamiento de un alelo defectuoso cuando el efecto sea tipo 
dominante negativo. 

 
Una enfermedad es candidata a ser tratada mediante terapia génica cuando se 
conoce cuál es el papel del gen en la fisiopatología de la enfermedad (Flotte, 
2007). Además, es necesaria la caracterización adecuada del sistema de 
administración del gen o vector, lo que va a permitir controlar su localización en 
el organismo así como la duración de la expresión génica.  
 
La terapia génica puede aplicarse a través de dos vías de administración del 
material genético (Figura 21). Por un lado, la terapia génica ex vivo que 
consiste en la extracción de las células del paciente a las que se le administra 
el material genético terapéutico in vitro y posteriormente son incorporadas de 
nuevo en el paciente. Por otro lado, la terapia génica in vivo, método mediante 
el cual el material genético terapéutico es administrado directamente en las 
células del paciente sin extracción previa. Aunque el control del proceso es 
mucho menor en el caso de la terapia in vivo, desde el punto de vista clínico y 
farmacéutico, es más aceptable su uso con respecto a la terapia ex vivo, ya 
que permite la utilización de vías de administración habituales. 
 
La transfección celular, proceso mediante el cual se introducen las moléculas 
de ADN en el núcleo celular, se lleva a cabo utilizando diferentes métodos. Una 
de las posibilidades, en el caso de la terapia in vivo, es la administración del 
ADN desnudo, es decir, la doble hélice de ADN se multiplica en algún tipo de 
bacteria y posteriormente es administrada. El principal inconveniente del uso 
del ADN desnudo es la degradación enzimática. Para evitar dicha degradación, 
se utilizan los vectores, que son sistemas de administración que protegen al 
plásmido, facilitan su captación celular y lo liberan en el citoplasma lo que le 
permite su correcta expresión. Existen dos tipos de vectores: virales y no 
virales. Tradicionalmente, los vectores virales han sido los más utilizados ya 
que tienen mayores niveles de transfección y de expresión del gen terapéutico. 
A día de hoy, los estudios en la tecnología de los vectores no virales han dado 
lugar al desarrollo de nuevas moléculas y técnicas con una eficiencia similar a 
los virus que cuentan con la ventaja de que se pueden producir a gran escala y 
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su baja inmunogenicidad (Aramburu del Boz et al., 2015; Pensado et al., 2016). 

 
Figura 21. Tipos de terapia génica: ex vivo e in vivo. Imagen diseñada con el software 

BioRender. 
 
 
1.3.3.2. Tipos de vectores usados en terapia génica. 
 

• Vectores virales 
 
Los virus se unen a las células diana donde liberan el material genético como 
parte del ciclo de replicación viral. El material genético liberado tiene 
“instrucciones” para producir copias del virus y llevar a cabo el secuestro de la 
maquinaria de producción normal de la célula y de esta manera el virus 
satisface sus propias necesidades. 
 
A diferencia de los virus, los vectores virales son sistemas compuestos por 
virus modificados genéticamente, lo que permite que el gen se exprese en las 
células diana sin que se produzca la replicación del virus. Estos sistemas son 
altamente eficientes en cuanto a la transfección aunque el tamaño del ADN que 
transportan es muy limitado. Además, presentan problemas de 
inmunogenicidad y un alto potencial oncogénico (Heilbronn & Weger, 2010). En 
terapia génica, cuatro tipos de virus son los más utilizados para formar los 
vectores virales: retrovirus, herpesvirus, adenovirus y virus adenoasociados 
(AAV) (Robbins & Ghivizzani, 1998). En la figura 22 se muestran los cuatro 
tipos de virus empleados como vectores y sus principales características. 
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Figura 22. Tipos de vectores virales: retrovirus, herpesvirus, adenovirus y virus 
adenoasociados. Imagen diseñada con el software BioRender.  
 

• Vectores no virales 
 
Son sistemas donde el ADN es replicado en bacterias y después se combina 
con diferentes componentes como pueden ser polímeros, péptidos, lípidos o 
mezcla de ellos. Aunque su capacidad de transfección es menor que la de los 
vectores virales, son producidos a gran escala y su coste es bajo. Pueden 
transportar moléculas de ADN más grandes y son seguros ya que no son 
inmunogénicos, ni oncogénicos puesto que el ADN que transportan no se 
inserta en el genoma de las células. Algunos de los vectores no virales que 
más se usan en terapia génica se encuentran recogidos en la figura 23 
(Adijanto & Naash, 2015; Cryan et al., 2004; de la Fuente et al., 2008; T. H. Kim 
et al., 2004; G. Liu et al., 2001; Ramaswamy et al., 2003; Trapani et al., 2014; 
Wasungu & Hoekstra, 2006; C. Zhang et al., 2004). 
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Figura 23. Tipos de vectores no virales usados en terapia génica: polímeros catiónicos, 
liposomas catiónicos y nanopartículas. Abreviaturas:  PLL (poli L-lisina); PEI (polietilenimina). 
Imagen diseñada con el software BioRender.  
 
 

• Otro tipo de transporte de ADN a la célula 
 
Además de los vectores no virales químicos anteriormente descritos hay que 
mencionar los vectores no virales físicos que facilitan el paso del ADN al 
interior de las células (Trapani et al., 2014). Entre ellos destacan: 

- Electroporación que usa pulsos de alto voltaje para facilitar el paso 
del ADN a través de la membrana celular 

- Sonoporación que a través de cavitación producida con ultrasonidos 
produce una disrupción en la membrana celular. 

- Bombardeo de partículas donde el ADN es recubierto por unas 
pequeñas partículas de oro o tungsteno, dichas partículas son 
aceleradas por un pulso de gas o una descarga eléctrica y salen 
“disparadas” hacia el interior de la célula ya que la fuerza física del 
impacto supera la barrera de la membrana celular.  
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La terapia génica es un método terapéutico que puede tratar una amplia gama 
de enfermedades genéticas devastadoras que van desde la diabetes mellitus 
tipo 1, la fibrosis quística e incluso el cáncer. Desde los primeros experimentos 
realizados y aprobados en 1990, los primeros ensayos en humanos en 2003 y 
el primer producto de terapia génica aprobado por la Unión Europea en 2013, 
el interés del sector privado en el uso de la terapia génica como producto 
farmacéutico ha ido creciendo junto con los avances en la investigación (Wood 
et al., 2019). En el campo de las patologías oculares, las terapias avanzadas 
ya son una realidad gracias a que el ojo presenta una serie de ventajas para el 
uso de este tipo de terapias: es un órgano externo y transparente, de fácil 
acceso tanto para la introducción del material terapéutico como para la 
monitorización de seguridad y eficacia por evaluación oftalmológica 
(funduscopía, ERG, OCT, etc). Por otra parte, el ojo se encuentra relativamente 
aislado del resto del organismo por la barrera hemato-ocular, lo que limita la 
dispersión de virus, genes o células ectópicas por el resto del organismo 
(Ochakovski et al., 2017). Como prueba de estos avances, en 2018 fue 
aprobado y comercializado el primer medicamento de terapia génica para 
ceguera hereditaria causada por mutaciones en el gen RPE65. El tratamiento 
consiste en una inyección en el espacio subretiniano de una dosis de virus 
adeno-asociado de serotipo 2 (AAV2) que sirve como vector para una copia 
funcional del gen RPE65. El nombre de comercialización es Luxturna® y es el 
resultado de 14 años de estudios preclínicos y clínicos en laboratorios de 
Estados Unidos y Reino Unido. Los investigadores implicados en su desarrollo 
han demostrado un claro beneficio en los pacientes tratados con esta terapia 
de aumento génico, con mejoras en la sensibilidad a la luz, el campo visual y la 
capacidad de deambulación (Russell et al., 2017). Los estudios iniciales de 
terapia con RPE65, que demostraron seguridad y eficacia, supusieron un 
enorme impulso en el campo de la terapia génica ocular (Bainbridge et al., 
2008a; Cideciyan et al., 2008a; Hauswirth et al., 2008; Maguire et al., 2008a). 
Actualmente se están desarrollando ensayos clínicos en fase I/II  para los 
genes CHM (MacLaren et al., 2014), MERTK (del inglés proto-oncogen tyroine-
protein kinase MER) (Ghazi et al., 2016) y otros (www.clinicaltrials.gov). 
 
A pesar de que la terapia de aumento de genes es muy prometedora, hay 
dudas y problemas aún por resolver. Si con el tiempo se produce una pérdida 
de eficacia clínica y fuera necesario re-administrar una segunda dosis de 
AAV2, es muy posible que la respuesta inmune al virus sea activada. Por otra 
parte, algunos ensayos han mostrado ineficacia terapéutica del aumento 
génico por falta de control de los niveles de expresión del gen ectópico o bien 
por efecto dominante-negativo. Por último, destacar la limitación en el tamaño 
de empaquetamiento de los vectores disponibles para terapia génica que hace 
inviable esta aproximación para enfermedades causadas por pérdida de 
función con un ADN de gran tamaño como es el caso de EYS, ABCA4 y 
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USHA2, que suponen más del 25% de todas las retinopatías hereditarias 
(Verbakel et al., 2018). 
 
1.3.3.3. Edición génica. 
 
La terapia génica se ha definido históricamente como la adición de nuevos 
genes a las células humanas. Sin embargo, recientemente se ha demostrado 
que la edición del genoma es una prometedora tecnología con la que puede 
manipularse con precisión la secuencia del genoma humano para lograr un 
efecto terapéutico (Maeder & Gersbach, 2016). Esto incluye la corrección de 
mutaciones que causan enfermedades, la adición de genes terapéuticos a 
sitios específicos del genoma y la eliminación de genes letales o secuencias 
del genoma. 
Clásicamente, la manipulación dirigida del genoma se puede conseguir 
mediante recombinación homóloga (RH), sin embargo, su baja eficiencia en 
células de mamíferos, llegó a limitar el uso de esta estratégica. El diseño de 
nucleasas dirigidas es un método de selección que aumenta la eficiencia de la 
RH debido a la introducción del corte en la doble cadena de ADN (DSBs, del 
inglés DNA Double-Strand Breaks). En el caso de enfermedades monogénicas, 
las herramientas de corrección incluyen nucleasas de dedos de zinc (ZFN, del 
inglés Zinc-finger nucleases), nucleasas efectoras parecidas al activador 
transcripcional (TALEN, del inglés transcription activator-like effector nucleases) 
y repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y regularmente espaciadas 
(CRISPR, del inglés Clustered Regularly interspaced Short Palindromic 
Repeats) – proteína asociada a CRISPR (Cas9, del inglés CRISPR-associated 
protein) (Carroll et al., 2006; Cong et al., 2013; Sanjana et al., 2012). ZFNs y 
TALENs son proteínas que se unen al ADN fusionadas a la nucleasa Fok1. 
Fok1 actúa como dímero y el DSB solamente se produce cuando las proteínas 
quiméricas ZFNs o TALENs actúan en las secuencias próximas. Sin embargo, 
el sistema CRISPR-Cas9 corta las secuencias diana vía nucleasa Cas9 usando 
el ARN complementario como guía hacia al secuencia de ADN de interés. Una 
vez que se ha creado una ruptura específica de DSBs, la secuencia de ácidos 
nucleicos puede ser reparada al azar mediante recombinación no homóloga 
(NHEJ, del inglés non-homologous end joining), o específicamente mediante 
recombinación homóloga (HDR, del inglés homology directed repair). 
Resumiendo, los principios fundamentales de todas las tecnologías de edición 
de genes son: i) la creación de rupturas del ADN bicatenario en sitios 
específicos predeterminados y ii) corrección de estas rupturas de la doble 
hebra mediante modificación o introducción de genes (Ceasar et al., 2016). 
 
Comparando las tres herramientas de corrección citadas, el sistema CRISPR-
Cas9 posee algunas ventajas con respecto a los otros dos sistemas. En primer 
lugar, el sistema CRISPR-Cas9 es más fácil de diseñar y de usar porque solo 
requiere el diseño de un ARN simple en lugar de la síntesis de una proteína 
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guía nueva como en el caso de ZFN y TALENs. Además, CRISPR-Cas9 puede 
dirigirse simultáneamente a múltiples sitios del ADN genómico de las células si 
se proporcionan múltiples ARN simples (Dai et al., 2016). 
 

• CRISPR-Cas9: definición y aplicaciones. 
 
La metodología CRISPR-Cas9 (Figura 24) se basa en un sistema de defensa 
bacteriano frente a otras bacterias y virus que introducen cortes de doble 
cadena de ADN en secuencias específicas (Bhaya et al., 2011; Mojica et al., 
2005). Su manipulación como herramienta biotecnológica permite diseñar e 
introducir cambios en la secuencia de ADN genómico de células eucariotas de 
manera altamente específica, por lo que en los últimos años CRIPR-Cas9 ha 
adquirido numerosas aplicaciones biotecnológicas (Jinek et al., 2012). 
 

