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MÉTODOS DE TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES DE DEGENERACIÓN 

RETINIANA 

 

CAMPO DE LA INVENCIÓN 

Esta invención se refiere al campo de la terapia basada en células o regenerativa 5 

para enfermedades oftálmicas. En particular, la invención proporciona métodos de 

tratamiento de enfermedades de degeneración retiniana mediante la administración de 

células, teniendo dichas células propiedades de células madre o células progenitoras, a 

la retina y la reprogramación de células de la retina, tales como neuronas de la retina o 

células gliales de la retina, mediada por la fusión celular de dichas células con dichas 10 

células de la retina, estando mediada dicha reprogramación por la activación de la ruta 

de señalización Wnt/-catenina. 

 

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 

La retina es un tejido especializado sensible a la luz en la parte posterior del ojo 15 

que contiene células fotorreceptoras (bastones y conos) y neuronas conectadas a una red 

neuronal para el procesamiento de la información visual. Los bastones funcionan en 

condiciones de baja iluminación mientras que los conos son responsables de la visión en 

color y de todas las tareas visuales que requieren alta resolución (por ejemplo, la 

lectura). Los bastones están ubicados en su mayor parte lejos del centro del ojo en la 20 

periferia retiniana. La mayor concentración de conos se encuentra en el centro de la 

retina, la mácula, que es necesaria para la agudeza visual. Para soportar sus funciones 

metabólicas, la retina depende de células del epitelio pigmentario de la retina adyacente 

(RPE). 

La degeneración retiniana es el deterioro de la retina producido por la muerte 25 

progresiva y eventual de las células de la retina o del epitelio pigmentario de la retina 

(RPE). Hay varios motivos para la degeneración retiniana, incluyendo oclusión arterial 

o venosa, retinopatía diabética, fibroplasia retrolenticular/retinopatía del prematuro, o 

enfermedad (habitualmente hereditaria). Éstas pueden presentarse en muchas formas 

diferentes tales como visión afectada, ceguera nocturna, desprendimiento de retina, 30 

sensibilidad a la luz, visión en túnel, y pérdida de visión periférica hasta pérdida de 

visión total. La degeneración retiniana se encuentra en muchas formas diferentes de 
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enfermedades retinianas incluyendo retinitis pigmentosa, degeneración macular 

relacionada con la edad (AMD), retinopatía diabética, cataratas, y glaucoma. 

La retinitis pigmentosa (RP) es la degeneración retiniana más común con una 

prevalencia de aproximadamente 1 en 3.000 a 1 en 5.000 individuos, afectando 

aproximadamente a 1,5 millones de personas en todo el mundo. La RP es una familia 5 

heterogénea de trastornos heredados de la retina caracterizada por degeneración 

progresiva de los fotorreceptores con la posterior degeneración del RPE. Es la 

degeneración retiniana heredada más común y está caracterizada por depósitos de 

pigmentos predominantemente en la retina periférica y por una conservación relativa de 

la retina central. Las manifestaciones típicas se presentan entre la adolescencia y la 10 

etapa adulta temprana y conducen a pérdida visual devastadora con una alta 

probabilidad. En la mayoría de los casos de RP, hay degeneración primaria de bastones 

fotorreceptores, con degeneración secundaria de conos. La RP es una enfermedad de 

larga duración que evoluciona habitualmente durante varias décadas, presentándose 

inicialmente como ceguera nocturna, y más tarde como afectación visual en condiciones 15 

diurnas. Actualmente, no existe terapia que detenga la evolución de degeneración 

retiniana o que restaure la visión. Hay pocas opciones de tratamiento tales como evitar 

la luz y/o el uso de dispositivos de ayuda para corregir la visión deficiente para 

ralentizar la progresión de la RP. Algunos médicos también consideran la vitamina A 

como una posible opción de tratamiento para ralentizar la progresión de la RP. 20 

Se ha investigado ampliamente el tratamiento eficaz para la degeneración 

retiniana. El campo de la terapia basada en células madre ofrece un gran potencial para 

el tratamiento de enfermedades degenerativas retinianas ya que muchos estudios en 

modelos animales sugieren que las células madre tienen capacidad para regenerar 

neuronas retinianas y fotorreceptores perdidos y mejorar la visión. Hasta la fecha, estas 25 

células incluyen células progenitoras de la retina, células madre embrionarias, células 

madre derivadas de médula ósea, y células madre pluripotentes inducidas. 

Las células progenitoras de la retina (RPC) se derivan de retinas fetales o 

neonatales, y comprenden una población de células inmaduras que es responsable de la 

generación de todas las células de la retina durante el desarrollo embrionario. Las RPC 30 

pueden proliferar y generar nuevas neuronas y células de soporte retinianas 

especializadas in vitro, y también pueden migrar a todas las capas retinianas y 
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desarrollar características morfológicas de diversos tipos de células de la retina in vivo 

(MacLaren et al., 2006, Nature 444:203-7). Estos resultados apoyan la hipótesis de que 

los trasplantes de RPC son un posible tratamiento para las enfermedades degenerativas 

retinianas. 

Las células madre embrionarias (ESCs) se derivan de la masa celular interna de 5 

embriones en estadio de blastocisto, con capacidades de auto-renovación, así como la 

capacidad de diferenciarse en todos los tipos de células adultas, incluyendo progenitores 

de fotorreceptores, fotorreceptores, o RPE en ratones y seres humanos (Lamba et al., 

2006, PNAS USA 103:12769-74; Osakada et al., 2008, Nat Biotechnol 26:215–224). 

Lamba et al. demostraron que el trasplante de células de la retina derivadas de ESCs 10 

humanas en el espacio subrretiniano de ratones adultos Crx(-/-) promovió la 

diferenciación de células de la retina derivadas de hESCs en fotorreceptores 

funcionales, y el procedimiento mejoró las respuestas a la luz en estos animales (Lamba 

et al., 2009, Cell Stem Cell 4:73-9). Aunque las ESCs son prometedoras en terapias de 

sustitución de retina, quedan por considerar problemas éticos y de rechazo inmunitario, 15 

y las ESCs también se han asociado con formación de teratoma. 

La médula ósea alberga al menos dos poblaciones de células madre distintas: 

células madre mesenquimales (MSCs) y células madre hematopoyéticas (HSCs). Las 

MSCs pueden inducirse en células que expresan marcadores específicos de linaje de 

fotorreceptor in vitro usando activina A, taurina y factor de crecimiento epidérmico 20 

(Kicic et al., 2003, J Neurosci 23:7742-9). Además, un modelo animal in vivo demostró 

que MSCs inyectadas en el espacio subrretiniano puede ralentizar la degeneración de 

células de la retina e integrarse en la retina y diferenciarse en fotorreceptores en ratas 

Royal College of Surgeons (RCS) (Kicic et al., 2003, J Neurosci 23:7742-9; Inoue et 

al., 2007, Exp Eye Res 85:234-41). 25 

Otani et al. han notificado que células madre hematopoyéticas (HSCs) de linaje 

negativo (Lin-) inyectadas por vía intravítrea pueden mejorar la degeneración retiniana 

en ratones rd1 y rd10 (Otani et al., 2004, J Clin Invest 114:755-7; documentos US 

2008/0317721; US 2010/0303768). Sin embargo, las retinas sometidas a trasplante 

estaban formadas casi exclusivamente de conos, y las respuestas de electrorretinograma 30 

fueron gravemente anómalas y comparables a las de los animales no tratados. Hubo una 

limitación porque las HSCs Lin- inyectadas por vía intravítrea se incorporaron 
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eficazmente a la retina sólo durante un estado de desarrollo postnatal temprano, pero no 

en ratones adultos, dirigiéndose sólo a astrocitos activados que se observan en ratones 

neonatales o en un modelo inducido de lesión en el adulto (Otani et al., 2002, Nat Med 

8:1004-10; Otani et al., 2004, J Clin Invest 114:755-7; Sasahara et al., 2004, Am J 

Pathol 172:1693-703). 5 

Las células madre pluripotentes inducidas (iPS) derivadas de tejidos adultos son 

células similares a ESCs pluripotentes reprogramadas in vitro a partir de células 

somáticas diferenciadas de manera terminal mediante transducción retroviral de cuatro 

factores de transcripción: Oct3/4, Sox2, Klf4 y c-Myc. Se ha notificado que las iPS 

humanas tienen un potencial similar al de ESCs para imitar la retinogénesis normal 10 

(Meyer et al., 2009, PNAS USA 106:16698-703). Sin embargo, los problemas 

principales incluyen reducir el riesgo de integraciones virales y expresión de oncogenes 

para la generación de iPS. Estas limitaciones pueden vencerse usando métodos 

alternativos para obtener iPS tales como activación de rutas de señalización, incluyendo 

las rutas de señalización Wnt/-catenina, MAPK/ERK, TGF- y PI3K/AKT 15 

(documento 2009/101084; Sanges & Cosma, 2010, Int J Dev Biol 54:1575-87). 

Por tanto, existe la necesidad de proporcionar un método eficaz para tratar 

enfermedades degenerativas retinianas. 