 
 
Figura 24. Esquema que representa la edición génica mediante el sistema CRISPR-Cas9. 
Cas9 dirigida por el ARN guía (sgARN) corta el ADN en un sitio específico gracias a la 
presencia de la secuencia PAM (del inglés protospaacer adjacent motif). Las roturas que se 
producen en la doble cadena se reparan mediante recombinación no homóloga (NHEJ) o 
recombinación homóloga (HDR). Abreviaturas: sgARN (ARN guía); PAM (del inglés 
protospaacer adjacent motif); NHEJ (recombinación no homóloga); HDR (recombinación 
homóloga). Imagen diseñada con el software BioRender.  
 
 
El sistema está formado por una ribonucleoproteína (RNP) que contiene la 
nucleasa, denominada Cas9 y es la que produce una rotura de doble cadena 
en el ADN de la célula huésped, junto con el ARN guía, que lleva la información 
de la especificidad de la secuencia (Dai et al., 2016; Jinek et al., 2012). Para 
dirigir el corte a una secuencia diana, el ARN guía contiene una zona de 
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restricción denominada PAM (del inglés protospaacer adjacent motif). Se trata 
de una secuencia de 2 a 6 bases adyacentes a la secuencia de reconocimiento 
del ARN guía. En el caso de Cas9, la nucleasa más usada hasta el momento, 
procedente de Streptococcus pyogenes, la secuencia PAM es un triplete NGG. 
Un corte de doble cadena en el ADN es incompatible con la supervivencia de la 
célula, por lo que la actividad de la nucleasa induce la reparación sin molde 
homologo, o bien con un molde por recombinación homóloga (Iliakis et al., 
2004). La reparación NHEJ genera mutaciones de inserción o deleción (indel) y 
no requiere de un ADN molde, además este mecanismo tiene un nivel de 
actividad en la célula muy superior al HDR, por lo que las aproximaciones 
terapéuticas en las que el objetivo sea destruir la expresión de un gen son 
mucho más sencillas de alcanzar que cuando se trata de reparar una mutación 
específica (Burnight et al., 2018). 
 
CRISPR-Cas se puede utilizar para eliminar la expresión de genes específicos, 
activar la expresión de otros, ayudar en la introducción de ADN extraño en el 
genoma y modificar epigenéticamente el ADN in vivo (Cabral et al., 2017). 
Similar a la terapia génica, los vectores virales recombinantes se usan 
normalmente para administrar los componentes del sistema CRISPR-Cas a las 
células de interés, pero existen otros métodos de administración que incluyen 
vectores no virales físicos como por ejemplo la electroporación, así como otros 
vectores no virales como liposomas y nanopartículas (Lino et al., 2018).  
 
Aunque estamos en una fase muy activa de innovación y puesta a punto de 
esta metodología, ya ha habido ensayos prometedores para su uso 
terapéutico. La primera demostración de que este sistema se puede usar en 
terapia, se realizó sobre modelos de ratón de tirosinemia, a los que se les 
inyectó un sistema de edición CRISPR-Cas9 y gracias a la recombinación 
homóloga se llevo a cabo la corrección de 1/250 hepatocitos. Posteriormente, 
la expansión de las células corregidas tuvo un efecto terapéutico (Yin et al., 
2014). A pesar de que el uso de CRISPR-Cas para el tratamiento de 
enfermedades aún está en su infancia, existe un gran potencial para que esta 
tecnología tenga un impacto dentro de la oftalmología, donde ya se está 
implantando con éxito a través del tratamiento ex vivo de células iPS derivadas 
de pacientes enfermos con RP, LCA y otras (Bassuk et al., 2016; Cho et al., 
2018; Tang et al., 2016). Además, esta tecnología se ha utilizado in vivo para 
corregir una variedad de mutaciones en modelos de ratón con distrofias 
retinianas (Bassuk et al., 2016; Cho et al., 2018; W. H. Wu et al., 2016).  Por 
otro lado, se está utilizando CRISPR-Cas para generar modelos animales que 
permitan estudiar enfermedades humanas (H. Yang et al., 2013; Zuo et al., 
2017). 
 
Una de las preocupaciones más importantes que genera el sistema CRISPR-
Cas son las mutaciones no intencionadas que surgen por un corte esporádico 
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de la doble hebra de ADN por inexactitud del direccionamiento de la guía de 
ARN y su reconocimiento defectuoso de la secuencia PAM. Esto ha llevado a 
las áreas de investigación activas a aumentar la especificidad de CRISPR-Cas 
y detectar mutaciones fuera del objetivo a través de predicciones de algoritmos 
in sílico, selección in vitro y ensayos completos del genoma (Wood et al., 
2019). 
 
Aunque los intereses del sector privado en la edición de genes no han 
progresado tanto como la terapia génica, ya comienza a causar un impacto. 
Dos empresas están a la vanguardia de los ensayos clínicos basados en 
CRISPR-Cas. Editas Medicine (Cambridge, MA) anunció recientemente su 
intención de presentar una nueva solicitud de un medicamento en investigación 
para tratar la LCA. Además, la compañía planea tener tres ensayos clínicos en 
etapa inicial y dos en etapa tardía para 2022. Por otro lado, CRISPR 
Therapeutics (Zug, Suiza) está llevando a cabo ensayos clínicos para tratar la 
beta talasemia, un tipo de trastorno sanguíneo hereditario que se caracteriza 
por la síntesis reducida o ausencia de cadenas beta de hemoglobina lo que 
provoca el desarrollo de anemia (Wood et al., 2019). Por lo tanto, se podría 
concluir que aunque a día de hoy CRISPR-Cas es un sistema que aún no ha 
alcanzado su madurez, está adquiriendo un fuerte  impacto en la comunidad 
científica y existe un gran potencial para que esta tecnología sea empleada 
para el tratamiento de enfermedades dentro del campo de la oftalmología así 
como otras muchas áreas. 

1.3.4. Terapia optogenética. 

La optogenética es una técnica combina métodos ópticos (destellos de luz que 
provienen de un láser o un diodo de emisor de luz (LED)) con métodos 
genéticos para transferir a un grupo específico de neuronas el ADN que 
codifica proteínas de origen microbiano sensibles a la luz. Está centrada en el 
uso de opsinas microbianas que con una alta precisión temporal, pueden ser 
activadas por la luz. Estas opsinas destacan porque son capaces de cambiar 
de configuración ante una adecuada frecuencia electromagnética y abrir poros 
en las membranas neuronales, produciendo una alteración del nivel de 
polarización de las neuronas. Además, estas opsinas son consideradas la parte 
óptica de la optogenética ya que tienen la capacidad de controlar su expresión 
dentro de unas  células y no de otras (Figura 25). Gracias a los avances en 
biología e ingeniería genética, este control genético es posible. La terapia 
optogenética una herramienta ideal para identificar el funcionamiento de 
circuitos cerebrales neuronales y está levantando muchas expectativas dentro 
de la comunidad neurocientífica, ya que supone un gran avance para estudiar y 
tratar diversas enfermedades neurodegenerativas (Scholl et al., 2016; Tye & 
Deisseroth, 2012) 
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Figura 25. Principio de optogenética en neurociencia. Tanto para activar como para inhibir, la 
optogenética resuelve el problema de falta de especificidad de estimulación eléctrica. Solo las 
neuronas que expresan opsinas son activadas por el láser. Modificada de Deisseroth 
(Deisseroth, 2011). 
 
En el campo de la oftalmología, se han visto resultados prometedores en 
modelos celulares y animales y los primeros ensayos clínicos se han iniciado, 
concretamente en pacientes con RP donde se pretende aplicar la terapia 
optogenética como forma de restaurar la visión al enfocar tipos específicos de 
células en la retina con optogenes que permiten que las células no sensibles a 
la luz se vuelvan sensibles (Scholl et al., 2016; Tye & Deisseroth, 2012).  

1.3.5. Prótesis artificiales. 

Las prótesis retinianas son pequeños dispositivos que contienen 
microelectrodos capaces de convertir la luz en impulsos eléctricos. Dentro del 
ojo, se han implantado microchips en posición epiretinal, subretinal y 
supracoroidal. Cada tipo de implante tiene sus ventajas e inconvenientes 
(Cheng et al., 2017). Actualmente se están llevando a cabo investigaciones en 
prótesis de retina, algunas de las cuáles ya han sido aprobadas en Europa y 
Estados Unidos. Entre estas están, Argus II de Second Sight Medical Products 
(Figura 26) e IRIS II de Pixium Visium que están formadas por un conjunto de 
electrodos múltiples que se implantan en la zona epiretinal del ojo para 
estimular eléctricamente las células ganglionares. Ambos dispositivos son 
electrodos que requieren de la interacción de una serie de componentes como 
una cámara de video alojada en las gafas del paciente y una unidad de 
procesamiento que procesa la imagen y convierte la información visual en un 
patrón espacio-temporal de estímulos eléctricos que eventualmente se envían 
a los electrodos. La resolución relativamente baja de los chips (60 electrodos 
en el caso de Argus II y 150 en el caso de IRIS II) permite a los pacientes 
experimentar percepciones simples, lo que indica que el cerebro puede 
aprender a elaborar señales primitivas de la retina. A día de hoy ambos 
dispositivos se han usado en pacientes afectados con RP aunque Argus II ya 
se ha empezado a implantar en casos de DMAE (Benfenati & Lanzani, 2018; 
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Cheng et al., 2017; Özmert & Arslan, 2019). 
 
Los chips sensibles a la luz, compuestos de fotodiodos conectados a 
electrodos estimulantes que imitan la función de los fotorreceptores, 
generalmente se implantan en el espacio subretiniano sustituyendo a los 
fotorreceptores degenerados. Los dispositivos Alpha IMS de Retina Implant AG 
y Prima de Pixium Visium (Figura 26), son chips activos en los que una gran 
variedad de unidades de fotodiodos convierten la luz en una estimulación 
eléctrica de la retina externa. Alpha IMS es directamente sensible a luz 
ambiental pero necesita cableado para la fuente de alimentación. Por otro lado, 
Prima se alimenta de forma inalámbrica con un haz de infrarrojos que alimenta 
y envía la información al chip fotovoltaico, pero necesita una cámara externa 
para convertir la imagen visual en la información y el suministro de infrarrojos. 
Prima muestra una arquitectura más avanzada en la que cada “unidad de 
píxeles” se compone de 3 fotodiodos en serie que son sensibles a la luz 
infrarroja y un electrodo que inyecta corriente en el tejido con un retorno 
concentrado a nivel local que evita que la corriente se difunda a las áreas 
retinianas adyacentes. Alpha IMS se encuentra en una etapa avanzada de 
experimentación humana en pacientes con RP y ya ha sido aprobado su uso 
en Europa, mientras que Prima se ha implantado en ratas y monos con 
resultados prometedores de rescate visual y sus estudios están centrados en la 
aplicación del dispositivo en pacientes con DMAE seca atrófica (Benfenati & 
Lanzani, 2018; Manfredi et al., 2019). 

 
 
Figura 26. Ejemplos de algunas de las prótesis retinianas que actualmente se encuentran en 
desarrollo. Abreviaturas: VPU (unidad de procesamiento de la visión); DS (DropSens); IR 
(infrarrojo). Modificada de Manfredi et al. (Manfredi et al., 2019). 
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A pesar de las propiedades tecnológicas avanzadas de los dispositivos 
mencionados, los problemas comunes que presentan son la biocompatibilidad 
limitada de los chips rígidos, la incapacidad de cubrir áreas retinianas grandes, 
altos niveles de impedancia y producción de calor. Es por ello que actualmente 
se están llevando a cabo investigaciones con polímeros orgánicos que se 
pueden fabricar fácilmente y son compatibles con los tejidos debido a la 
conformación y biocompatibilidad intrínseca ya que se trata de polímeros de 
carbono similares a las macromoléculas biológicas. Cabe mencionar el poli (3-
hexiltiofeno-2,3-diilo) regioregular (RR-P3HT) ya que es el material más 
estudiado a día de hoy para prótesis orgánica de retina y el único empleado 
con éxito en experimentos in vivo hasta el momento (Benfenati & Lanzani, 
2018; Manfredi et al., 2019). 

1.3.6. Terapia celular. 

El Reglamento del Parlamento Europeo (CE Nº 1394/2007) define a los 
medicamentos de terapia celular como:  
 
“Un medicamento biológico con las siguientes características: 

• contiene células o tejidos, o está constituido por ellos, que ha sido 
objeto de manipulación sustancial de modo que se hayan alterado 
sus características biológicas, funciones fisiológicas o 
propiedades estructurales pertinentes para uso clínico previsto, o 
por células o tejidos que no se pretende destinar a la misma 
función esencial en el receptor y en el donante. 

• se presenta con propiedades para ser usado por seres humanos, 
o administrado a los mismos, con objeto de tratar, prevenir o 
diagnosticar una enfermedad mediante la acción farmacológica, 
inmunológica o metabólica de sus células o tejidos” 

 

1.3.6.1. Células madre: definición y clasificación. 
 
Una célula madre se define como aquella célula que tiene la capacidad de 
renovarse durante la vida del organismo y al mismo tiempo produce una 
progenie celular que madura y se diferencia en las células específicas de los 
órganos que constituyen. El equilibrio entre las poblaciones de células madre y 
las células diferenciadas es fundamental para el desarrollo embrionario y para 
el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos. 
 
Como se ha mencionado, hay dos características principales que definen a una 
célula madre, su capacidad de autorrenovarse y su capacidad pluripotente 
(Figura 27), ya que bajo ciertas condiciones fisiológicas o experimentales, 
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puede ser inducida a convertirse en células con funciones especializadas 
(Evans & Kaufman, 1981; Thomson, 1998). La autorrenovación y la 
pluripotencia hace que las células madre sean únicas. La capacidad 
pluripotente es quizás la característica más relevante de las células madre 
desde un punto de vista terapéutico, ya que las células madre tienen la 
capacidad de diferenciarse a cualquier tipo de célula que constituya un 
organismo adulto porque han demostrado que son capaces de diferenciarse 
hacia las tres capas germinales: ectodermo, mesodermo y endodermo.  
 

 
 
Figura 27. Características de las células madre. Las capacidades de autorrenovación y de 
pluripotencia son cruciales para la formación de los 200 tipos celulares diferentes que forman 
un individuo sano. Imagen diseñada con el software BioRender. 
 
Hay dos formas de clasificar las células madre, dependido de su capacidad de 
diferenciación o potencial o dependiendo de su origen. Atendiendo a su 
capacidad para diferenciarse en otros tipos celulares, las células madre pueden 
ser totipotentes, pluripotentes, multipotentes o unipotentes.  
 
Células totipotentes. Células madre que son capaces de diferenciarse en 
todos los tipos celulares posibles. Tienen una capacidad de organización para 
generar un organismo completo (Niwa, 2007). En mamíferos, solo el cigoto y 
los primeros blastómeros son totipotentes.  
 
Células pluripotentes. Células madre que pueden dar lugar a tipos celulares 
de las tres capas germinales: ectodermo, mesodermo y endodermo. Se 
diferencian de las totipotentes en que las células pluripotentes no dan lugar al 
trofectodermo, que es el tejido que formará la placenta en un embrión en 
desarrollo. Un ejemplo de células pluripotentes son las células de la masa 
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celular interna (ICM), específicas del embrión temprano (Pera & Tam, 2010).  
 
Células multipotentes. Células madre más diferenciadas que pueden dar 
lugar a todos los tipos celulares dentro de la misma capa germinal. Esta 
propiedad es típica de células madre adultas que permiten la regeneración del 
tejido dentro del órgano donde están localizadas. Por ejemplo, las células 
madre mesenquimales pueden dar lugar a células óseas, musculares o 
adiposas.  
 
Células unipotentes. Células madre que solo pueden genera un tipo celular, 
como por ejemplo las células madre espermatogoniales que solo pueden 
formar espermatozoides (Jaenisch & Young, 2008). 
 
Por otro lado, la clasificación de las células madre atendiendo a su origen tiene 
en cuenta el tejido del que han sido aisladas y se pueden clasificar en células 
madres embrionarias, células madre germinales y células madre somáticas o 
adultas.  
 
Células madre embrionarias (ESC). Son células derivadas del epiblasto del 
blastocisto obtenidas en las fases iniciales del desarrollo embrionario. Se 
pueden expandir de forma indefinida en condiciones de cultivos in vitro 
adecuadas aunque es difícil encontrar una fuente estable de ESC humanas, y 
además, hay que tener en cuenta las consideraciones éticas asociadas al uso 
de embriones humanos para aislarlas (Evans & Kaufman, 1981; Thomson, 
1998; J. Yu & Thomson, 2008) 
 
Células madre germinales. Se aíslan de la cresta germinal de un feto con 
varias semanas de desarrollo y son las células que dan lugar a los gametos 
(espermatozoides y ovocito) aunque potencialmente podrían originar otros tipos 
celulares (J. Yu & Thomson, 2008) 
 
Células madre adultas o somáticas. Son células indiferenciadas que se 
localizan en tejidos adultos o fetales ya diferenciados. Tienen una capacidad 
limitada de autorrenovarse y generalmente solo pueden diferenciarse en los 
tipos celulares asociados con el tejido del que proceden. Muchos tejidos tienen 
nichos de células madre somáticas, como es el caso del páncreas, el cerebro, 
la médula ósea, la piel, la sangre y el ojo, entre otros.  
 

1.3.6.2. Células madre de pluripotencia inducida (iPSCs). 
 
Durante muchos años, atendiendo al “paisaje epigénético” descrito por Conrad 
Waddington, la diferenciación celular se consideró un proceso que se producía  
en un único sentido, es decir, desde un estado inmaduro hasta un estado 
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diferenciado maduro, pensándose que la información genética que no era 
necesaria se inactivaba o se eliminaba de forma definitiva en las células 
relacionadas con un estado de diferenciación específico o totalmente 
diferenciadas (Creighton & Waddington, 1958; Weismann et al., 1894). 
 
En 1962, Sir John Gurdon logró transferir el núcleo de una célula somática de 
un renacuajo a un ovocito, generando ranas clonadas y demostrando que las 
células somáticas son capaces de retener la información genética y que podían 
revertir su estado diferenciado si eran manipuladas artificialmente (Gurdon, 
1962). Años más tarde, fue demostrado que forzando la expresión del gen de 
diferenciación miogénica 1 (Myod1) se permitía la conversión directa de 
fibroblastos de ratón en mioblastos (Davis et al., 1987). 
 
Por lo tanto, se puede afirmar que tanto la transferencia nuclear de células 
somáticas como la reprogramación directa fueron dos descubrimientos que 
sentaron las bases para desarrollar el concepto de “pluripotencia inducida”. 
Aunque fue en el año 2006 cuando Shinya Yamanaka y su grupo de 
investigación descubrieron las células madre de pluripotencia inducida (iPSCs), 
lo que supuso un gran salto en esta área de investigación ya que demostraron 
que activando una serie de genes en las células somáticas se revertía su 
estado diferenciado hacia un estado pluripotente. Este descubrimiento le 
supuso ser galardonado con el Premio Nobel a finales de 2012.  
 
1.3.6.3. Sistemas de reprogramación. 
 
Las iPSCs fueron generadas por primera vez utilizando retrovirus para 
introducir y expresar ectópicamente cuatro factores de transcripción asociados 
a pluripotencia (octamer-binding transcription factor 4 (Oct4), sex determining 
region Y-box 2 (Sox2), Kruppel-like factor 4 (Klf4), avian myelocytomatosis viral 
oncongen homolog c (c-Myc)) (OSKM) definidos en células embrionarias y 
adultas de ratón (Takahashi & Yamanaka, 2006). Un año después, Yamanaka 
y colaboradores, utilizaron la misma metodología para generar iPSC humanas 
partiendo de fibroblastos humanos (Takahashi et al., 2007). Ese mismo año y 
de forma paralela, Yu y colaboradores reprogramaron fibroblastos humanos 
utilizando los factores de transcripción Oct4, Sox2, Nanog y Lin28 (J. Yu et al., 
2007). 
 
Desde su descubrimiento, una gran variedad de células somáticas obtenidas 
de diferentes tipos de tejidos han sido reprogramadas exitosamente para 
generar iPSCs como por ejemplo: fibroblastos adultos y embrionarios 
(Takahashi et al., 2007; J. Yu et al., 2007), queratinocitos (Aasen et al., 2008), 
tejido adiposo (Sun et al., 2009), sangre periférica (Loh et al., 2009), sangre del 
cordón umbilical (Giorgetti et al., 2009), células derivadas del líquido amniótico 
(Ye et al., 2009) y células precursoras neurales (J. B. Kim et al., 2009) entre 
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otras.  
 
La introducción de los factores de transcripción OSKM en las células diana es 
un proceso esencial para inducir la pluripotencia. A día de hoy, hay distintos 
sistemas de reprogramación que se agrupan en función de su naturaleza viral 
(vectores virales y no virales) o de su capacidad para integrarse en el genoma 
de la célula huésped (sistemas integrativos y no integrativos). Dentro de los 
sistemas integrativos destaca el uso de lentivirus y retrovirus, aunque al ser 
métodos integrativos pueden producir alteraciones cromosómicas e influir en 
las características de las líneas celulares obtenidas (Kang et al., 2015; Rony et 
al., 2015; Schlaeger et al., 2015). 
 
Se ha llevado a cabo el desarrollo de diferentes sistemas no integrativos como 
son transposones, vectores lentivirales extraíbles, vectores episomales y 
minicirculares, vectores virales no integrativos (adenovirus y virus Sendai), 
proteínas recombinantes, vectores sintéticos de ARN mensajero (ARNm) o 
reprogramación química con el fin de reducir o eliminar las posibles 
alteraciones en el genoma y para mantener o mejorar la eficiencia del proceso 
de reprogramación (Malik & Rao, 2013). 
 
Entre todos los métodos mencionados hay que destacar el virus Sendai (del 
inglés Sendai virus, SV) ya que es uno de los métodos no integrativos más 
seguro y eficaz para reprogramar células somáticas dando lugar a iPSCs sin 
alteraciones en el genoma (del inglés footprint-free iPSCs) (Schlaeger et al., 
2015). SV es un virus de ARN monocatenario negativo que no está integrado 
en el genoma del huésped y no es patógeno para los humanos (Li et al., 2000). 
El genoma del SV codifica para las distintas subnidades de la ARN polimerasa, 
el receptor de ácido siálico o hemaglutinina-neuraminidasa, las proteínas 
estructurales que forman la envuelta viral y una proteína de fusión que se 
activa por acción de una proteasa y fusiona la envuelta viral con la membrana 
de la célula huésped. El SV destaca por dos propiedades fundamentales, por 
un lado, se trata de un virus que infecta una gran cantidad células de distintas 
especies animales debido al ácido siálico, compuesto que está presente en la 
superficie de gran cantidad de especies animales, y es el mecanismo por el 
cual el SV infecta a las células y por otro lado, los vectores de ARN que 
componen el virus permanecen en el citoplasma, por lo tanto, no alteran la 
información genética de la célula huésped ya que no se integran en su genoma 
(Fusaki et al., 2009; Seki et al., 2010). 
 
Para llevar a cabo la reprogramación celular, se utilizan vectores del virus 
donde se ha modificado el gen que codifica la proteína de fusión, y, también se 
han introducido mutaciones para que determinadas proteínas sean sensibles a 
la temperatura. Gracias a estas modificaciones se evita la transmisión y 
propagación del virus hasta que finalmente son eliminados del citoplasma de la 
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célula que infectan (Fusaki et al., 2009; Inoue et al., 2003). A día de hoy, ya 
existe un kit de reprogramación de grado clínico (del inglés, CTS™ 
CytoTune™-iPS 2.1 Sendai Reprogramming Kit) lo que supone un 
avance importante a la hora de reprogramar células somáticas bajo 
condiciones de buenas prácticas de producción (GMP, del inglés Good 
Manufacturing Practice). Por último, mencionar algunos de los inconvenientes 
del sistema SV entre los que conviene destacar la eliminación del virus 
relativamente lenta de la célula huésped y la dificultad de usar otros factores de 
reprogramación ya que se depende de un kit comercial (Schlaeger et al., 2015). 
 
1.3.6.4. Cultivo y caracterización de iPSCs. 
 

• Cultivo 
Desde que las iPSCs fueron descubiertas en 2006, se han descrito 
numerosas condiciones de cultivos con el fin de ir mejorando y satisfacer 
todas las necesidades que presenta este tipo celular. Para mantener la 
línea celular en unas condiciones de cultivo óptimas y que, además, 
mantengan su capacidad pluripotente, es necesario que tanto el medio de 
cultivo, las matrices como los métodos de subcultivo se utilicen de manera 
adecuada. 
 
Generalmente, se podrían distinguir dos sistemas de cultivo de iPSCs: 
cultivos basados en el uso de células feeder o alimentadoras (feeder-
systems) y cultivos libres de células feeder o alimentadoras (feeder-free 
systems) (Skottman & Hovatta, 2006). 
 