 

COMPENDIO DE LA INVENCIÓN 20 

Los inventores han encontrado ahora que puede lograrse la regeneración 

retiniana mediante la implantación de células, teniendo dichas células propiedades de 

células madre o células progenitoras, en la retina de un sujeto que se fusionan con 

células de la retina (o “células retinianas”), tales como neuronas de la retina (o 

“neuronas retinianas”), por ejemplo, bastones, etc., o células gliales de la retina (o 25 

“células gliales retinianas”), para formar células híbridas que reactivan marcadores de 

precursores neuronales, proliferan, se desdiferencian y finalmente se diferencian en 

neuronas retinianas diferenciadas de manera terminal de interés, por ejemplo, células 

fotorreceptoras, células ganglionares, etc., que pueden regenerar el tejido retiniano 

dañado. La activación de la ruta de señalización Wnt/-catenina es esencial para inducir 30 

la desdiferenciación de dichas células híbridas y la rediferenciación final en las 

neuronas retinianas de interés. En una realización, la activación de la ruta de 
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señalización Wnt/-catenina se proporciona, al menos parcialmente, por las células 

implantadas (que se han tratado con un activador de la ruta de señalización Wnt/-

catenina, o con un inhibidor de un represor de la ruta de señalización Wnt/-catenina, 

y/o que sobreexpresan un activador de la ruta de señalización Wnt/-catenina), mientras 

que en otra realización, la activación de la ruta de señalización Wnt/-catenina se 5 

consigue, únicamente, bien como resultado de administrar un activador de la ruta de 

señalización Wnt/-catenina, o un inhibidor de un represor de la ruta de señalización 

Wnt/-catenina, al sujeto que va a tratarse o bien como consecuencia de un daño o 

lesión en la retina, como ocurre, por ejemplo, en enfermedades de degeneración 

retiniana (por ejemplo, retinitis pigmentosa). Las neuronas retinianas recién formadas 10 

regeneran completamente la retina en los mamíferos sometidos a trasplante, con alguna 

mejora de la visión funcional. El análisis histológico muestra que dichas retinas 

regeneradas son indistinguibles de retinas de mamíferos de tipo natural dos meses tras el 

trasplante. Estos datos muestran que la regeneración mediada por fusión celular es un 

proceso muy eficaz en la retina de mamíferos, y que puede desencadenarse por la 15 

activación de la ruta de señalización Wnt/-catenina en las células trasplantadas, y que 

la reprogramación in vivo de neuronas retinianas diferenciadas de manera terminal es un 

posible mecanismo de regeneración tisular. En consecuencia, estas enseñanzas pueden 

aplicarse para tratar enfermedades en las que la retina se degenera. 

 20 

BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS 

Figura 1. Controles de fusión celular. (a) Representación esquemática del plan 

experimental. La fusión celular in vivo entre HSPCsRFP/Cre con neuronas retinianas de 

ratones LoxP-STOP-LoxP-YFP (R26Y) conduce a escisión de un codón de terminación 

flanqueado por LoxP en las neuronas retinianas, y a su vez, a expresión de YFP. Los 25 

híbridos resultantes expresan tanto RFP como YFP. (b) Micrografías de fluorescencia 

representativas de retinas de R26Yrd1 24 h tras el trasplante subretiniano de 

HSPCsCRE/RFP tratadas con BIO. Las células positivas para YFP representan híbridos 

derivados de fusión celular de HSPCs con células de la retina R26Yrd1. (c) El análisis 

mediante RT-PCR del gen diana axina 2 muestra activación de señalización de -30 

catenina en HSPCs tratadas con BIO. (d-e) Micrografías de fluorescencia 

representativas de retinas de R26Y de tipo natural p10 24 h tras el trasplante 
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subretiniano de HSPCsCRE/RFP tratadas con BIO. No se detectaron células positivas para 

YFP (verde). Los núcleos se contratiñeron con DAPI en (e). Las líneas discontinuas 

muestran la parte final del tejido retiniano. OS: segmento externo; ONL: capa nuclear 

externa; INL: capa nuclear interna. 

Figura 2. Las HSPCs trasplantadas se fusionan e inducen desdiferenciación de 5 

células de la retina de ratón rd1 con la activación de la ruta de señalización Wnt/-

catenina. (a-d) Micrografías de fluorescencia representativas de retinas de ratón R26Yrd1 

24 h tras el trasplante subretiniano de HSPCsCRE/RFP. Se detectaron híbridos dobles 

positivos para RFP/YFP (rojo/verde) tras la fusión celular de HSPCs (rojo) con células 

de la retina de rd1 en la ONL, y algunos en la INL. Estos híbridos positivos para YFP 10 

(YFP, verde) también son positivos para marcadores para células de bastones 

(rodopsina; rojo en b) y de Müller (glutamina sintetasa; rojo en c), pero no para conos 

(d). (e-g) Cuantificación de híbridos de fotorreceptores apoptóticos (e) y apoptóticos (f) 

y en proliferación (g) 24 h tras el trasplante de HSPCsCRE no tratadas con BIO (No BIO) 

y tratadas con BIO (BIO) en ojos R26Yrd1 p10. Los números se calcularon como el 15 

porcentaje de fotorreceptores positivos para TUNEL con respecto a núcleos de 

fotorreceptores totales (e) o como el porcentaje de células positivas para anexina V (f) o 

Ki67 (g) con respecto al número total de células híbridas positivas para YFP. (h) PCR 

en tiempo real de genes (tal como se indica) expresadas en las HSPCs y las células de la 

retina e híbridas (tal como se indica). ONL: capa nuclear externa; INL: capa nuclear 20 

interna. 

Figura 3. Análisis de proliferación y muerte celular de híbridos 

desdiferenciados. Tinción de inmunofluorescencia representativa de anexina V (a, b) y 

Ki67 (c, d) en cortes de retina de ratones R26Yrd1 analizados 24 h tras el trasplante en 

p10 con HSPCsCRE tratadas con BIO (BIO; a, c) o HSPCsCRE no tratadas (No BIO; b, d). 25 

La fluorescencia de YFP (verde) localiza los híbridos obtenidos tras la fusión. Los 

núcleos se contratiñeron con DAPI (azul). Las flechas amarillas indican híbridos 

apoptóticos (b) o en proliferación (c-d). 

 Figura 4. Análisis por inmunofluorescencia de expresión de marcadores de 

precursores en híbridos desdiferenciados. Tinción de inmunofluorescencia 30 

representativa de nestina (a, d, rojo), nogina (b, e, rojo) y Otx2 (c, f, rojo) en cortes de 
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retina de ratones R26Yrd1 24 h tras el trasplante en p10 de HSPCsCRE tratadas con BIO 

(BIO; a-c) o células no tratadas (No BIO; d-f). Los híbridos de YFP (verde) obtenidos 

tras la fusión fueron positivos para estos marcadores sólo tras el tratamiento con BIO (a-

c, flechas amarillas). 

 Figura 5. Análisis histológico a lo largo del tiempo de regeneración retiniana en 5 

ratones rd1. (a-h) Tinción con H&E (a, b, e-h) y tinción TUNEL (c, d; rojo) 

representativas de cortes de retina de ratones R26Yrd1 sometidos a trasplante en p10 con 

HSPCsRFP/CRE no tratadas (a, c, e, g) o tratadas con BIO (b, d, f, h) y analizados 5 (p15; 

a-d), 10 (p20; e, f) y 15 días (p25; g, h) tras el trasplante. (i-p) Tinción con H&E 

representativa de ratones de tipo natural (i, j) y rd1 (k-p) sin trasplante (i, j, o, p) o 10 

sometidos a trasplante en p10 (k-n) con HSPCs (m-n) no tratadas (m, n) o tratadas con 

BIO (k-l), analizados todos en p60. Ampliación: 20× a-h, j, l, n, p; 5× i, k, m, o. ONL: 

capa nuclear externa. 

 Figura 6. Análisis histológico a lo largo del tiempo de ojos de R26Yrd1 

sometidos a trasplante (a-h) Tinción con H&E (a, b, e-h) y tinción TUNEL (c, d; rojo) 15 

representativas de cortes de retina de ratones R26Yrd1 transplantados en p10 con 

HSPCsRFP/CRE no tratadas (a, c, e, g) o tratadas con BIO (b, d, f, h) y analizados 5 (p15; 

a-d), 10 (p20; e, f) y 15 días (p25; g, h) tras el trasplante. (i-p) Tinción con H&E 

representativa de ratones de tipo natural (i, j) y rd1 (k-p) sin trasplante (i, j, o, p) o 

transplantados en p10 (k-n) con HSPCs (m-n) no tratadas (m, n) o tratadas con BIO (k-20 

l), analizados todos en p60. Ampliación: 20×, a-h, j, l, n, p; 5× i, k, m, o. ONL: capa 

nuclear externa; INL: capa nuclear interna. 

 Figura 7. Análisis de diferenciación de híbridos en p60. (a-f) Tinción de 

inmunofluorescencia representativa de cortes de retina de ratones R26Yrd1 sin trasplante 

(e) y sometidos a trasplante en p10 de HSPCs tratadas con BIO (a-d, f) y analizados en 25 

p60. (a-d) los híbridos positivos para YFP (verde) son positivos para rodopsina (a, rojo) 

pero no para la opsina de los conos (b, rojo), glutamina sintetasa (c, rojo), y CD31 (d, 

rojo). Imágenes inferiores: fusiones de rojo y verde, con núcleos también contrateñidos 

con DAPI (azul). (e-f) rodopsina (rojo), Pde6b (magenta) y núcleos contrateñidos con 

DAPI (azul). (g) Inmunotransferencia de tipo Western la expresión de la proteína Pde6b 30 

en la retina de ratones de tipo natural (wt) y R26Yrd1 o bien no tratados (rd1 NT) o bien 
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sometidos a trasplante de HSPCs tratadas con BIO (rd1 BIO), analizadas todas en p60. 

Los lisados de proteína totales se normalizaron con anticuerpo anti--actina. ONL: capa 

nuclear externa; INL: capa nuclear interna; GCL: capa de células ganglionares. 