Por un lado, los sistemas de cultivo feeder están basados en el uso de 
fibroblastos que se han inactivado mitóticamente y cuya función es 
principalmente el enriquecimiento del medio de cultivo con proteínas de la 
membrana extracelular y factores de crecimiento necesarios para el cultivo 
de las iPSCs. Este tipo de sistemas se uso por primera vez para el 
aislamiento y cultivo de ESCs y, a día de hoy, se sigue utilizando (Hoffman 
& Carpenter, 2005; Skottman & Hovatta, 2006). Por otro lado, los sistemas 
libres de feeders son aquellos en los que el medio es suplementado con 
proteínas y factores de crecimiento que compensen la ausencia de las 
células alimentadoras. El uso de estos sistemas permite realizar 
experimentos de citometría de flujo o análisis molecular que no se pueden 
realizar con los sistemas de cultivo feeders debido a la mezcla de tipos 
celulares. Cuando es preciso cambiar de un sistema de cultivo con feeders 
a otro sin feeders, es importante tener en cuenta que este pase puede ser 
muy dañino para las células y deben utilizarse protocolos que se adapten 
mejor a las células con las que estamos trabajando (Wagner & Welch, 
2010). 
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Conviene destacar que tanto para los sistemas feeders como para los libres 
de feeders es imprescindible un correcto mantenimiento de los cultivos 
basado principalmente en el cambio diario de medios y evitando la 
diferenciación celular mediante subcultivos realizados manera regular. Para 
llevar a cabo el subcultivo celular, es necesario saber que las células se 
levantan formando agregados o fragmentos, excepto en aquellos 
experimentos donde sea necesario un separación total de las células. 
Además, para que el mantenimiento de las iPSCs sea el correcto, es muy 
importante conocer el tamaño óptimo de los agregados, ya que si son 
demasiado pequeños no se adhieren al cultivo y si son demasiado grandes 
de lo normal se diferencian (Beers et al., 2012; Skottman & Hovatta, 2006). 
 
• Caracterización 
Cuando se genera una nueva línea de iPSCs es necesario testar su calidad 
mediante la caracterización de la misma. Para ello se llevan a cabo una 
serie de pruebas donde se estudia la capacidad pluripotente de la línea 
generada y se detectan las posibles anormalidades que pueden afectar al 
comportamiento y seguridad celular. Por lo general, para realizar la 
caracterización de una nueva línea de iPSCs se llevan a cabo las siguientes 
pruebas (Adewumi et al., 2007; Crook et al., 2010; Martí et al., 2013):  
 

ü Estudio de la morfología. Morfológicamente, las colonias de iPSCs 
obtenidas deben ser idénticas a las ESCs. Deben tener un ratio 
núcleo/citoplasma elevado, bordes muy definidos y nucléolos 
prominentes.  
 

ü Evaluación de la capacidad pluripotente. La detección de la 
capacidad pluripotente de la línea generada se puede estudiar a 
través de su específica actividad enzimática mediante el uso de 
enzimas como la fosfatasa alcalina que como resultado de su 
actividad enzimática aporta una coloración azul/morada a las células 
(Sharma et al., 2014). Posteriormente, para continuar confirmando la 
capacidad pluripotente de la línea generada, se realizan técnicas de 
inmunocitoquímica y microscopía o de inmunocitoquímica y 
citometría de flujo donde se detectan marcadores de superficie como 
por ejemplo SSEA3, SSEA4, TRA-1-60 y TRA-1-81, y marcadores 
intracelulares como por ejemplo NANOG, SOX2 y OCT4. 
 

ü Estudios de expresión génica. Se estudia la expresión de genes 
relacionados con la pluripotencia ya que las iPSCs tienen que tener 
un perfil de marcadores similar a las ESCs. Estos genes son 
NANOG, OCT4, SOX2 o TERT, entre otros. Por otro lado, a nivel de 
expresión génica, es necesario confirmar el silenciamiento o 
eliminación de los vectores que se han utilizado para introducir los 
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factores de reprogramación en las células dianas. 
 

ü Evaluación de la estabilidad genética. Está demostrado que largos 
periodos de cultivo de las células iPSCs pueden dar lugar a 
alteraciones cromosómicas, por ello es necesario realizar técnicas de 
cariotipado que verifiquen la ausencia de estas alteraciones. 
Normalmente, para detectar cambios en la dotación cromosómica de 
las iPSCs, la técnica más utilizada es el cariotipo convencional por 
bandas G. 

 
ü Estudios de identificación celular. Mediante análisis de microsatélites 

(del inglés short tandem repeats, STRs) se estudia la huella genética 
necesaria para confirmar que la línea de iPSCs generada procede de 
la célula somática de origen. Esta técnica también se utiliza para 
detectar la presencia de un tipo celular de diferente origen, lo que 
indicaría contaminación por células feeders (si es el caso). 

 
ü Capacidad de diferenciación. Se puede llevar a cabo con ensayos in 

vitro mediante la formación de cuerpos embrionarios o ensayos in 
vivo mediante la formación de teratomas en ratones 
inmunodeprimidos y se utiliza para estudiar la capacidad de las 
iPSCs para diferenciarse hacia las tres capas germinales: 
endodermo, ectodermo y mesodermo.  

 

1.3.6.5. Aplicaciones biomédicas de las iPSCs. 
 
La tecnología de las iPSCs es una herramienta prometedora de gran potencial 
para su uso en biomedicina. Las iPSCs son una fuente celular de fácil acceso e 
inagotable que tienen la capacidad de diferenciarse hacia cualquier tipo celular 
bajo los estímulos adecuados. Además, las iPSCs se alejan de los problemas 
éticos relacionados con las ESCs, ya que se obtienen sin necesidad de trabajar 
con embriones humanos (Hirschi et al., 2014; J. Zhao et al., 2013). 
 
Basándonos en estas propiedades y teniendo en cuenta que pueden utilizarse 
para recapitular aspectos del desarrollo embrionario humano in vitro, las iPSCs 
son reconocidas por tres aplicaciones fundamentales (Figura 28): i) modelos 
celulares in vitro utilizados para el estudio de enfermedades humanas, ii) 
testado de fármacos in vitro y iii) uso terapéutico en medicina regenerativa 
mediante la generación de líneas de iPSCs derivadas de individuos sanos o 
líneas de iPSCs derivadas de pacientes con enfermedades genéticas cuyo 
defecto genético es corregido gracias al uso de herramientas de edición génica 
(S. M. Wu & Hochedlinger, 2011; J. Zhao et al., 2013).  
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Figura 28. Diferentes aplicaciones de las iPSCs en las patologías de la retina. Imagen 
diseñada con el software BioRender. 

 

1.3.6.6. iPSCs como modelo para enfermedades degenerativas de la 
retina. 
 
Las iPSCs se han convertido en una herramienta vital de investigación aunque 
aún quedan importantes barreras clínicas para su uso, como el potencial de 
oncogenicidad, la falta de homogeneidad en poblaciones de células 
diferenciadas, la inestabilidad genética y los recursos masivos necesarios para 
generar líneas seguras y efectivas a partir de un paciente (Singh et al., 2018). 
Hasta la fecha, hay numerosos trabajos publicados, algunos de ellos de 
nuestro laboratorio, en los que se han generado líneas de iPSCs como modelo 
celular in vitro de enfermedades de la retina (Figura 28) que pueden ayudarnos 
a profundizar en el estudio de las bases moleculares de las mismas y 
desarrollar terapias personalizadas, ya que es difícil recapitular muchas de 
estas enfermedades en modelos de roedores (Ikelle et al., 2020). Como 
ejemplo, Lukovic et al. (2015) generaron iPSCs a partir de fibroblastos de un 
paciente diagnosticado con una forma severa y de inicio temprano de RPar 
causada por una mutación en MERTK. Tras la diferenciación de las iPSCs 
hacia EPR, las células de EPR específicas del paciente mostraron una 
fagocitosis defectuosa, fenotipo característico por la deficiencia de MERTK ya 
observado en modelos animales y humanos (Lukovic et al., 2015). Un modelo 
de iPSCs exitoso puede confirmar la causa genética de la enfermedad, 
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recapitular el fenotipo de la misma, aclarar los mecanismos celulares de la 
enfermedad, realizar un cribado de reactivos terapéuticos y diseñar terapias 
combinadas de células y genes (Doss & Sachinidis, 2019). 
La mayoría de los modelos de iPSCs de EDR normalmente se han 
desarrollado utilizando un enfoque bidimensional mediante la diferenciación de 
las iPSCs hacia EPR o fotorreceptores en función del tipo celular afectado por 
el gen causante de la enfermedad. Un ejemplo que involucró la generación de 
organoides 3D fue el que realizaron Deng y col (2018) para el estudio de iPSCs 
de pacientes con mutaciones en el gen regulador de GTPasa de retinosis 
pigmentaria (RPGR, del inglés Retinitis Pigmentosa GTPase Regulator) que 
causa una RPad afectando a la morfología y función de los cilios. Los 
organoides 3D de retina se generaron a partir de células epiteliales escamosas 
del tracto urinario de tres pacientes enfermos y tres individuos sanos que 
fueron reprogramadas para obtener las iPSCs y posteriormente se 
diferenciaron y organizaron como ocurre en la formación de la retina fetal, 
volviéndose electrofisiológicamente sensibles. La retina obtenida de las células 
de los pacientes con la enfermedad mostró diferentes alteraciones 
proporcionando una información significativa sobre la causa de pérdida de los 
fotorreceptores que presentan los pacientes (W. L. Deng et al., 2018). En ese 
mismo artículo, Deng y col. utilizaron el sistema CRISPR-Cas9 para corregir la 
mutación que provocaba la enfermedad obteniendo iPSCs corregidas. Al igual 
que con las iPSCs mutantes, llevaron a cabo el proceso de diferenciación de 
las células corregidas y mostraron que había una mejora bioquímica y 
fisiológica significativa de estas con respecto a las mutantes (W. L. Deng et al., 
2018). 
 
Por lo tanto, se puede decir que las iPSCs de pacientes con mutaciones 
específicas pueden tratarse mediante edición génica, sin embargo, existen 
limitaciones para el uso de este sistema CRISPR-Cas9 en el caso de 
enfermedades poligénicas más complejas como es el caso de la DMAE o la 
retinopatía diabética, ya que la enfermedad puede ser el resultado de variantes 
genéticas combinadas con factores ambientales y sistémicos (Ikelle et al., 
2020). 
 
1.3.6.7. Células madre de pluripotencia inducida para el tratamiento de 
enfermedades degenerativas de la retina. 
 
Como ya se ha mencionado anteriormente, las EDR son un grupo heterogéneo 
de enfermedades que provocan una pérdida irreversible de la visión. Aunque 
dichas patologías difieren fenotípicamente, todas tienen en común los tipos 
celulares de la retina que se ven afectados: fotorreceptores, EPR y vasos 
coroideos subyacentes (Dalvi et al., 2019). La terapia basada en células madre 
representa un nuevo enfoque terapéutico emergente mediante el cual se 
pueden tratar las EDR. Las células madre podrían proporcionar una fuente 
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ilimitada de células de reemplazo apropiadamente diferenciadas. Las terapias 
de reemplazo celular pueden ayudar a ralentizar el proceso degenerativo o 
proporcionar nuevos elementos celulares a la retina. Los trasplantes de células 
diferenciadas a partir de células madre pueden suministrar enzimas que falten, 
proporcionar factores de crecimiento y contrarrestar el proceso atrófico. Para el 
tratamiento de las EDR a través de terapia celular se han utilizado diferentes 
fuentes del material celular para los trasplantes. 
 
Como se mencionó anteriormente, las células madre embrionarias humanas se 
derivan del blastocisto humano, mientras que las células madre pluripotentes 
inducidas humanas pueden generarse a partir de fibroblastos humanos u otros 
tipos de células adultas como las células sanguíneas. Ambos tipos de células 
se han empleado para generar y reemplazar células de la retina como 
fotorreceptores y EPR (Scholl et al., 2016). 
 
Descubiertas en 1998, las hESCs se derivan de la masa celular interna de un 
embrión preimplantado producido por fertilización in vitro, lo puede suponer una 
serie de inconvenientes como el rechazo del injerto después del trasplante, lo 
que requeriría inmunosupresión sistémica previa al trasplante, así como 
razones éticas y prácticas para generar una colección grande y suficientemente 
diversa de líneas hESCs (Wood et al., 2019). 
 
Por el otro lado, en 2006 con los trabajos de Yamanaka y Takahashi se 
descubrió una nueva fuente de células pluripotentes. Las iPSCs son una fuente 
de líneas de células madre autólogas o alogénicas que carecen de los 
condicionantes éticos de las ESCs. A día de hoy, siguen existiendo desafíos 
para encontrar la estrategia óptima para generar y usar iPSCs, ya que el largo 
proceso de reprogramación, cultivo y diferenciación celular puede conducir a la 
aparición de mutaciones no deseadas (Takahashi & Yamanaka, 2006; Wood et 
al., 2019). 
 
Un tercer tipo de célula madre pluripotente se puede obtener mediante 
transferencia nuclear, técnica mediante la cual el núcleo de una célula 
somática adulta es trasplantado en un ovocito sin núcleo para producir una 
ESC genéticamente idéntica al donante nuclear. Estas células son más difíciles 
de generar que las iPSCs aunque tienen la capacidad de reemplazar las 
mitocondrias envejecidas o enfermas, por lo que puede tener aplicaciones 
clínicas en enfermedades mitocondriales (Wood et al., 2019). 
 
Se están llevando a cabo numerosos ensayos clínicos con células de EPR 
derivadas de hESCs e hiPSCs. Estos ensayos clínicos pioneros deben revelar 
los méritos relativos de los dos tipos de células madre para aplicaciones 
clínicas; no solo en términos de seguridad y eficacia, sino también en términos 
de eficiencia y consistencia en la generación de células de la retina. 
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La terapia celular de sustitución representa un nuevo enfoque terapéutico 
emergente mediante el cual se pueden tratar la EDR. En los últimos años se 
han producido importantes avances en esta dirección, siendo la terapia de 
sustitución del EPR la opción que está más avanzada en pacientes con DMAE 
(Chichagova et al., 2018; Dang et al., 2015) y en aquellas retinosis en las 
cuales el tipo celular primariamente afectado es el EPR (Schwartz et al., 2015). 
En la actualidad, para llevar a cabo el reemplazo del EPR (Figura 28) se están 
utilizando dos enfoques: i) inyección subretiniana de una suspensión de células 
de EPR y ii) trasplante de láminas de EPR (Wood et al., 2019). 
 
Aparte de abundante información preclínica (Jin et al., 2019; Bin Lu et al., 2009; 
M. Zarbin, 2016), hay numerosos ensayos clínicos que están sentando las 
bases para el futuro de esta terapéutica. En 2015, Astella Pharma (Tokio, 
Japón), inicialmente conocida como Advanced Cell Technology, realizó varios 
ensayos en fase I/II para evaluar inyecciones subretinianas de suspensiones 
celulares de EPR derivadas de ESCs humanas en pacientes con DMAE no 
exudativa avanzada, distrofia macular de Stargardt o degeneración macular 
miópica y aunque se trataba de un ensayo de seguridad, observaron una leve 
mejora en la visión de los pacientes tratados (Schwartz et al., 2015, 2016). 
 
En 2018, se publicaron los resultados del primer ensayo clínico europeo que 
utilizó una suspensión de células del EPR derivadas de ESCs para tratar a 
pacientes con la enfermedad de Stargardt. En este estudio, aunque no se 
observaron eventos adversos graves, las mejoras en la agudeza visual no 
fueron significativas concluyendo que la inyección subretiniana de suspensión 
de células EPR aunque es segura tiene un efecto terapéutico mínimo (Mehat et 
al., 2018). Una de las principales razones por las que estos estudios han 
demostrado una baja eficacia, es el hecho de que las células de EPR 
inyectadas en suspensión difícilmente van a formar una monocapa que esté 
funcionalmente polarizada con los fotorreceptores y la membrana de Bruch. 
Fue este el principal motivo para pensar que una estrategia alternativa al uso 
de suspensiones celulares de EPR era el trasplante de láminas de células de 
EPR. Los estudios preclínicos han sugerido que la supervivencia y la función 
de las células del EPR es mejor después del trasplante de láminas del EPR 
(Diniz et al., 2013). 
 
Actualmente, en Reino Unido, se encuentra en curso un ensayo clínico que 
utiliza membranas de poliéster. En 2018, fueron publicados los resultados de 
dicho ensayo clínico, en el que se realizó el trasplante de láminas de poliéster 
con las células EPR derivada de ESCs humanas en dos pacientes con DMAE 
húmeda, mostrando una mejora de la agudeza visual de los pacientes y, 
además, no se observaron reacciones adversas graves. (Da Cruz et al., 
2018a). Por otro lado, también en 2018, Kashani y cols., implantaron una 
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monocapa de EPR derivada de ESCs humanas en pacientes con DMAE no 
exudativa, mostrando que los implantes permanecieron intactos en los ojos de 
los pacientes durante 180 días y además observaron una mejora en la 
integración de los fotorreceptores del paciente con la membrana de EPR 
trasplantada (Kashani et al., 2018).  
 
También ahora, en California se encuentra en curso un ensayo de fase I/II de 
carácter prospectivo y de intervención aprobado por la Administración de 
Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (del inglés U.S. Food and Drug 
Administration, FDA) para evaluar la seguridad y eficacia de un implante 
subretiniano en pacientes con DMAE no exudativa avanzada. Se trata de una 
monocapa polarizada de EPR derivado de ESCs humanas sembradas sobre 
un sustrato de parileno ultrafino que trata de imitar a la membrana de Bruch. En 
el análisis intermedio que se ha llevado a cabo durante la fase I, se ha visto 
que ha habido integración de la membrana trasplantada con los fotorreceptores 
del huésped y una mejora de la agudeza visual sugiriendo dichos estudios que 
las estrategias de reemplazo del EPR pueden retrasar la progresión de la 
enfermedad o incluso restaurar la visión (Wood et al., 2019). 
 
En 2017, el Instituto RIKEN de Japón presentó los datos del primer ensayo 
clínico en fase I donde se utilizaron células de EPR derivadas de iPSCs 
autólogas humanas (Mandai et al., 2017). Las iPSCs se generaron a partir de 
fibroblastos cutáneos de dos pacientes con DMAE neovascular avanzada y un 
año después de la cirugía se observó que la membrana trasplantada había 
permanecido intacta aunque no se observaron cambios en la agudeza visual. 
Este ensayo fue detenido debido a la identificación de mutaciones en el ADN 
de las iPSCs que no fueron identificadas en los fibroblastos de partida. Poco 
después, el ensayo fue reemplazado por un estudio que utilizó células iPSCs 
alogénicas (Garber, 2015). Recientemente, se han introducido cambios en el 
cóctel de inducción de las iPSCs y se han mejorado las estrategias de 
transfección episomal no integradora, lo que ha disminuido significativamente 
las preocupaciones sobre el potencial oncogénico de las iPSCs. Como 
consecuencia de estos avances, el Instituto Nacional del Ojo (del inglés 
National Eye Institution, NEI) ha comenzado ensayos clínicos de fase I/IIa en 
pacientes con DMAE seca para probar la seguridad y eficacia de las células 
EPR autólogas derivadas de iPSCs (NCT04339764, 2020) (Ikelle et al., 2020). 
 
Hasta hace unos meses, no había ensayos clínicos de trasplante de células 
fotorreceptoras derivadas de células madre pluripotentes. En octubre del 2020, 
en el hospital de Kobe (Japón), el grupo de investigación liderado por Yasou 
Kurimoto, ha llevado a cabo el primer trasplante de células fotorreceptoras 
derivadas de iPSCs para tratar a una paciente con retinosis pigmentaria. Las 
células fueron cultivadas en un tejido retiniano tridimensional utilizando 
diversas moléculas dando lugar a los fotorreceptores que se han trasplantado 
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en la retina del paciente. El paciente será observado durante un año para 
comprobar que el organismo no rechaza las células trasplantadas y además se 
investigará si las nuevas células realizan conexiones con las células del 
huésped y transmiten información al cerebro.  
 
Por último, hay que destacar que aunque los resultados de los ensayos clínicos 
que se están realizando son prometedores, debemos ser cautelosos y tener un 
alto grado de responsabilidad a la hora de comercializar los resultados al 
público, ya que hasta la fecha, la tecnología iPSCs y la producción de 
organoides retinianos en 3D son desarrollos importantes que se encuentran 
todavía en sus inicios y requieren de un refinamiento mayor. Además, el uso de 
terapias combinadas, como la terapia génica, la celular y los medicamentos 
neuroprotectores ampliará el abanico de tratamientos para estas 
enfermedades, aunque aún queda camino por recorrer.  
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El descubrimiento de las células madre de pluripotencia inducida constituyen 
una fuente celular prometedora ya son consideradas un nuevo instrumento  
con gran potencial en Biomedicina debido a sus aplicaciones en ingeniería 
tisular y medicina regenerativa permitiendo realizar trasplantes autólogos y, 
además, su uso elude el conflicto ético derivado de la obtención de células 
madre embrionarias. En la actualidad, las terapias avanzadas han abierto la 
posibilidad de tratar enfermedades degenerativas de la retina que 
anteriormente no tenían cura. El trasplante de EPR derivado tanto de iPSCs 
como de ESCs ha demostrado su seguridad en varios ensayos clínicos. Sin 
embargo, la eficacia de los trasplantes de EPR mediante suspensión celular es 
menor que cuando estos trasplantes se realizan sobre membrana que 
garantizan la polaridad del EPR. 
Por otra parte, las iPSCs nos permiten el estudio de enfermedades humanas 
en una placa de cultivo y su uso como una plataforma para profundizar en su 
estudio, así como para descubrir nuevos compuestos y dianas terapéuticas. 
Sin embargo, en el caso de enfermedades hereditarias como la retinosis 
pigmentaria, el trasplante de células autólogas podría ser ineficaz ya que las 
células a trasplantar tienen la mutación original, es por ello, que el 
descubrimiento de herramientas de edición génica como CRISPR-Cas9, ha 
supuesto otro gran avance en Biomedina y ha abierto la puerta para llevar a 
cabo trasplantes autólogos de células previamente tratadas a las que se le ha 
corregido la mutación causante de la enfermedad. 
  
Por esta razón, los objetivos llevados a cabo en la realización de este trabajo 
de investigación han sido:  
 
Objetivo 1. 
 
1. Generar líneas de iPSCs de pacientes con DMAE y de 
individuos sanos para su diferenciación en células de EPR, con 
las cuales realizar trasplantes o insertos en animales de 
experimentación.  

 
1.1. Generar líneas de iPSC a partir de muestras de sangre de pacientes con 

la enfermedad e individuos sanos. 
 

1.2. Caracterizar morfológica, fenotípica y molecularmente las células madre 
de pluripotencia inducida obtenidas. 

 
1.3. Evaluar los polimorfismos que presentan las células obtenidas a partir de 

los pacientes con la enfermedad. 
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1.4. Diferenciar las iPSCs de individuos sanos y pacientes hacia células de 
EPR. 

 
1.5. Trasplantar células de EPR derivadas de iPSCs de individuos sanos y 

pacientes en ratones Nrf2-/-. 
 
1.6. Evaluar los ratones tratados.  

 
1.7. Cultivar las células EPR derivadas de iPSCs de un individuo sano sobre 

membrana de fibrina-agarosa. 
 

1.8. Evaluar morfológica y funcionalmente las células de EPR obtenidas. 
 
1.9. Trasplantar la membrana de EPR-fibrina-agarosa en animales de 

experimentación. 
 

1.10. Evaluar la seguridad del trasplante realizado en los animales tratados. 
 
Objetivo 2.  
 
2. Generar líneas de iPSCs de un individuo sano y paciente 

con RP causada por una mutación en el gen EYS, realizar la 
corrección génica de la mutación mediante CRISPR-Cas9 y 
diferenciar hacia células de EPR. 

 
2.1. Generar líneas de iPSCs a partir de muestras de sangre de pacientes 

con la enfermedad e individuo sano. 
 
2.2. Caracterizar morfológica, fenotípica y molecularmente las células madre 

de pluripotencia inducida generadas. 
 
2.3. Corregir la mutación de las iPSCs del paciente con RP utilizando 

CRISPR-Cas9 como herramienta de edición génica. 
 
2.4. Diferenciación de iPSCs de individuo sano, paciente con la mutación y 

corregidas hacia células de EPR.  
 
2.5. Evaluar el fenotipo de la enfermedad mediante estudios morfológicos y 

funcionales. 
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3.1. Artículo 2.  
 
Generation of a human iPS cell line (CABi003-A) from a patient with age-related 
macular degeneration carrying the CFH Y402H polymorphism. 
 
Ana B Garcia-Delgado, Sofia M Calado, Lourdes M Valdes-Sanchez, 
Adoracion Montero-Sanchez, Beatriz Ponte-Zuñiga, Berta de la Cerda, Shom 
Shanker Bhattacharya, Francisco J Diaz-Corrales. 
 