 Figura 8. Los híbridos positivos para YFP expresan PDE6B. (a) Tinción de 

inmunofluorescencia representativa de rodopsina (rojo) en corte de retina de ratones 5 

R26Yrd1 2 meses tras el trasplante en p10 de HSPCsCRE no tratadas. No se detectaron ni 

híbridos de YFP (verde) ni fotorreceptores positivos para rodopsina (rojo). Los núcleos 

se contratiñeron con DAPI. (b) Cortes de retina representativos de ratones R26Yrd1 

sometidos a trasplante en p10 de HSPCsCRE tratadas con BIO y analizados en p60. Los 

híbridos positivos para YFP (verde) son positivos tanto para rodopsina (rojo) como para 10 

Pde6b (magenta). Los núcleos en imágenes fusionadas se contratiñeron con DAPI 

(azul). ONL: capa nuclear externa; INL: capa nuclear interna; GCL: capa de células 

ganglionares. 

 Figura 9. Fusión celular dependiente de daño in vivo. (A) Representación 

esquemática del plan experimental de fusión celular. La fusión celular in vivo entre 15 

SPCCre marcadas con rojo con neuronas retinianas de ratones LoxP-STOP-LoxP-YFP 

(R26Y) conduce a escisión de un codón de terminación flanqueado por LoxP en las 

neuronas retinianas, y a su vez, a expresión de YFP. Los híbridos resultantes expresan 

YFP y también se marcan en rojo. (B, C) Fotomicrografías confocales de retinas de 

R26Y dañadas con NMDA (B) o sanas (C) de ratones sometidos a trasplante de 20 

HSPCsRFP/Cre. Los ratones se sacrificaron 24 h tras el daño tisular. Se detectaron híbridos 

dobles positivos para RFP (rojo) y YFP (verde) derivados de fusión celular en presencia 

de daño por NMDA (B, NMDA), pero no en el ojo no dañado (C, sin NMDA). Los 

núcleos se contratiñeron con DAPI (azul). ONL: capa nuclear externa; INL: capa 

nuclear interna; GCL: capa de células ganglionares. Barra de escala: 50 m. (D) 25 

Cuantificación de híbridos formados 24 h tras el trasplante celular, como porcentajes de 

células positivas para YFP en las HSPCsCre/RFP rojas totales localizados en los campos 

ópticos. Se analizaron cortes de ojos dañados por NMDA no dañados (sin NMDA). Los 

datos son medias ± e.e.m.; n = 90 (tres campos retinianos diferentes de 10 cortes en 

serie de retina diferentes, para cada ojo. Se analizaron tres ojos diferentes). ***P 30 

<0,001. (E-G): Análisis inmunohistoquímico de parejas celulares de fusión retiniana. Se 
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detectaron híbridos de YFP también positivos para marcadores de células ganglionares 

(E, Thy1.1, rojo), amacrinas (F, sintaxina, rojo) o negativos para marcadores de células 

de Müller (G, GS, rojo) 12 h tras el trasplante de HSPCsCre en ojos dañados por NMDA. 

Las flechas amarillas indican células positivas tanto para YFP como para tinción de 

marcador. Barra de escala: 10 m. 5 

Figura 10. Análisis de acontecimientos de fusión celular. (A) Tinción con H&E 

(izquierda) y representación esquemática del tejido retiniano. (B) Tinción TUNEL 

(verde) en cortes de ojos de ratones R26Y sacrificados 48 h tras inyección de NMDA. 

(C) El tratamiento con NMDA en ratones R26Y no activa la expresión de YFP (verde) 

en neuronas retinianas. (D) Se realizó trasplante de células al menos en 3 ojos diferentes 10 

por cada experimento. Entonces, se examinó un total de diez cortes en serie de cada uno 

de los ojos en tres regiones diferentes para cada corte. Se contó el número de células 

positivas para marcador inmunorreactivo, de células positivas para YFP o de células 

positivas para GFP dentro de tres áreas (campos ópticos 40X) de la retina en cortes 

individuales. La razón entre estos últimos números y el número total de células 15 

marcadas de rojo (DiD) o células positivas para RFP en los mismos campos dio como 

resultado el porcentaje de células positivas. Los campos 40X (rectángulos rojos) se 

eligieron en áreas incluyendo la GCL y la INL del tejido retiniano. (E) Se realizó el 

análisis de citometría de flujo de células tetraploides con un contenido en 4C de ADN 

en las células totales aisladas de retinas de R26Y dañadas por NMDA sometidas a 20 

trasplante de HSPCsCre tratadas con BIO. Se detectó la presencia de células tetraploides 

en una fase G2/M del ciclo celular cuando se activó las células positivas para RFP 

(híbridos) (gráfico derecho) mientras que no estaban presentes en HSPCsCre positivas 

para RFP no fusionadas control (gráfico izquierdo). (F) Análisis estadístico de las 

parejas de fusión retinianas. Los números representan el porcentaje de híbridos de YFP 25 

también positivos o bien para marcadores de células ganglionares, amacrinas o de retina 

de Müller detectados 12 h tras el trasplante de HSPCsCre en ojos de R26Y dañados por 

NMDA. 

 Figura 11. Análisis de acontecimientos de fusión de ESCs y RSPCs. (A) 

Muestras representativas de DiD-ESCsCre y DiD-RSPCsCre inyectadas o bien en ojos de 30 

ratones pretratados durante 24 h con NMDA para inducir daño celular o en ojos sanos 



10 
 

(sin NMDA). En ojos de R26Y 24 h tras la inyección de células (células DiD, rojas), se 

detecta expresión de YFP (YFP, verde) en los ojos dañados por NMDA (NMDA), pero 

no en los ojos no dañados (sin NMDA). Los núcleos se contratiñeron con DAPI (azul). 

Barra de escala: 20 m. (B) Cuantificación de células positivas para YFP como 

porcentaje en relación con el número total de DiD-ESCsCre y DiD-RSPCsCre 5 

trasplantadas localizadas en los campos ópticos. Se analizaron cortes de ojos no dañados 

y dañados por NMDA en ratones sacrificados 24 h tras el trasplante. Los datos son 

medias ± e.e.m.; n=30 (tres áreas diferentes de 10 cortes en serie de retina diferentes 

para cada ojo). Valor de P <0,001 (***). (C) Se inyectaron NMDA (por vía intravítrea) 

y BrdU (por vía intraperitoneal) en ratones R26Y; un día después, se inyectaron ESCs 10 

no marcadas (por vía intravítrea) y finalmente se realizó tinción con BrdU en cortes de 

ojo de ratones sacrificados tras 24 h adicionales. Se contaron las células positivas para 

BrdU totales (flechas rojas) en la GCL en un campo 40X. Los híbridos positivos para 

YFP nunca fueron positivos para tinción con BrdU (flechas verdes). Los datos son 

medias ± e.e.m.; n=30. 15 

 Figura 12. Análisis de reprogramación de neuronas retinianas tras fusión. (A) Se 

realizó tinción de inmunofluorescencia usando un anticuerpo anti--catenina (rojo) en 

cortes de ojos tratados o bien con NMDA, tanto con NMDA como con DKK1 o bien no 

tratados como control. Se redujo la expresión y la acumulación nuclear de -catenina en 

células de la retina detectadas en ojos dañados por NMDA (flechas rojas) tras el 20 

tratamiento con DKK1. Barra de escala: 20 m. (B) Representación esquemática del 

plan experimental de reprogramación in vivo. Se inyectaron SPC marcadas de rojo o 

bien no tratadas (control) o bien tratadas durante 24 h con BIO en ojos no dañados o 

dañados por NMDA de ratones receptores Nanog-GFP-Puro. Se analizó la expresión de 

GFP en híbridos reprogramados un día tras la inyección. (C) El tratamiento con NMDA 25 

no activa la expresión de GFP (verde) en neuronas retinianas de Nanog-GFP. (D-F) El 

tratamiento con BIO de HSPCs activa la señalización de β-catenina tal como se muestra 

mediante RT-PCR del gen diana axina 2 (D) o mediante translocación nuclear de β-

catenina en células no tratadas (E) o tratadas con BIO (F). (G) El trasplante de 

HSPCsRFP tratadas con BIO (rojo) en ojos de Nanog-GFP sanos no induce reactivación 30 

del transgén de Nanog-GFP (verde). Los núcleos se contratiñeron con DAPI.  
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 Figura 13. Activación de la ruta de señalización Wnt/-catenina potencia la 

reprogramación neuronal tras la fusión celular in vivo. (A) Representación esquemática 

del plan experimental de reprogramación in vivo. Ratones nestina-CRE recibieron 

inyección intravítrea de NMDA y DKK1, NMDA solo o PBS como control, un día 

antes de la inyección de HSPCsR26Y. Antes del trasplante, se pretrataron o no 5 

HSPCsR26Y con Wnt3a o BIO y se marcaron con colorante rojo DiD. Se analizaron las 

muestras 24 h tras el trasplante celular. Sólo como consecuencia de la fusión celular y la 

reprogramación puede inducir Cre, expresada de nuevo en ratones adultos debido a la 

activación del promotor de nestina, la expresión de YFP en híbridos que mantienen las 

membranas rojas. (B) Sólo en presencia de NMDA sin DKK1 comienzan a expresar las 10 

HSPCsR26Y rojas trasplantadas YFP (flechas verdes). Las flechas amarillas indican 

células dobles positivas para rojo y verde. El pretratamiento con Wnt3a de HSPCsR26Y 

rojas antes del trasplante aumenta las cantidades de híbridos dobles positivos para 

rojo/verde. Barra de escala: 50 m (C-D) Análisis estadístico de los números de 

híbridos dobles positivos para rojo/verde (DiD/YFP) detectados en retinas de nestina-15 

CRE (C) o Nanog GFP (D) tratadas con NMDA, NMDA+DKK1, o no tratadas (sin 

NMDA), 24 h tras el trasplante de HSPCs no tratadas o de HSPCs tratadas con Wnt3a o 

con BIO. Se calcularon los porcentajes como el número de células positivas para YFP 

con respecto al número total de HSPCs rojas detectadas en los campos ópticos. Los 

datos son medias ± e.e.m.; n=90. ***P <0,001. (E) Fotomicrografías confocales 24 h 20 

tras el trasplante de retinas de Nanog-GFP no dañadas (sin NMDA) y de retinas de 

Nanog-GFP con NMDA sometidas a trasplante de HSPCs pretratadas con Wnt3a 

(NMDA + Wnt3a). 

 Figura 14. La activación de la ruta de señalización Wnt/-catenina potencia la 

reprogramación neuronal tras la fusión celular in vivo. (A) Muestras representativas en 25 

las que se inyectaron DiD-ESC 24 h tras la inyección de PBS (sin NMDA) o inyección 

de NMDA en ratones Nanog-GFP-puro. Veinticuatro horas tras la inyección de ESCs, 

se detecta la expresión de Nanog-GFP (verde) en híbridos de ESC-neurona (rojo y 

verde) en ojos dañados por NMDA (NMDA) pero no en ojos no tratados (sin NMDA). 

El pretratamiento con DKK1 (NMDA+DKK1) reduce el número de híbridos positivos 30 

para GFP. El pretratamiento con BIO y Wnt3a de ESCs aumentó el número de neuronas 

reprogramadas positivas para GFP (rojo/verde) con respecto a las ESCs no tratadas (sin 
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BIO). Los núcleos se contratiñeron con DAPI (azul). Barra de escala: 20 m. (B) Se 

cultivaron híbridos aislados de ojos de Nanog-GFP dañados por NMDA sometidos a 

trasplante de ESCs tratadas con BIO (BIO) o no tratadas (No BIO) in vitro con 

selección de puromicina. Se detectó una media de 23 clones positivos para GFP tras un 

mes de cultivo celular. Los clones también son positivos para tinción con fosfatasa 5 

alcalina. (C) Las RSPCs trasplantadas (rojo) no reprograman neuronas retinianas 

dañadas por NMDA en presencia o no de tratamiento con BIO. Los núcleos se 

contratiñeron con DAPI (azul). (D) Análisis estadístico del porcentaje de híbridos con 

YFP tras la inyección de o bien HSPCsCRE no tratadas, tratadas con BIO (barras 

blancas), ESCsCre (barras grises) o bien RSPCsCre (barras negras), en ojos de R26Y 10 

pretratados (NMDA) o no (sin NMDA) con NMDA.  

 Figura 15. Caracterización de los híbridos reprogramados. (A) Análisis 

mediante RT-PCR de la expresión de genes diferentes en híbridos positivos para RFP 

clasificados por FACS 24 h tras el trasplante HSPCsCre/RFP tratadas con BIO (barras 

negras) o no tratadas con BIO (barras grises) en ojos de R26Y dañados por NMDA. (B) 15 

Fotomicrografías confocales de retinas de R26Y dañadas por NMDA sometidas a 

trasplante de HSPCsCRE tratadas con BIO y teñidas 24 h después con anticuerpos anti-

Oct4, anti-Nanog, anti-nestina, anti cKit o anti Tuj-1. Los híbridos positivos para YFP 

(verde) también fueron positivos para expresión de Oct4, Nanog y nestina (flechas 

rojas), sin embargo no fueron positivos para c-Kit o Tuj-1 (flechas verdes). Barra de 20 

escala: 50 m. (C-D) Se evaluó la expresión génica específica de especie mediante RT-

PCR usando oligonucleótidos específicos de ratón (C) o ser humano (D) en híbridos 

clasificados por FACS 24 h tras el trasplante de CD34+ HSPCs humanas tratadas con 

BIO y marcadas con DiD en ojos dañados por NMDA de ratones Nanog-GFP. (E-J) A 

ojos de R26Y dañados por NMDA se inyectaron por vía intravítrea HSPCsCre tratadas 25 

con BIO (BIO) o no tratadas (sin BIO) y se analizaron 24 h después. Para evaluar la 

proliferación (E-G e I) y la muerte celular (F, H y J) de híbridos positivos para YFP 

(verde), se tiñeron cortes con anticuerpos o bien anti-Ki67 (G e I, rojo) o bien anti-

anexina V (H y J). Se evaluó la cantidad de híbridos positivos como el porcentaje de 

células positivas para Ki67 (E) o anexina V (F) en relación con el número total de 30 

híbridos de YFP. Los datos son medias ± e.e.m.; n=30. Valor de P <0,001 (***). Las 

flechas amarillas en G y J indicaban híbridos positivos para Ki67 o positivos para 
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anexina V, respectivamente. Barra de escala: 50 m. (K-L) Se evaluó la expresión de 

marcadores para ESCs (Oct4, Nanog), mesodermo (Gata4), endodermo (Hand1), 

neuroectodermo (nestina, nogina y Otx2), HSPCs (c-Kit y Sca1) o neuronas 

diferenciadas de manera terminal (Tuj-1) en híbridos de YFP formados tras HSPCsCre 

tratadas con BIO (K) o no tratadas (L) inyectadas en ojos dañados por NMDA de 5 

ratones R26Y y sacrificados 24 (barras blancas), 48 (barras grises) y 72 h (barras 

negras) tras el trasplante celular. Los datos son medias ± e.e.m.; n=30.  

 Figura 16. Proliferación y expresión génica en los híbridos. (A-B) Análisis 

mediante RT-PCR de retinas de R26Y dañadas por NMDA no sometidas a trasplante 

(A) o de HSPCs no tratadas (sin BIO, barras grises) o tratadas con BIO (BIO, barras 10 

negras). (C) Fotomicrografías confocales de retinas de Nanog-GFP dañadas por NMDA 

sometidas a trasplante de CD34+ HSPCs humanas marcadas con DiD y tratadas con 

BIO (rojo). Se detectaron híbridos positivos para YFP (células verde/rojo, flechas 

amarillas). (D-E) Se realizó tinción con Ki67 (D) y anexina V (E) en híbridos 

reprogramados positivos para YFP obtenidos tras la inyección de ESCs tratadas con 15 

BIO o no tratadas en ojos de R26Y dañados por NMDA. Se evaluaron los híbridos 

positivos como el porcentaje de células positivas en relación con el número total de 

híbridos de YFP. Los datos son medias ± e.e.m.; n=30. Valor de P <0,001 (***). (F) Se 

evaluó la expresión de marcadores para mesodermo (Gata4), endodermo (Hand1), 

neuroectodermo (nestina, nogina y Otx2), neuronas diferenciadas de manera terminal 20 

(Tuj-1) o ESCs (Oct4, Nanog) en híbridos de YFP formados tras inyección de 

HSPCsCRE tratadas con BIO en ojos dañados por NMDA de ratones R26Y sacrificados 

24 (barras blancas), 48 (barras grises) y 72 h (barras negras) tras el trasplante celular. 

Los datos son medias de n=30. 

Figura 17. Las retinas dañadas por NMDA pueden regenerarse tras fusión de 25 

HSPCs trasplantadas. (A) Tinción con H&E que muestra aumento en el grosor de la 

capa nuclear interna (INL, corchetes) y regeneración de la capa de células ganglionares 

(GCL, cabezas de flecha) en retina dañada por NMDA un mes tras el trasplante de 

HSPCsCre tratadas con BIO. Las flechas indican pérdida de células ganglionares en las 

retinas dañadas por NMDA. Barras de escala: 50 mm. (B-C) Cuantificación de núcleos 30 

ganglionares en la GCL (B) y filas nucleares en la INL (C) contados en cortes de retina 
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verticales de retinas dañadas (NMDA) o no dañadas sometidas a trasplante de HSPCs 

tratadas con BIO (BIO) o no tratadas. Los datos son medias ± e.e.m. (n = 30). ***P < 

0,001. (D) Se contaron las neuronas en la GCL a lo largo de los ejes nasotemporal 

(izquierda) y dorsoventral (derecha) y se representaron gráficamente las células por 

milímetro cuadrado. Se contaron un total de 80 imágenes diferentes que componían la 5 

totalidad de la retina para cada muestra. Los datos son medias ± e.e.m. de 3 retinas. *P 

< 0,01. ON: nervio óptico. (E) Se contaron las células totales en la GCL excluyendo las 

células endoteliales a lo largo de los ejes nasotemporal (izquierda) y dorsoventral 

(derecha) y se representaron gráficamente como mapas de densidad. El color rojo 

oscuro corresponde a una densidad celular de 10.000 células /mm2, tal como se indica 10 

en la barra de color. 

Figura 18. Potencial de diferenciación a largo plazo de los híbridos obtenidos 

tras reprogramación mediada por fusión celular. (A) Estrategia experimental para 

identificar híbridos YFP+ un mes tras HSPCsCre tratadas con BIO o no tratadas en 

retinas de R26Y dañadas por NMDA. (B) Se detectaron neuronas YFP+ en montajes 15 

planos de retinas de R26Y lesionadas por NMDA un mes tras trasplante de HSPCsCre 

tratadas con BIO. Los núcleos se contratiñeron con DAPI (azul). Barras de escala: 

50 m. En el panel derecho se muestra una ampliación superior de las neuronas YFP+. 