Stem Cell Research 2019 Jul;38:101473. doi:10.1016/j.scr.2019.101473. Epub 
2019 May 29. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Terapias avanzadas en enfermedades degenerativas de la retina 

79 

	    



Métodos y resultados 

80	  

 

 



Terapias avanzadas en enfermedades degenerativas de la retina 

81 

  



Métodos y resultados 

82	  

 
 



Terapias avanzadas en enfermedades degenerativas de la retina 

83 

3.1.1. Información adicional del artículo 2. 

Supplementary,Table,1,

,

,

,

,

,

The,manufacturer,considers,a,negative,value,for,mycoclasma,contamination,when,Read,
B/Read,A,is,less,than,1.,

,

MycoAlert*PlusTM*

(04/02/2019)*

Sample* Read*B/Read*A*

C+, 39,59,

CE, 0,06,

CABi003EA, 0,26,
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3.1.2. Anexo Artículo 2 (datos no publicados). 
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3.2. Artículo 3. 
 
Subretinal transplant of induced pluripotent stem cell–derived retinal pigment 
epithelium on nanostructured fibrin–agarose. 
 
Ana B Garcia-Delgado*, Berta de la Cerda*, Julia Alba-Amador, Lourdes M 
Valdes-Sanchez, Beatriz Fernandez-Muñoz, Isabel Relimpio-Lopez, Enrique 
Rodriguez de la Rua, Andrea Diez-Lloret, Sofia M Calado, Rosario Sanchez-
Pernaute, Shom S Bhattacharya, Francisco J Diaz-Corrales. 
 

* equal contribution author 
 

Tissue Eng Part A. 2019 May;25(9-10):799-808. doi: 
10.1089/ten.TEA.2019.007. 
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 3.2.1. información adicional artículo 3. 
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3.3 Artículo 4. 
 
Generation of a human iPS cell line from a patient with retinitis pigmentosa due 
to EYS mutation. 
 
Ana B Garcia-Delgado*, Sofia M Calado*, Berta de la Cerda, Beatriz Ponte-
Zuñiga, Shom S Bhattacharya, Francisco J Diaz-Corrales. 
 

* equal contribution author 

 
Stem Cell Research 2018 Dec;33:251-254.doi:10.1016/j.scr.2018.11.002. Epub 
2018 Nov 16. 
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3.3.1. Anexo artículo 4 (datos no publicados). 
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Con el desarrollo actual de nuevas tecnologías, como la terapia génica y 
celular, muchos casos de ceguera podrían ser potencialmente tratables. Según 
las estadísticas publicadas por la Organización Mundial de la Salud (OMS), a 
nivel mundial, se estima que al menos 2.200 millones de personas tienen una 
discapacidad visual o ceguera, de las cuales al menos 1.000 millones podrían 
haberse prevenido o incluso tratado (https://www.who.int/news-room/fact-
sheets/detail/blindness-and-visual-impairment). Las enfermedades 
degenerativas de la retina son un grupo heterogéneo de patologías, algunas 
hereditarias y otras de origen complejo, que producen una pérdida progresiva 
de las células retinianas con la consiguiente pérdida de la agudeza visual que 
puede avanzar hasta una ceguera total. Actualmente, se están investigando 
varias estrategias terapéuticas para tratar enfermedades degenerativas de la 
retina como es la aplicación de la optogenética, los implantes protésicos y las 
terapias basadas en genes o células. Enfocándonos en el desarrollo de estas 
nuevas terapias, el objetivo principal de esta tesis doctoral ha sido generar 
conocimiento para contribuir al desarrollo de terapias de reemplazo celular para 
el tratamiento de EDR. 
 
iPSCs como herramienta para el estudio y tratamiento de la 
degeneración macular asociada a la edad. 
 
En el objetivo 1 de este trabajo, en primer lugar, se ha generado una línea de 
iPSCs a partir de un paciente con DMAE con la idea de generar un modelo 
celular in vitro que nos permita profundizar en los mecanismos fisiopatológicos 
de la enfermedad. Como ya se ha mencionado anteriormente, la DMAE es la 
primera causa de ceguera no hereditaria en adultos en los países 
desarrollados. Por lo tanto, es urgente desarrollar terapias nuevas y efectivas 
para esta enfermedad tan prevalente e incapacitante, ya que sería muy 
beneficioso para mejorar la calidad de vida de los pacientes y también para  
disminuir la carga económica sobre los sistemas sanitarios que acarreará el 
tratamiento crónico y el manejo de la discapacidad por esta enfermedad (Vitillo 
et al., 2020). 
 
La DMAE es una enfermedad multifactorial en la que influyen la edad, una 
combinación de factores de riesgo genéticos basados en la presencia de SNP 
en determinados genes y factores ambientales relacionados con el estilo de 
vida, como por ejemplo la dieta o el tabaquismo. En esta primera parte del 
objetivo 1,  estudiamos la línea celular derivada de una muestra de sangre 
periférica de un paciente diagnosticado con DMAE seca que porta un SNP en 
el gen CFH causado por una sustitución de una timina por una citosina en la 
posición 1204 del exón 9 (c.1204 T>C p.Y402H), que es considerado como el 
SNP más común ligado al riesgo de padecer DMAE. Muchos estudios han 
demostrado que la proteína CFH se produce localmente en el ojo y parece ser 
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que tiene una función importante en el mantenimiento de la homeostasis local. 
Estudios in vitro demuestran que el EPR produce CFH a niveles cercanos a los 
del hígado y que la producción de CFH varía según los factores ambientales 
locales. CFH es sintetizado por el EPR y sobre todo por las células residentes 
de la coroides acumulándose en el EPR, en el espacio que se localiza debajo 
del EPR, en la coroides y en la matriz celular que se encuentra entre los 
fotorreceptores. También hay altos niveles en otras partes del ojo como el 
cristalino, el nervio óptico, la esclera y el cuerpo ciliar. Además, la expresión de 
CFH parece que comienza en fase temprana durante la embriogénesis y 
aumenta con la edad (Khandhadia et al., 2012). 
 
Los modelos de ratón han servido para diseccionar los mecanismos 
moleculares que relacionan una activación exagerada del sistema del 
complemento con la patología de la DMAE. Aunque los estudios con modelos 
animales han proporcionado información importante, a día de hoy ninguno de 
los modelos disponibles recapitulan completamente la patogénesis de la 
enfermedad. Por ello que el uso de tecnologías de reprogramación celular a 
partir de muestras de pacientes abre vías de estudio para profundizar en los 
mecanismos moleculares así como para la búsqueda de nuevas terapias para 
el tratamiento de la enfermedad (Toomey et al., 2018). 
 
Proceso de reprogramación celular y caracterización de las líneas celulares 
generadas. 
 
A día de hoy, hay numerosos métodos descritos para generar iPSCs a partir de 
células somáticas y entre ellos decidimos llevar a cabo el proceso de 
reprogramación mediante la transducción de células mononucleares de sangre 
periférica de los pacientes con DMAE y el individuo sano con vectores 
modificados del SV que portaban los cuatro factores de transcripción (Oct4, 
Sox2, c-Myc, Klf4) necesarios para la reprogramación de células somáticas en 
iPSCs (Takahashi et al., 2007). El SV tiene ventajas que promueven su uso 
como vehículo de reprogramación como por ejemplo: i) se trata de un sistema 
de reprogramación que se transcribe en el citoplasma, lo que permite que el 
virus se elimine a medida que las células son subcultivadas (I. P. Chen et al., 
2013; Schlaeger et al., 2015). Por el contrario, los vectores lentivirales o 
retrovirales se pueden integrar en el genoma del huésped y producir 
mutaciones por inserción y aberración cromosómica (Nakagawa et al., 2008; 
Rony et al., 2015; Takahashi & Yamanaka, 2006); ii) es un virus respiratorio no 
patógeno para humanos y iii) es capaz de transducir una amplia gama de tipos 
celulares ya que infecta a las células uniéndose al receptor siálico que está 
presente en la superficie de muchos tipos de células (Nakanishi & Otsu, 2012). 
 
Una vez generadas las nuevas líneas de iPSCs, hay que realizar una 
exhaustiva caracterización de las mismas para describir las poblaciones 
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celulares, examinar su pluripotencia funcional y detectar si hay anomalías que 
puedan afectar a la seguridad de las células y a su comportamiento. En este 
estudio, se han llevado a cabo una serie de ensayos recomendados por las 
autoridades sanitarias españolas competentes (Comisión de Seguimiento y 
Control de la Donación de Células y Tejidos Humanos del Instituto de Salud 
Carlos III y el Banco Nacional de Líneas Celulares)  (Adewumi et al., 2007; 
Crook et al., 2010; Martí et al., 2013). Los ensayos realizados han demostrando 
que las células reprogramadas presentan un cariotipo normal y tienen una 
capacidad pluripotente similar a las ESCs quedando demostrado tanto a nivel 
de expresión génica como a nivel de expresión protéica utilizando técnicas de 
inmunofluorescencia. También mediante expresión génica se ha demostrado la 
ausencia de los vectores virales que se han utilizado para la reprogramación, lo 
que indica que las células tras ser subcultivadas varias veces han eliminado 
todos los vectores virales utilizados. Esto implica que se han generado líneas 
de iPSCs de “huella cero” o “foot-print free iPSC”. A nivel funcional, se ha 
evaluado si las iPSCs tenían la capacidad de diferenciarse y generar células 
derivadas de las tres capas germinales embrionarias: ectodermo, mesodermo y 
endodermo. Esta capacidad ha sido examinada utilizando un test de 
diferenciación in vitro mediante la formación de cuerpos embrionarios que 
crecen en suspensión y simulan el desarrollo embrionario in vivo (Shevde & 
Mael, 2012; ten Berge et al., 2008). 
Una vez realizadas todas las pruebas anteriormente descritas, se pudo concluir 
que las líneas iPSC generadas eran pluripotentes y presentaban una calidad 
adecuada para utilizarse en los experimentos de diferenciación hacia EPR.  
 
Diferenciación hacia EPR y trasplante en animales de experimentación. 
 
Las iPSCs de los pacientes con la enfermedad y de un individuo sano fueron 
diferenciadas hacia EPR siguiendo una metodología estándar descrita por 
Vaajasaari y col. (Vaajasaari et al., 2011). Una vez diferenciadas, las 
suspensiones celulares de EPR de los diferentes pacientes y del individuo sano 
fueron trasplantadas mediante inyección subretiniana en animales modelo de 
DMAE, ratones Nrf2-/-. Dos meses después de la inyección, los animales fueron 
evaluados y se observó que, en general, no había una gran mejoría en la 
capacidad visual de los ratones inyectados, aunque sí se encontraron 
diferencias entre los ratones trasplantados con el EPR derivado de iPSCs de 
un individuo sano con respecto a los trasplantados con las células derivadas un 
paciente con la enfermedad. Los ratones trasplantados con las células de un 
individuo sano presentaron una leve mejoría en comparación con los 
trasplantados con el EPR del paciente con el polimorfismo en CFH, como se 
puede ver en el anexo del artículo 2. 
 
En base a estos resultados se decidió utilizar células de EPR derivadas de 
iPSCs de un donante sano para la segunda parte del objetivo 1 de esta tesis 
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doctoral, donde se describe la fabricación y caracterización de un nuevo parche 
biocompatible nanoestructurado de EPR crecido sobre hidrogel de fibrina-
agarosa (NFAH) con el objetivo de obtener un implante para realizar terapia 
celular en pacientes con DMAE. Las células cultivadas sobre la matriz se 
trasplantaron en el espacio subretiniano en dos modelos animales diferentes. 
En el campo de la terapia celular, siempre en constante evolución, esta es la 
primera vez que se ha utilizado la  combinación de células iPS-EPR y una 
matriz de hidrogel de fibrina-agarosa como soporte biocompatible con el 
objetivo de producir un implante subretiniano funcional.  
 
Los primeros pasos del proceso fueron la generación de la línea de iPSCs, su 
caracterización completa y la diferenciación hacia EPR utilizando una 
metodología estándar. En las últimas décadas, el enfoque de terapia celular 
para restaurar la visión se ha visto impulsado por el desarrollo de tecnologías 
basadas en células madre pluripotentes. Hoy en día, la terapia celular ha 
superado uno de los principales obstáculos de este tipo de terapia avanzada, 
como es tener una fuente ilimitada de células humanas que se puedan 
diferenciar en cualquier tipo celular. Las estrategias terapéuticas basadas en 
células para las enfermedades degenerativas de la retina se han centrado 
principalmente en tres tipos celulares como son las células ganglionares, los 
fotorreceptores y el EPR (Jin et al., 2019; O’Neill et al., 2019). El trasplante de 
EPR es mucho más sencillo que el de neuronas, por lo tanto, durante las 
últimas décadas, se han llevado a cabo varios estudios preclínicos y ensayos 
clínicos donde se ha evaluado la seguridad y la eficacia del trasplante de EPR 
en pacientes con DMAE ya que se sabe que la base fisiopatológica de la 
enfermedad es la pérdida de EPR, por lo que la sustitución del mismo es una 
diana terapéutica candidata para el tratamiento de la enfermedad.  
 