(C) Los híbridos diferenciados YFP+ (verdes) expresaban o bien el marcador de células 

ganglionares SMI-32 (izquierda, rojo) o bien el marcador de células amacrinas Chat 20 

(derecha, rojo). (D) Se detectaron axones YFP+ (verde) en nervios ópticos de ojos 

sometidos a trasplante de HSPCsCre tratadas con BIO (BIO-HSPCsCre), pero no de 

HSPCsCre no tratadas. En el panel derecho se muestra una ampliación superior de los 

axones positivos para YFP+ (verde) en los nervios ópticos. 

Figura 19. Análisis de eficacia de sustitución de médula ósea y análisis de 25 

proliferación de híbridos y apoptosis tras movilización de BM endógena y fusión 

celular. (A) Análisis hemocromocitométrico representativo de ratones un mes después 

de la sustitución de médula ósea. (B-C) Se realizó tinción con Ki67 (B) y anexina V (C) 

en híbridos reprogramados positivos para YFP obtenidos 24 h tras la inyección de BIO 

en ojos de R26Y dañados por NMDA de ratones que recibieron sustitución de 30 

BMRFP/Cre.  
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 Figura 20. Las células derivadas de BM endógenas incluidas en ojos dañados 

pueden fusionarse con neuronas retinianas. (A) Esquema experimental. Ratones R26Y 

recibieron trasplante de BMRFP/Cre a través de inyección en la vena de la cola tras 

irradiación subletal. Tras la reconstitución de la BM (1 mes), los ojos derechos 

recibieron una inyección intravítrea de NMDA, los ojos izquierdos no se inyectaron; los 5 

ratones se analizaron 24 h después. Sólo en caso de fusión celular de células de BM 

incluidas (rojo) y neuronas, se detectaron híbridos dobles positivos para YFP/RFP. (B-

F) Se detectaron híbridos dobles positivos para YFP/RFP en ojos dañados por NMDA 

(B-C, NMDA) pero no en sanos (D-E, sin NMDA). (F) Se calculó el porcentaje de 

híbridos dobles positivos para YFP/RFP con respecto al número total de células RFP 10 

detectadas. (G-K) Análisis inmunohistoquímico de las parejas de fusión de células de la 

retina. Los híbridos de YFP (verde) también son positivos para los marcadores de 

HSPCs, Sca1 (G) y c-Kit (H) y para los marcadores de las células de la retina 

ganglionares (I, Thy1.1, rojo), amacrinas (J, sintaxina, rojo) y de Müller (K, GS, rojo) 

24 h tras el daño por NMDA. Las flechas amarillas indican células dobles positivas. 15 

Barra de escala: 50 m.  

 Figura 21. La reprogramación mediada por fusión de células de BM endógenas 

de neuronas retinianas se induce por BIO. (A) Esquema experimental. Ratones nestina-

Cre recibieron trasplante de BMR26Y a través de inyección en la vena de la cola tras 

irradiación subletal. Tras la reconstitución de la BM (1 mes), los ojos derechos 20 

recibieron una inyección intravítrea de BIO+NMDA, mientras que en los ojos 

contralaterales se inyectó NMDA solo. Sólo en caso de reprogramación mediada por 

fusión celular de híbridos entre BMCR26Y incluidas y neuronas, la expresión de Cre 

mediada por nestina conduce a expresión de YFP. (B-C) Sólo tras la inyección de BIO 

(C), se detectaron híbridos reprogramados positivos para YFP (verde) tras la fusión de 25 

células de BM incluidas y neuronas dañadas. En cambio, no se observaron híbridos de 

YFP (B) en ojos dañados por NMDA sin BIO. (D-E) Se evaluaron los porcentajes de 

híbridos en proliferación (positivos para Ki67, D) o muriendo (positivos para anexina 

V, E) como el número de células dobles positivas para YFP con respecto a la cantidad 

total de células con YFP. Los datos son medias ± e.e.m.; n=30. (F-I) Las 30 

fotomicrografías confocales de retinas tratadas con NMDA+BIO muestran expresión de 

proteínas Oct4 (rojo en F-G) y Nanog (rojo en H-I) en híbridos reprogramados de YFP 
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(verde, véase la fusión en G e I). Se evaluaron los porcentajes de híbridos positivos para 

Oct4 y Nanog (E) como el número de células dobles positivas para YFP con respecto a 

la cantidad total de células con YFP. Los datos son medias ± e.e.m.; n=30. 

Figura 22. Análisis de macrófagos/monocitos tras trasplante de HSPCs. (A) 

Imagen confocal representativa de retinas dañadas con NMDA en montaje plano 1 mes 5 

tras el trasplante de HSPCs no tratadas. Sólo se detectaron algunas células YFP+ 

(verdes). Barras de escala: 50 m. (B) Nervio óptico recogido 24 h tras el trasplante de 

HSPCsCre en ojos de R26Y dañados por NMDA. Barras de escala: 200 m (C-F) 

Análisis de FACS como porcentajes de híbridos RFP+/YFP+ también positivos para 

tinción con CD45 (C-E) y Mac1 (D-F) 24 h (C, D) y 2 semanas (E, F) tras el trasplante 10 

de HSPCsCre/RFP en ojos de R26Y dañados por NMDA. 

 

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 

 La regeneración retiniana puede lograrse mediante la implantación de algunos 

tipos de células en la retina de un sujeto, teniendo dichas células propiedades de células 15 

madre o células progenitoras tales como células madre hematopoyéticas, células 

progenitoras y/o células madre mesenquimales. Estas células se fusionan con células de 

la retina (“células retinianas”), tales como neuronas de la retina (“neuronas retinianas”), 

por ejemplo, bastones, células ganglionares, células amacrinas, y similares, o con 

células gliales de la retina (“células gliales retinianas”), por ejemplo células de Müller, 20 

etc., para formar células híbridas que a su vez se desdiferencian y finalmente se 

diferencian en neuronas retinianas de interés, por ejemplo, células fotorreceptoras y/o 

células ganglionares, etc., siendo esencial la activación de la ruta de señalización 

Wnt/-catenina en las células implantadas o en las células híbridas para inducir la 

desdiferenciación de dichas células híbridas y la rediferenciación final en las neuronas 25 

retinianas de interés. En una realización, la activación de la ruta de señalización Wnt/-

catenina se proporciona, al menos parcialmente, por las células implantadas (que se han 

tratado con un activador de la ruta de señalización Wnt/-catenina, o con un inhibidor 

de un represor de la ruta de señalización Wnt/-catenina y/o que sobreexpresan un 

activador de la ruta de señalización Wnt/-catenina), mientras que en otra realización, la 30 

activación de la ruta de señalización Wnt/-catenina se consigue, únicamente, bien 

como resultado de administrar un activador de la ruta de señalización Wnt/-catenina, o 
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un inhibidor de un represor de la ruta de señalización Wnt/-catenina, al sujeto que va a 

tratarse o bien como consecuencia de un daño o lesión en la retina, como ocurre, por 

ejemplo, en enfermedades de degeneración retiniana. 

 

Uso de células que tienen propiedades de células madre o células progenitoras para 5 

el tratamiento de enfermedades de degeneración retiniana mediante 

reprogramación, mediada por la activación de la ruta Wnt/-catenina, de células 

retinianas fusionadas a dichas células 

 

Tratamiento A 10 

 

 En un aspecto, la invención se refiere a una célula, teniendo dicha célula su ruta 

de señalización Wnt/-catenina activada y seleccionándose del grupo que consiste en 

una célula madre hematopoyética, una célula progenitora, y una célula madre 

mesenquimal, para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración 15 

retiniana. En otras palabras, según este aspecto, la invención proporciona una célula 

seleccionada del grupo que consiste en una célula madre hematopoyética (“HSC”, del 

inglés “Hematopoietic Stem Cell”), una célula progenitora, y una célula madre 

mesenquimal (“MSC”, del inglés “Mesenchymal Stem Cell”), en donde la ruta de 

señalización Wnt/-catenina de dicha células está activada, para su uso en el tratamiento 20 

de una enfermedad de degeneración retiniana.  

 Por tanto, la invención proporciona una célula seleccionada del grupo que 

consiste en una célula madre hematopoyética, una célula progenitora y una célula madre 

mesenquimal, en la que dicha célula se trata con un activador de la ruta de señalización 

Wnt/-catenina, o con un inhibidor de un represor de la ruta de señalización Wnt/-25 

catenina y/o es una célula que sobreexpresa un activador de la ruta de señalización 

Wnt/-catenina para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración 

retiniana. Como resultado de dichos tratamientos, o manipulación celular para 

sobreexpresar un activador de la ruta de señalización Wnt/-catenina, la célula tiene su 

ruta de señalización Wnt/-catenina activada y puede usarse en el tratamiento de una 30 

enfermedad de degeneración retiniana. Para ese fin, la célula así tratada o manipulada se 
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implanta en el ojo de un sujeto que necesita tratamiento de una enfermedad de 

degeneración retiniana.  

 En otras palabras, este aspecto de la invención se refiere al uso de una célula, 

teniendo dicha célula su ruta de señalización Wnt/-catenina activada y seleccionándose 

del grupo que consiste en una célula madre hematopoyética, una célula progenitora y 5 

una célula madre mesenquimal, en la preparación de una composición farmacéutica para 

el tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana; o, alternativamente, este 

aspecto de la invención se refiere al uso de una célula seleccionada del grupo que 

consiste en una célula madre hematopoyética, una célula progenitora y una célula madre 

mesenquimal, en el que dicha célula se trata con un activador de la ruta de señalización 10 

Wnt/-catenina, o con un inhibidor de un represor de la ruta de señalización Wnt/-

catenina y/o sobreexpresa un activador de la ruta de señalización Wnt/-catenina, en la 

preparación de una composición farmacéutica para el tratamiento de una enfermedad de 

degeneración retiniana. 