Los primeros trasplantes de EPR utilizaron como fuente celular para el injerto 
cultivos primarios de EPR de origen fetal. En estudios posteriores se utilizaron 
líneas celulares modificadas genéticamente, incluso originadas a partir de 
tejidos no retinianos como la médula ósea. Estos primeros trasplantes no 
funcionaron correctamente, debido sobre todo al rechazo inmunológico del 
injerto, y ninguno de ellos mostró ser eficaz en humanos (Algvere et al., 1994; 
Durlu & Tamai, 1997). También fueron evaluados los autotrasplantes,  
obteniendo EPR de una zona no afectada de la retina del mismo paciente 
tratado. Las técnicas quirúrgicas para llevar a cabo los autotrasplantes eran 
extremadamente complejas y los efectos adversos de la cirugía, como el 
desprendimiento de retina, eran muy frecuentes. Por estas razones, a día de 
hoy no se realizan autotrasplantes de EPR (da Cruz et al., 2007). A pesar de 
que los trasplantes de EPR no tuvieron un buen comienzo, se ha logrado un 
gran progreso en el trasplante de EPR obtenido a partir de células madre 
pluripotentes humanas, ya que la diferenciación hacia EPR es una técnica fácil 
y altamente reproducible, permitiendo la producción a gran escala de EPR con 
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calidad de grado clínico (West et al., 2019). 
 
El primer ensayo clínico de trasplante de EPR se realizó en 2011 por Schwartz 
y col. En este ensayo, pacientes con DMAE seca y enfermedad de Stargardt 
recibieron una suspensión de células de EPR obtenidas a partir de ESC. Los 
pacientes mostraron pequeñas mejoras en la agudeza visual y no hubo 
información de eventos adversos significativos (Schwartz et al., 2012, 2015). 
En 2018, se publicaron los resultados del primer ensayo clínico europeo que 
utilizó una suspensión de células de EPR derivadas de ESCs para tratar a 
pacientes con la enfermedad de Stargardt (Mehat et al., 2018). Por lo tanto, y 
tras los resultados obtenidos en estos ensayos clínicos, se confirmó que la 
inyección subretiniana de suspensión de células de EPR es segura, aunque 
con un efecto terapéutico mínimo. Una de las principales razones por las que 
estos estudios han demostrado una baja eficacia se ha atribuido al hecho de 
que el EPR inyectado como suspensión celular difícilmente va a formar una 
monocapa funcionalmente polarizada entre los fotorreceptores y la membrana 
de Bruch (West et al., 2019; M. Zarbin et al., 2019). Debido a esto, se buscó 
alguna estrategia alternativa al uso de suspensiones celulares como es el 
trasplante de láminas de EPR cultivadas en andamios artificiales o membranas 
biodegradables. Los estudios preclínicos han mostrado una mejor preservación 
de la supervivencia y la función de las células del EPR trasplantando dicho 
EPR en forma de lámina (Diniz et al., 2013; White & Olabisi, 2017). 
 
Como ya se ha comentado en la introducción, están en marcha dos ensayos 
clínicos, uno en Reino Unido y otro en Estados Unidos, que utilizan membranas 
de diferentes materiales para llevar a cabo el trasplante de EPR (Carr et al., 
2013; Da Cruz et al., 2018a; Bo Lu et al., 2012). Uno de ellos, ha publicado 
recientemente los resultados de un seguimiento de 12 meses de dos pacientes 
con DMAE húmeda demostrando mejoras sostenidas en la agudeza visual y 
ningún evento adverso grave (Da Cruz et al., 2018a). 
Por otro lado, se ha informado que los hidrogeles de fibrina humana pueden 
proporcionar un soporte xeno-free a las células EPR derivadas de iPSCs para 
trasplantes y que estos hidrogeles son degradados rápidamente por las 
enzimas fibrinolíticas (Gandhi et al., 2018). Además, el uso de una matriz que 
minimice el trauma quirúrgico y que no active la inflamación es importante para 
evitar una respuesta autoinmune que puede ser incluso provocada en el 
trasplante autólogo (T. Zhao et al., 2011). Las características necesarias de un 
andamio sobre el que cultivar EPR-iPSCs son: capacidad para mantener el 
crecimiento de una monocapa de EPR funcional que esté polarizada, 
propiedades físicas que permitan manipular y colocar el implante durante la 
cirugía y un comportamiento en el espacio subretiniano que ayude al injerto y 
sea inerte para el tejido huésped (Jha & Bharti, 2015). 
 
En base a todo lo comentado anteriormente se decidió utilizar un parche de 
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NFAH sobre el que se cultivaron las células del EPR derivadas de iPSC 
humanas para llevar a cabo la segunda parte del objetivo 1 de esta tesis 
doctoral. El material empleado consiste en una matriz biocompatible de NFAH 
que ha sido desarrollada por el Grupo de Investigación en Ingeniería de Tejidos 
de la Universidad de Granada (número de patente: ES2353990 (A1) 2011-03-
09). Trabajos previos de este grupo de investigación han demostrado la utilidad 
de este producto tanto in vitro como en animales de experimentación (Alaminos 
et al., 2006; Vctor Carriel et al., 2012). Los estudios preclínicos con la 
nanomatriz de fibrina-agarosa han permitido iniciar un ensayo clínico en 
pacientes con úlceras corneales refractarias a los tratamientos convencionales  
(CAH/Ulc/2010, EudraCT: 2010-024290-40). La biomatriz se ha elaborado 
según las especificaciones contenidas en el expediente autorizado por la 
AEMPS (Medicamento de Investigación con nº 12-032) (González-Andrades et 
al., 2017; Rico-Sánchez et al., 2019).  
 
Los excelentes resultados obtenidos hasta ahora permiten suponer que este 
biomaterial y estos métodos de fabricación podrían ser útiles para otro tipo de 
tejidos artificiales. De hecho, esta matriz ha demostrado una compatibilidad 
completa con diferentes tipos de células humanas como fibroblastos, 
queratinocitos, células de la mucosa oral y también células madre pluripotentes 
humanas (Víctor Carriel et al., 2013). En nuestro ensayo, las propiedades 
físicas de la matriz de NFAH fueron ajustadas mediante un tratamiento de 
compresión previamente probado que preserva la viabilidad celular, dando 
lugar a un material más fino con la elasticidad y resistencia mecánica 
necesarias para ser manipulado en la implantación quirúrgica. Aunque los 
hidrogeles de fibrina-agarosa tienen poca estabilidad mecánica, han 
demostrado que al ser nanoestructurados mejoran en cuanto a sus 
propiedades biomecánicas de tracción, comprensión y cizallamiento debido al 
drenaje parcial del material. Como podemos observar en los resultados del 
artículo 3, no se produjo una respuesta inflamatoria marcada en la retina de los 
animales después del trasplante. Además, no se observó diseminación de 
células EPR a otros tejidos, lo cual fue comprobado por la ausencia de ADN 
humano. Tanto la falta de inflamación, la falta de diseminación, así como el 
mantenimiento de la polaridad de las células trasplantadas,  nos confirman que 
el uso de este tipo de membranas de NFAH son seguras para ser utilizadas 
como andamios para el trasplante de EPR. 
  
Además del uso de membranas o andamios que han demostrado ser más 
efectivos que el uso de una suspensión celular, otro tema relevante a tener en 
cuenta con respecto a la terapia celular con EPR derivada de iPSC es si se 
debe hacer uso de trasplantes alogénicos o autólogos. Como ya se ha 
mencionado anteriormente, en Japón se ha llevado a cabo un ensayo clínico 
para evaluar la seguridad y eficacia del trasplante autólogo de láminas de 
células de EPR derivadas de dos pacientes con DMAE húmeda. Solo un 
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paciente recibió un injerto autólogo ya que se encontraron aberraciones 
genéticas en la línea celular de iPSC generada en el segundo caso (Mandai et 
al., 2017). El paciente trasplantado fue controlado durante cuatro años y 
aunque no se observaron efectos adversos graves, no hubo ninguna mejoría 
en la agudeza visual (Mandai et al., 2017; Takagi et al., 2019). Finalmente, este 
ensayo clínico fue suspendido debido a un cambio en la ley de medicina 
regenerativa de Japón. El uso de células iPS autólogas para generar EPR no 
es factible actualmente debido a los elevados costes en tiempo y recursos 
necesarios para llevar a cabo un control completo de la seguridad y la calidad 
de cada línea celular individual. Estos controles son un requerimiento previo a 
su autorización para uso clínico, lo que hace que este enfoque no sea viable a 
gran escala. Además, se ha demostrado el EPR-iPSCs obtenido de pacientes 
con DMAE presenta un metabolismo reducido lo que podría afectar a la 
viabilidad de los injertos celulares. Por lo tanto, la tendencia actual para realizar 
el reemplazo celular en pacientes con DMAE se basa en el trasplante de injerto 
alogénico (Bracha et al., 2017; Gong et al., 2020; Jones et al., 2017). 
 
Aunque el ojo es un órgano inmunoprivilegiado debido a la barrera 
hematorretiniana, otra preocupación importante es el rechazo de los injertos 
alogénicos de células de EPR que se ve más comprometido en pacientes con 
DMAE debido a la pérdida de la integridad del EPR (M. A. Zarbin, 2004). De 
hecho, se ha informado de una mayor susceptibilidad al rechazo de injertos 
alogénicos en pacientes con DMAE húmeda comparándolo con pacientes con 
DMAE seca, que puede estar relacionada con una alteración de la barrera 
formada por la membrana de Bruch y el EPR (Algvere et al., 1999). Esto 
supondría el tratamiento crónico de los pacientes trasplantados con fármacos 
inmunosupresores para mantener la viabilidad de las células trasplantadas, los 
pacientes deben ser tratados crónicamente con fármacos inmunosupresores. 
Desafortunadamente, la inmunosupresión a largo plazo se asocia a una gran 
cantidad de efectos adversos que pueden agravarse en pacientes ancianos. 
Para superar este obstáculo, se ha considerado el uso de iPSCs compatibles 
con el antígeno leucocitario humano (HLA) para realizar trasplantes alogénicos. 
En este diseño, los ensayos posteriores implicarán el uso de líneas de iPSCs 
con compatibilidad HLA, disponibles en bancos de iPSCs, donde además se 
debe de validar la estabilidad genómica de las mismas (Nakatsuji et al., 2008; 
West et al., 2019).  
 
Es por ello que consideramos nuestro estudio como una prueba de concepto 
para llevar a cabo ensayos preclínicos que permitan evaluar la eficacia y 
seguridad del trasplante de EPR derivado de iPSC en cerdos, ya que se ha 
demostrado que este implante es adecuado para el trasplante subretiniano, 
permitiendo que las células del EPR humanas sobrevivan y mantengan su 
fenotipo y orientación sin ningún evento adverso local o sistémico. Concluimos 
que este producto de bioingeniería podría potencialmente usarse para 
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aplicaciones de terapia celular en DMAE o para la enfermedad de Stargardt.  
 
iPSCs como modelo celular para el estudio de la retinosis 
pigmentaria. 
 
La RP es la forma más común de distrofia retiniana y engloba un grupo 
heterogéneo de enfermedades oculares hereditarias que causa una 
degeneración progresiva de la retina. A pesar de ser una enfermedad rara, 
representa la forma más común de ceguera hereditaria en el adulto (Menghini 
et al., 2020; Verbakel et al., 2018). Se han identificado múltiples genes que 
pueden contribuir a la enfermedad, incluyendo las mutaciones en el gen EYS 
como causa más común de RPar no sindrómica, ya que su prevalencia oscila 
entre el 5-16% en la población europea y el 18-23% en la población japonesa 
(Isabelle Audo et al., 2010; Barragán et al., 2010; Daiger et al., 2017; Ferrari et 
al., 2011; Hosono et al., 2012). Actualmente, no hay una terapia que pueda 
detener la evolución de la enfermedad o que permita recuperar la visión por lo 
que su pronóstico es malo. La terapia se limita a retrasar el proceso 
degenerativo mediante la protección de la luz solar, vitaminoterapia, tratando 
las complicaciones como cataratas y edema macular, además de ayudar a los 
pacientes a hacer frente a las consecuencias sociales y psicológicas de la 
ceguera (Schachat, Andrew P., MD; Sadda, SriniVas R., MD; Hinton, David R., 
MD; Wilkinson, C.P., MD; Wiedemann, Peter, 2017; Shintani et al., 2009). Sin 
embargo, durante la última década se están desarrollando terapias 
innovadoras que pudieran ser utilizadas en un futuro para el tratamiento de la 
RP siempre y cuando demuestran experimentalmente su seguridad y eficacia 
(Isiegas et al., 2016; Izquierdo-Serra et al., 2016; Sengillo et al., 2016; Shintani 
et al., 2009; Stronks et al., 2016; Suzuki et al., 2016). 
 