Según el Tratamiento A, la activación de la ruta de señalización Wnt/-catenina 15 

se proporciona, al menos parcialmente, por las células implantadas que tienen su ruta de 

señalización Wnt/-catenina activada y seleccionándose del grupo que consiste en una 

célula madre hematopoyética, una célula progenitora y una célula madre mesenquimal. 

El sujeto que va a tratarse también puede tener activada la ruta de señalización Wnt/-

catenina tras daño o lesión en la retina. En general, la ruta de señalización Wnt/-20 

catenina se activa cuando se transcriben los genes diana; a modo ilustrativo, la 

activación de la ruta de señalización Wnt/-catenina puede confirmarse mediante 

técnicas convencionales, por ejemplo, analizando la expresión de los genes diana, por 

ejemplo, axina 2, mediante medios conocidos por el experto en la técnica para analizar 

la expresión de genes, tales como, por ejemplo, RT-PCR (transcripción inversa-reacción 25 

en cadena de la polimerasa), o mediante detección de traslocación de -catenina en los 

núcleos de las células mediante técnicas convencionales, tales como, por ejemplo, 

mediante inmunotinción, o mediante detección de fosforilación de Dishevelled o la 

fosforilación de la cola de LRP, etc. 

 La manera en la que se activa la ruta de señalización Wnt/-catenina puede 30 

variar. A modo ilustrativo, la activación de la ruta de señalización Wnt/-catenina en 

una célula seleccionada del grupo que consiste en una célula madre hematopoyética 
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(HSC), una célula progenitora y una célula madre mesenquimal (MSC) puede lograrse 

tratando dicha célula con un activador de la ruta de señalización Wnt/-catenina, o con 

un inhibidor de un represor de la ruta de señalización Wnt/-catenina, de tal manera que 

se activa dicha ruta, o mediante manipulación de la célula para sobreexpresar una 

proteína o péptido que es un activador de la ruta de señalización Wnt/-catenina, tal 5 

como se comentará a continuación. Alternativamente, la activación de la ruta de 

señalización Wnt/-catenina puede lograrse como consecuencia de un daño o lesión en 

la retina, como ocurre, por ejemplo, en enfermedades de degeneración retiniana o 

mediante la administración de un activador de la ruta de señalización Wnt/-catenina al 

sujeto que va a tratarse o un inhibidor de un represor de la ruta de señalización Wnt/β-10 

catenina, de tal manera que se activa dicha ruta, tal como se comentará a continuación.  

El término “célula madre hematopoyética” o “HSC”, en plural “HSCs”, tal como 

se usa en el presente documento se refiere a una célula madre multipotente que da 

origen a todos los tipos de células sanguíneas a partir de los linajes mieloide (monocitos 

y macrófagos, neutrófilos, basófilos, eosinófilos, eritrocitos, megacariocitos/plaquetas, 15 

células dendríticas) y linfoide (células T, células B, células NK). Las HSCs son una 

población heterogénea. Existen tres clases de células madre, que se distinguen por su 

razón de progenie linfoide con respecto a mieloide (L/M) en la sangre. Las HSCs 

derivadas de linaje mieloide (My-bi) tienen una razón L/M baja (>0, <3), mientras que 

las HSCs derivadas de linaje linfoide (Ly-bi) muestran una gran razón (>10). La tercera 20 

categoría consiste en las HSCs equilibradas (Bala) para las que 3 ≤ L/M ≤ 10. Como 

células madre, las HSCs se definen por su capacidad para reponer todos los tipos de 

células sanguíneas (multipotencia) y por su capacidad para autorrenovarse. En 

referencia al fenotipo, las HSCs se identifican por su pequeño tamaño, la falta de 

marcadores de linaje (lin), su baja tinción (población lateral) con colorantes vitales tales 25 

como rodamina 123 (rodamina DULL, también denominada rolo) o Hoechst 33342, y la 

presencia de diversos marcadores antigénicos sobre su superficie. En seres humanos, la 

mayoría de las HSCs son CD34+CD38-CD90+CD45RA-. Sin embargo, no todas las 

HSCs están cubiertas por dicha combinación que, no obstante, se ha hecho popular. De 

hecho, incluso en seres humanos, hay HSCs que son CD34-CD38-. En una realización 30 

preferida la HSC es una célula de mamífero, preferiblemente una célula humana. 
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En una realización particular, la HSC es una HSC a largo plazo (LT-HSC), es 

decir, una célula madre hematopoyética que puede contribuir a la hematopoyesis 

durante meses o incluso durante toda la vida y se caracteriza por CD34-, CD38-, SCA-

1+, Thy1.1+/low, C-kit+, lin-, CD135-, Slamf1/CD150+.  

En otra realización particular, la HSC es una HSC a corto plazo (ST-HSC), es 5 

decir, una HSC que tiene una capacidad de reconstitución que se limita a varias semanas 

y es CD34+, CD38+, SCA-1+, Thy1.1+/low, C-kit+, lin-, CD135-, Slamf1/CD150+, 

Mac-1 (CD11b)low. 

El término “CD34” tal como se usa en el presente documento se refiere a un 

grupo de diferenciación presente en ciertas células dentro del cuerpo humano. Es una 10 

glicoproteína de la superficie celular y funciona como factor de adhesión célula-célula. 

También puede mediar la unión de células madre a matriz extracelular de médula ósea o 

directamente a células del estroma. Las células que expresan CD34 (células CD34+) 

normalmente se encuentran en el cordón umbilical y la médula ósea como células 

hematopoyéticas, un subconjunto de células madre mesenquimales, células progenitoras 15 

endoteliales, células endoteliales de vasos sanguíneos pero no linfáticos. La secuencia 

de proteína completa para el CD34 humano tiene el número de registro de UniProt 

P28906 (26 de julio de 2012). 

El término “CD38” tal como se usa en el presente documento se refiere a un 

grupo de diferenciación 38, también conocido como ADP cíclico - ribosa hidrolasa. Es 20 

una glicoproteína encontrada sobre la superficie de muchas células inmunitarias 

(glóbulos blancos), incluyendo células CD4+, CD8+, B y linfocitos citolíticos naturales. 

CD38 también funciona en la adhesión celular, transducción de señales y señalización 

de calcio. CD38 es una proteína transmembrana de tipo II que funciona como una 

molécula de señalización y media la adhesión entre linfocitos y células endoteliales. 25 

También funciona enzimáticamente en la formación e hidrolización del ADP cíclico – 

ribosa del segundo mensajero. En el sistema hematopoyético, CD38 se expresa en su 

nivel más alto en las células plasmáticas. La secuencia de proteína completa para el 

CD38 humano tiene el número de registro de UniProt P28907 (26 de julio de 2012). 

El término “CD90” o Thy-1 tal como se usa en el presente documento se refiere 30 

al grupo de diferenciación 90, una proteína de la superficie celular conservada anclada a 

glicofosfatidilinositol (GPI), altamente N-glicosilada, de 25–37 kDa con un único 
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dominio de inmunoglobulina de tipo V (el dominio de inmunoglobulina es un tipo de 

dominio de proteína que consiste en una estructura intercalada de 2 capas de entre 7 y 9 

hebras  antiparalelas dispuestas en dos láminas  con una topología de tipo greca), 

descubierto originalmente como un antígeno de timocitos. La secuencia de proteína 

completa para el CD90 humano tiene el número de registro de UniProt P04216 (26 de 5 

julio de 2012). 

El término “CD45” tal como se usa en el presente documento se refiere a una 

familia que consiste en múltiples miembros que son todos productos de un único gen 

complejo. Este gen contiene 34 exones y tres exones de los transcritos primarios se 

empalman alternativamente para generar hasta ocho ARNm maduros diferentes y tras la 10 

traducción, ocho productos de proteína diferentes. Estos tres exones generan las 

isoformas RA, RB y RC. Existen diversas isoformas de CD45: CD45RA, CD45RB, 

CD45RC, CD45RAB, CD45RAC, CD45RBC, CD45R0, CD45R (ABC). La secuencia 

de proteína completa para el CD45 humano tiene el número de registro de UniProt 

P08575 (26 de julio de 2012). 15 

El término “SCA-1” se refiere a ataxina 1 cuya función se desconoce. La 

secuencia de proteína completa para la SCA-1 humana tiene el número de registro de 

UniProt P54253 (26 de julio de 2012). 

El término “c-kit” se refiere a un receptor del factor de crecimiento células 

madre/mastocitos (SCFR), también conocido como proto-oncogén c-Kit o proteína 20 

tirosina cinasa Kit o CD117. Es una proteína que en seres humanos está codificada por 

el gen KIT. CD117 es un receptor tirosina cinasa tipo III, que se une al factor de células 

madre, también conocido como “steel factor” (factor de acero) o “ligando c-kit”. La 

secuencia de proteína completa para el c-kit humano tiene el número de registro de 

UniProt P10721 (26 de julio de 2012). 25 

El término “CD135”, tal como se usa en el presente documento se refiere al 

grupo de diferenciación antígeno 135 (CD135) también conocido como tirosina cinasa 3 

de tipo Fms (FLT-3) o tirosina proteína cinasa de tipo receptor. CD135 es un receptor 

de citocinas expresado sobre la superficie de células progenitoras hematopoyéticas. La 

secuencia de proteína completa para el CD135 humano tiene el número de registro de 30 

UniProt P36888 (26 de julio de 2012). 
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El término “SLAMF1”, tal como se usa en el presente documento se refiere a 

molécula de activación de linfocitos de señalización. Es una proteína que en seres 

humanos está codificada por el gen SLAMF1. SLAMF1 se ha designado recientemente 

CD150 (grupo de diferenciación 150). La secuencia de proteína completa para la 

SLAMF1 humana tiene el número de registro de UniProt Q13291 (26 de julio de 2012). 5 

El término “Mac-1 (CD11b)”, tal como se usa en el presente documento se 

refiere a una integrina alfa M (ITGAM). Es una subunidad de proteína que forma la 

molécula heterodimérica integrina alfa-M beta-2 (M2), también conocida como 

antígeno de macrófago 1 (Mac-1) o receptor de complemento 3 (CR3). ITGAM también 

se conoce como CR3A, y molécula de grupo de diferenciación 11B (CD11B). La 10 

secuencia de proteína completa para la Mac-1 humana tiene el número de registro de 

UniProt P11215 (26 de julio de 2012). 

El término “lin” se refiere a marcadores de linaje, un cóctel convencional de 

anticuerpos designados para eliminar células hematopoyéticas maduras de una muestra. 

Esos anticuerpos se dirigen a CD2, CD3, CD4, CD5, CD8, NK1.1, B220, TER-119 y 15 

Gr-1 en ratones y CD3 (linfocitos T), CD14 (monocitos), CD16 (células NK, 

granulocitos), CD19 (linfocitos B), CD20 (linfocitos B) y CD56 (células NK) en seres 

humanos. 

Una “célula progenitora” se refiere a una célula que se deriva de una célula 

madre por diferenciación y que puede realizar diferenciación adicional en tipos 20 

celulares maduros. Las células progenitoras normalmente tienen una capacidad de 

proliferación más restringida en comparación con las células madre. En una realización 

particular, la célula progenitora es una célula progenitora hematopoyética derivada de 

una HSC por diferenciación durante la progresión desde la HSC hasta células 

funcionales diferenciadas. La célula progenitora hematopoyética se caracteriza por los 25 

marcadores CD34+CD38-CD90-CD45RA-. En una realización preferida, la célula 

progenitora es una célula de mamífero, preferiblemente una célula humana. 

En una realización particular, la célula progenitora es un progenitor multipotente 

temprano (MPP temprano) caracterizado por CD34+, SCA-1+, Thy1.1-, C-kit+, lin-, 

CD135+, Slamf1/CD150-, Mac-1 (CD11b)low, CD4low.  30 
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En otra realización particular, la célula progenitora es un progenitor multipotente 

tardío (MPP tardío) definido por CD34+, SCA-1+, Thy1.1-, C-kit+, lin-, CD135high, 

Slamf1/CD150-, Mac-1 (CD11b)low, CD4low. 

En otra realización particular, la célula progenitora es una célula progenitora 

restringida al linaje (LRP) caracterizada por CD150-CD48+CD244+. 5 

En otra realización particular, la célula progenitora es un progenitor mieloide 

común (CMP), es decir, una unidad formadora de colonias que genera células mieloides 

caracterizadas por CD34+CD38+IL3RalowCD45RA-. En otra realización particular, la 

célula progenitora es un progenitor de granulocitos-macrófagos (GMP), el precursor 

para monoblastos y mieloblastos caracterizado por CD34+CD38+IL3Ra-CD45Ra-. 10 

En otra realización particular, la célula progenitora es un progenitor de 

megacariocitos-eritroide (MEP) caracterizada por CD34+CD38+IL3RA+ CD45RA-. 

El término “CD4” tal como se usa en el presente documento se refiere al grupo 

de diferenciación 4. Es una glicoproteína encontrada sobre la superficie de células 

inmunitarias tales como células T cooperadoras, monocitos, macrófagos, y células 15 

dendríticas. CD4 es un co-receptor que ayuda al receptor de las células T (TCR) con 

una célula presentadora de antígeno. Usando la parte que se aloja dentro de la célula T, 

CD4 amplifica la señal generada por el TCR incluyendo una enzima, conocida como 

tirosina cinasa lck, que es esencial para activar muchas moléculas implicadas en la 

cascada de señalización de una célula T activada. CD4 también interacciona 20 

directamente con las moléculas del MHC de clase II sobre la superficie de la célula 

presentadora de antígeno usando su dominio extracelular. La secuencia de proteína 

completa para el CD4 humano tiene el número de registro de UniProt P01730 (26 de 

julio de 2012). 

El término “CD244” tal como se usa en el presente documento se refiere a la 25 

molécula CD244, el receptor de linfocitos citolíticos naturales 2B4. Este gen codifica 

para un receptor de la superficie celular expresado en linfocitos citolíticos naturales 

(NK) (y en algunas células T) que median la citolisis no restringida por el complejo 

mayor de histocompatibilidad (MHC). Se cree que la interacción entre las células NK y 

las células diana a través de este receptor modula la actividad citolítica de las células 30 

NK. La secuencia de proteína completa para el CD244 humano tiene el número de 

registro de UniProt Q9BZW8 (26 de julio de 2012). 
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El término “IL3RA” tal como se usa en el presente documento se refiere al 

receptor de interleucina 3, alfa (baja afinidad) (IL3RA), también conocido como CD123 

(grupo de diferenciación 123). Es una proteína transmembrana de tipo I de 41,3 kDa y 

se ha demostrado que IL3RA interacciona con la interleucina 3. La secuencia de 

proteína completa para el IL3RA humano tiene el número de registro de UniProt 5 

P26951 (26 de julio de 2012). 

El término “célula madre mesenquimal” o “MSC”, en plural “MSCs”, tal como 

se usa en el presente documento, se refiere a una célula de estroma multipotente que 

puede diferenciarse en una variedad de tipos de células, incluyendo: osteoblastos 

(células de hueso), condrocitos (células de cartílago) y adipocitos (células de grasa). Los 10 

marcadores expresados por las células madre mesenquimales incluyen CD105 (SH2), 

CD73 (SH3/4), CD44, CD90 (Thy-1), CD71 y Stro-1 así como las moléculas de 

adhesión CD106, CD166, y CD29. Entre los marcadores negativos para las MSCs (no 

expresados) están los marcadores hematopoyéticos CD45, CD34, CD14, y las 

moléculas coestimuladoras CD80, CD86 y CD40 así como la molécula de adhesión 15 

CD31. 

El término “CD105” tal como se usa en el presente documento se refiere a 

endoglina, una glicoproteína de membrana de tipo I ubicada sobre las superficies 

celulares y que forma parte del complejo TGF beta - receptor. La secuencia de proteína 

completa para el CD105 humano tiene el número de registro de UniProt P17813 (26 de 20 

julio de 2012). 

El término “CD73” tal como se usa en el presente documento se refiere a 5’-

nucleotidasa (5’-NT), también conocida como ecto-5’-nucleotidasa o CD73 (grupo de 

diferenciación 73). Es una enzima que en seres humanos está codificada por el gen 

NT5E. La secuencia de proteína completa para el CD73 humano tiene el número de 25 

registro de UniProt P21589 (26 de julio de 2012). 

El término “CD44” se refiere un antígeno. Es una glicoproteína de la superficie 

celular implicada en las interacciones célula-célula, la adhesión celular y la migración. 

La secuencia de proteína completa para el CD44 humano tiene el número de registro de 

UniProt P16070 (26 de julio de 2012). 30 

El término “CD71”, tal como se usa en el presente documento se refiere a la 

proteína receptor de transferrina 1 (TfR1) también conocida como (grupo de 
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diferenciación 71) (CD71). Es una proteína que se requiere para la entrega de hierro 

desde la transferrina a las células. La secuencia de proteína completa para el CD71 

humano tiene el número de registro de UniProt P02786 (26 de julio de 2012). 

El término “STRO-1” tal como se usa en el presente documento se refiere a una 

proteína de la superficie celular expresada por las células del estroma de la médula ósea 5 

y por precursores eritroides.  

El término “CD106” se refiere a una proteína de adhesión de células vasculares 

1 también conocida como molécula de adhesión de células vasculares (VCAM-1) o 

grupo de diferenciación 106 (CD106). Es una proteína que en seres humanos está 

codificada por el gen VCAM1 y funciona como una molécula de adhesión celular. La 10 

secuencia de proteína completa para el CD106 humano tiene el número de registro de 

UniProt P19320 (26 de julio de 2012). 

El término “CD166” tal como se usa en el presente documento, se refiere a una 

glicoproteína transmembrana de tipo I de 100-105 kD que es un miembro de la 

superfamilia de proteínas de inmunoglobulinas. La secuencia de proteína completa para 15 

el CD166 humano tiene el número de registro de UniProt Q13740 (26 de julio de 2012). 

El término “CD29” tal como se usa en el presente documento se refiere a una 

integrina beta-1. Es una unidad de integrina asociada con receptores antigénicos muy 

tardíos. La secuencia de proteína completa para el CD29 humano tiene el número de 

registro de UniProt P05556 (26 de julio de 2012). 20 

El término “CD14”, tal como se usa en el presente documento se refiere al grupo 

de diferenciación 14 que es un componente del sistema inmunitario innato. La secuencia 

de proteína completa para el CD14 humano tiene el número de registro de UniProt 

P08571 (26 de julio de 2012). 

El término “CD80” tal como se usa en el presente documento es el grupo de 25 

diferenciación 80 (también CD80 y B7-1). Es una proteína encontrada en monocitos y 

células B activadas que proporciona una señal coestimuladora necesaria para la 

activación y supervivencia de las células T. La secuencia de proteína completa para el 

CD80 humano tiene el número de registro de UniProt P33681 (26 de julio de 2012). 