La terapia celular y la edición génica son estrategias en desarrollo que, quizás 
en un futuro, puedan ser utilizadas para el tratamiento de la RP siempre y 
cuando demuestren que son seguras y eficaces. Estas terapias se basan en el 
empleo de iPSC obtenidas del propio paciente a las que se les induce la 
reparación de la mutación genética y posteriormente se diferencian hacia 
células funcionales de la retina. 
 
Teniendo en cuenta ambas consideraciones, en el objetivo 2 de esta tesis 
doctoral se pretendía realizar la corrección génica de una línea de iPSC de un 
paciente con RP causada por mutaciones en el gen EYS y posteriormente 
diferenciar hacia células de la retina (EPR y fotorreceptores) las líneas 
celulares iPS corregidas y no corregidas para ser evaluadas y comparadas. 
 
El gen EYS debido a su gran tamaño, 2 Mb de ADN genómico, es considerado 
uno de los genes de mayor tamaño expresados en el ojo humano (Abd El-Aziz 
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et al., 2008; Collin et al., 2008). El análisis de la estructura del gen confirma 
que EYS presenta múltiples isoformas y que 4 de ellas están expresadas en la 
retina. La proteína EYS está formada por múltiples dominios, entre ellos 28 
dominios tipo EGF (factor de crecimiento epidérmico) en su extremo N-terminal 
y 5 dominios LamG (G de laminina) C-terminales y su función, a día de hoy, no 
está clara (Alfano et al., 2016; El-Aziz et al., 2010b).  
Hasta la fecha, carecemos de una base sólida para inferir la posible 
funcionalidad de EYS en la retina humana, ya la mayor parte del conocimiento 
sobre este gen proviene de su ortólogo en Drosophila (Spacemaker-Spam) 
(Gurudev et al., 2014b). Varios estudios afirman que probablemente la proteína 
EYS está presente en el cilio conector de los fotorreceptores desempeñando 
un rol importante en el mantenimiento de la estructura y la función del mismo 
(Alfano et al., 2016; M. Yu et al., 2016b). Otro estudio con pez cebra como 
modelo animal con mutación en EYS informó de una discapacidad visual de los 
animales, con afectación principalmente de los conos y deslocalización de 
proteínas del segmento externo de los fotorreceptores y distorsión de los 
filamentos de F-actina (Z. Lu et al., 2017b). Es por tanto posible que la RP 
asociada a EYS sea una ciliopatía, ya que se sabe que aproximadamente el 
80% de los genes que producen RP están relacionados con el cilio primario de 
los fotorreceptores (Wright et al., 2010). Aun así, no se puede descartar que 
algunas de las isoformas de EYS tengan un rol extracelular en la conformación 
de la matriz extracelular retiniana, denominada interphotoreceptor matrix (IPM), 
que llena el espacio entre los fotorreceptores y entre estos y el EPR. EYS es 
uno de los varios genes que causa RP no sindrómica que codifican proteínas 
que unen ácido hialurónico y que se pudieran localizar en la IPM. La proteína 
EYS contiene varios sitios para la unión de cadenas de glicosaminoglicanos y 
su alta homología como Spam impide descartar una posible función 
extracelular (Bandah-Rozenfeld, Collin, et al., 2010).  
Lamentablemente, no existe un modelo animal de esta enfermedad en 
mamíferos y se desconoce el mecanismo patológico a nivel molecular de 
RP25, es por ello que el uso de tecnologías de reprogramación celular de iPSC 
generadas a partir de muestras de los pacientes abre puertas para profundizar 
en los mecanismos moleculares de esta patología.  
 
En este trabajo, se ha generado la línea de iPSCs a partir de un paciente con 
RP debida a una mutación en el gen EYS. La generación de este modelo 
celular in vitro nos permitirá comprender mejor la fisiopatología de la 
enfermedad. Las iPSCs fueron generadas a partir de una muestra de sangre 
periférica de un paciente de 38 años diagnosticado con distrofia hereditaria de 
conos y bastones causada por una doble mutación en heterocigosis en el gen 
EYS, por un lado, una deleción de una Adenina en la posición 3567 del exón 
23 del alelo paterno (c.3567delA p.Gly1190Aspfs*39) y, por otro lado, una 
deleción de cuatro nucleótidos, CATT, en la posición 4829-4832 del exón 26 
del alelo materno (c.4829-4832delCATT p.Ser1610PhefsX7) que originan un 
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cambio del marco lectura o sin sentido, dando lugar a una proteína truncada. 
 
Al igual que la línea de iPSCs obtenida en el objetivo 1 de esta tesis doctoral, el 
proceso de reprogramación se llevó a cabo con vectores modificados del SV 
que portaban los cuatro factores de transcripción (Oct4, Sox2, c-Myc, Klf4) 
(Takahashi et al., 2007), y una vez reprogramadas fueron caracterizadas 
exhaustivamente llevando a cabo los ensayos recomendados por las 
autoridades sanitarias españolas competentes (Comisión de Seguimiento y 
Control de la Donación de Células y Tejidos Humanos del Instituto de Salud 
Carlos III y el Banco Nacional de Líneas Celulares) (Adewumi et al., 2007; 
Crook et al., 2010; Martí et al., 2013), descritos anteriormente. Estos ensayos 
demostraron que las células iPSC obtenidas presentan un cariotipo normal, 
tienen una capacidad pluripotente similar a las ESCs, están libres de vectores 
virales y tienen la capacidad de diferenciarse hacia las tres capas germinales 
embrionarias: ectodermo, mesodermo y endodermo. Una vez realizadas todas 
las pruebas, se concluyó que las iPSCs generadas eran óptimas para llevar a 
cabo los siguientes experimentos de edición génica y diferenciación hacia EPR. 
  
Esta línea de iPSCs se generó con el objetivo de corregir mediante 
CRISPR/Cas9 una de las dos mutaciones, ya que así desaparecería el fenotipo 
de la enfermedad. Durante la realización de esta tesis doctoral, en primer lugar, 
se diseñó una guía específica para el alelo mutado en el exón 23 y se realizó la 
edición génica sin añadir una secuencia de recombinación homóloga 
específica. Este diseño está basado en los resultados descritos por Ma H et al. 
(Ma et al., 2017) en el que consiguieron una alta eficiencia de reparación 
utilizando el alelo silvestre como molde de recombinación homóloga en 
embriones humanos. A pesar de que el material biológico era diferente, dada la 
similitud entre ambos tipos celulares, nosotros decidimos utilizar esta 
metodología en nuestras células iPSCs. 
Después del análisis de 48 clones, dos de ellos mostraron una edición en su 
secuencia que resultaba en una corrección en la fase de lectura pero sin 
obtener una secuencia idéntica al alelo silvestre. Basándonos en estos 
resultados, nuestra predicción fue que se generaría una proteína funcional, no 
truncada. Para verificar esto, procedimos a la diferenciación celular hacia EPR 
de la línea iPSCs editada y posteriormente, realizamos su estudio fenotípico. 
Tal como habíamos anticipado, el EPR de las iPSCs editadas presentó un 
fenotipo similar al EPR de un control sano ya que se recuperó la longitud del 
cilio primario y la morfología de las microvellosidades del EPR. Además, el 
ensayo funcional de resistencia transepitelial demostró que esta línea corregida 
se comportaba de manera similar a una línea de un control sano. 
Como nuestro objetivo inicial era conseguir una edición en la que se 
recuperase completamente la secuencia silvestre de alguno de los alelos, 
hemos seguido trabajando siguiendo distintas estrategias: i) se diseñó una 
secuencia con brazos de homología al alelo silvestre y en distintos 
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experimentos, probamos la adición de esta molécula junto con las guías de 
corte, utilizando diferentes vectores no virales que facilitan la entrada de las 
moléculas al interior celular; ii) se utilizaron algunas moléculas, bien para 
modificar el ciclo celular o bien para favorecer la recombinación homóloga con 
el objetivo aumentar la probabilidad de que se produzca este tipo de 
reparación; y iii) se diseñó la molécula de brazos de homología con unas 
modificaciones químicas que la hacen más estable, incrementando así su vida 
media en el interior de las células. Todas estas pruebas se han realizado 
basándonos en las innovaciones en edición génica que se han venido 
publicando en estos últimos años (Liang et al., 2017; Riesenberg et al., 2019; 
Torres-Ruiz et al., 2017). 
A pesar de todas estas pruebas, aún no se ha conseguido el resultado 
esperado y este proyecto continúa en marcha en el laboratorio.
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Conclusiones del Objetivo 1. 
 
Se obtuvieron las iPSCs a partir de muestras de sangre periférica de individuos 
sanos y pacientes con DMAE. El uso de muestras sanguíneas es un proceso 
menos invasivo que las biopsias cutáneas lo que facilita la obtención de las 
muestras. 
 
En el proceso de caracterización de las líneas de iPSCs generadas no se 
observaron alteraciones cromosómicas y sus características morfológicas y 
moleculares demostraron que se habían generado células con características 
compatibles con las ESCs. 
 
Las iPSCs obtenidas fueron diferenciadas con éxito hacia EPR y tras su 
caracterización, fueron trasplantadas en suspensión en el espacio subretiniano 
de un modelo murino de DMAE. 
 
Los ratones Nrf2-/- trasplantados fueron evaluados concluyendo que el efecto 
protector del trasplante EPR fue mayor en los ratones trasplantados con el 
EPR derivado de iPSCs de individuos sanos. Sin embargo, las células en 
suspensión no fueron capaces de formar una monocapa. 
 
El EPR derivado de iPSCs de un individuo sano fue cultivado sobre una 
membrana de fibrina agarosa conservando todas sus características 
morfológicas y funcionales. Tras el proceso de nanoestructuración, se observó 
que las células de EPR eran viables para ser trasplantadas en animales de 
experimentación. 

 
Los modelos murinos y porcinos fueron trasplantados con la membrana de 
EPR-fibrina-agarosa. En el modelo murino se observó que no hubo rechazo del 
trasplante y que las células se mantenían viables después de un mes de ser 
trasplantadas. En el modelo porcino, después de dos meses, se comprobó la 
viabilidad e integración de las células EPR humanas sin producir una respuesta 
inflamatoria severa ni diseminación de las células trasplantadas a otros tejidos.  
 
Por lo tanto, podemos concluir que EPR cultivado sobre una matriz de fibrina-
agarosa mantiene su polaridad y morfología y que el trasplante EPR es seguro 
al utilizar este tipo de biomaterial. 
 
Conclusiones del Objetivo 2.  
 
Se obtuvieron las iPSCs a partir de muestras de sangre periférica de individuos 
sanos y pacientes con RP. El uso de muestras sanguíneas es un proceso 
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menos invasivo que las biopsias cutáneas lo que facilita la obtención de las 
muestras. 
 
En el proceso de caracterización de las líneas de iPSCs generadas no se 
observaron alteraciones cromosómicas y sus características morfológicas y 
moleculares demostraron que se habían generados células con características 
compatibles con las ESCs. 
 
Se diferenciaron las iPSCs obtenidas hacia EPR y se evaluó su fenotipo 
mostrando que el EPR obtenido de las células del paciente con la mutación 
presentaba una atrofia de las microvellosidades, incremento del espacio 
intercelular debido a la pérdida de las uniones estrechas, ausencia de la 
proteína en la base del cilio primario y acortamiento de la longitud del cilio.  
 
La corrección génica utilizando CRISPR-Cas9 para tratar las dos mutaciones 
no fue exitosa. En el caso del exón 26 no logramos el corte del ADN genómico 
con las guías diseñadas. Para el exón 23, logramos cortar el ADN genómico 
pero la inserción que se produjo no fue la del alelo silvestre. Sin embargo, esta 
nueva inserción permitió la corrección del marco de lectura y la producción de 
la proteína en las células de EPR. 
 
Por lo tanto, podemos concluir que aunque la guía de corte diseñada para el 
exón 23 realizaba su función, no llegamos a corregir la mutación 
completamente porque no ocurrió una recombinación homóloga que resultara 
en el alelo silvestre. 
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