El término “CD86” tal como se usa en el presente documento se refiere al grupo 30 

de diferenciación 86 (también conocido como CD86 y B7-2). Es una proteína expresada 

en células presentadoras de antígenos que proporciona señales coestimuladoras 
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necesarias para la activación y supervivencia de células T. La secuencia de proteína 

completa para el CD86 humano tiene el número de registro de UniProt P42081 (26 de 

julio de 2012). 

El término “CD40” tal como se usa en el presente documento se refiere a una 

proteína coestimuladora encontrada en células presentadoras de antígenos y se requiere 5 

para su activación. La secuencia de proteína completa para el CD40 humano tiene el 

número de registro de UniProt P25942 (26 de julio de 2012). 

 El término “CD31”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una 

molécula de adhesión de plaquetas – células endoteliales (PECAM-1) también conocida 

como grupo de diferenciación 31 (CD31). Es una proteína que desempeña un papel 10 

clave en la eliminación de neutrófilos envejecidos del organismo. La secuencia de 

proteína completa para el CD31 humano tiene el número de registro de UniProt P16284 

(26 de julio de 2012). 

 La presencia/ausencia de un marcador en una célula puede determinarse, por 

ejemplo, por medio de citometría de flujo usando métodos y aparatos convencionales. 15 

Por ejemplo, puede emplearse un citómetro de flujo BD LSR II (BD Biosciences Corp., 

Franklin Lakes, NJ, US) con anticuerpos comercialmente disponibles y siguiendo 

protocolos conocidos en la técnica. Por tanto, pueden seleccionarse células que emiten 

una señal para un marcador de superficie celular específico más intensa que el ruido de 

fondo. La señal de fondo se define como la intensidad de señal producida por un 20 

anticuerpo no específico del mismo isotipo que el anticuerpo específico usado para 

detectar cada marcador de superficie en el análisis de FACS convencional. Para 

considerar un marcador positivo, la señal específica observada debe ser un 20%, 

preferiblemente, un 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 500%, 1000%, 5000%, 

10000% o superior más intensa que la señal de fondo usando métodos y aparatos 25 

convencionales (por ejemplo usando un citómetro de flujo FACSCalibur (BD 

Biosciences Corp., Franklin Lakes, NJ, US) y anticuerpos comercialmente disponibles). 

En caso contrario, la célula se considera negativa para dicho marcador. 

 En una realización particular, la célula para su uso en el tratamiento de una 

enfermedad de degeneración retiniana según el Tratamiento A, teniendo dicha célula su 30 

ruta de señalización Wnt/-catenina activada, es una HSC. En otra realización 

particular, dicha célula es una LT-HSC o una ST-HSC. 
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En otra realización particular, la célula para su uso en el tratamiento de una 

enfermedad de degeneración retiniana según el Tratamiento A, teniendo dicha célula su 

ruta de señalización Wnt/β-catenina activada, es una célula progenitora. En otra 

realización particular, dicha célula progenitora es un MPP temprano, un MPP tardío, un 

LRP, un CMP, un GMP o un MEP. 5 

En otra realización particular, la célula para su uso en el tratamiento de una 

enfermedad de degeneración retiniana según el Tratamiento A, teniendo dicha célula su 

ruta de señalización Wnt/-catenina activada, es una MSC. 

Las células para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración 

retiniana según la invención pueden formar parte de una población de dichas células 10 

cuyo uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana constituye un 

aspecto adicional de la presente invención. 

Por tanto, en otro aspecto, la invención se refiere además a una población celular 

que comprende una pluralidad de células, teniendo dichas células su ruta de 

señalización Wnt/β-catenina activada y seleccionándose del grupo que consiste en una 15 

célula madre hematopoyética (HSC), una célula progenitora, una célula madre 

mesenquimal (MSC) y cualquier combinación de las mismas, para su uso en el 

tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana. Así, según este aspecto, la 

invención proporciona una población celular que comprende una pluralidad de células 

seleccionadas del grupo que consiste en una célula madre hematopoyética (HSC), una 20 

célula progenitora, una célula madre mesenquimal (MSC) y cualquier combinación de 

las mismas, en donde la ruta de señalización Wnt/β-catenina de dichas células está 

activada, para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana. 

En otras palabras, la invención se refiere a una población celular que comprende 

una pluralidad de células, seleccionándose dichas células del grupo que consiste en una 25 

HSC, una célula progenitora, una MSC y cualquier combinación de las mismas, en la 

que dichas células se tratan con un activador de la ruta de señalización Wnt/-catenina, 

o con un inhibidor de un represor de la ruta de señalización Wnt/-catenina y/o dichas 

células sobreexpresan un activador de la ruta de señalización Wnt/-catenina, para su 

uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana. Como resultado de 30 

dichos tratamientos, o manipulación celular para sobreexpresar una proteína o péptido 

que es un activador de la ruta de señalización Wnt/-catenina, las células de la 
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población celular tienen su ruta de señalización Wnt/-catenina activada y pueden 

usarse en el tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana. Para ese fin, la 

población celular se implanta en el ojo de un sujeto que necesita tratamiento de una 

enfermedad de degeneración retiniana. 

Expresado de manera alternativa, este aspecto de la invención se refiere al uso 5 

de una población celular que comprende una pluralidad de células, teniendo dichas 

células su ruta de señalización Wnt/-catenina activada y seleccionándose del grupo que 

consiste en HSCs, células progenitoras, MSCs y cualquier combinación de las mismas, 

en la preparación de una composición farmacéutica para el tratamiento de una 

enfermedad de degeneración retiniana; o, alternativamente, al uso de una población 10 

celular que comprende una pluralidad de células, seleccionándose dichas células del 

grupo que consiste en una HSC, una célula progenitora, una MSC y cualquier 

combinación de las mismas, en el que dichas células se tratan con un activador de la 

ruta de señalización Wnt/-catenina, o con un inhibidor de un represor de la ruta de 

señalización Wnt/-catenina y/o sobreexpresan un activador de la ruta de señalización 15 

Wnt/-catenina, de tal manera que se activa dicha ruta de señalización Wnt/-catenina, 

en la preparación de una composición farmacéutica para el tratamiento de una 

enfermedad de degeneración retiniana. 

Las características particulares de dichas HSCs, células progenitoras, y MSCs se 

han mencionado anteriormente. A continuación se comentarán las características 20 

particulares de los tratamientos mencionados anteriormente dirigidos a activar la ruta de 

señalización Wnt/-catenina. 

En una realización particular, la población celular para su uso en el tratamiento 

de una enfermedad de degeneración retiniana según el Tratamiento A comprende una 

pluralidad, es decir, más de dos, de HSCs, teniendo dichas células su ruta de 25 

señalización Wnt/β-catenina activada. En una realización particular, dichas HSCs se 

seleccionan de LT-HSCs, ST-HSCs y combinaciones de las mismas. 

En otra realización particular, la población celular para su uso en el tratamiento 

de una enfermedad de degeneración retiniana según el Tratamiento A comprende una 

pluralidad de células progenitoras, teniendo dichas células su ruta de señalización 30 

Wnt/β-catenina activada. En una realización particular, dichas células progenitoras se 
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seleccionan de MPP temprano, un MPP tardío, un LRP, un CMP, un GMP, un MEP y 

combinaciones de los mismos. 

En otra realización particular, la población celular para su uso en el tratamiento 

de una enfermedad de degeneración retiniana según el Tratamiento A comprende una 

pluralidad de MSCs, teniendo dichas células su ruta de señalización Wnt/-catenina 5 

activada. 

En una realización particular, la población celular para su uso en el tratamiento 

de una enfermedad de degeneración retiniana según el Tratamiento A comprende al 

menos una HSC y al menos una célula progenitora, teniendo dichas células su ruta de 

señalización Wnt/-catenina activada. En una realización particular, dicha célula HSC 10 

es una LT-HSC o una ST-HSC; en otra realización particular, dicha célula progenitora 

es un MPP temprano, un MPP tardío, un LRP, un CMP, un GMP o un MEP. 

En otra realización particular, la población celular para su uso en el tratamiento 

de una enfermedad de degeneración retiniana según el Tratamiento A comprende al 

menos una HSC y al menos una MSC, teniendo dichas células su ruta de señalización 15 

Wnt/-catenina activada. En una realización particular, dicha célula HSC es una LT-

HSC o una ST-HSC. 

En otra realización particular, la población celular para su uso en el tratamiento 

de una enfermedad de degeneración retiniana según el Tratamiento A comprende al 

menos una célula progenitora y al menos una MSC, teniendo dichas células su ruta de 20 

señalización Wnt/-catenina activada. En una realización particular, dicha célula 

progenitora es un MPP temprano, un MPP tardío, un LRP, un CMP, un GMP o un 

MEP. 

En otra realización particular, la población celular para su uso en el tratamiento 

de una enfermedad de degeneración retiniana según el Tratamiento A comprende al 25 

menos una HSC, al menos una célula progenitora y al menos una MSC, teniendo dichas 

células su ruta de señalización Wnt/-catenina activada. En una realización particular, 

dicha célula HSC es una LT-HSC o una ST-HSC; en otra realización particular, dicha 

célula progenitora es un MPP temprano, un MPP tardío, un LRP, un CMP, un GMP o 

un MEP. 30 

En una realización particular, una población celular que comprende HSCs, 

células precursoras y MSCs, que puede obtenerse a partir de médula ósea, se identifica 
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en ocasiones en el presente documento como “HSPC”, es decir, como “células madre 

hematopoyéticas y progenitoras”. Dicha población de HSPCs puede incluir HSCs, 

células progenitoras y MSCs en diferentes razones o proporciones. Dicha población de  

HSPCs puede obtenerse, por ejemplo, a partir de médula ósea, o, alternativamente, 

mezclando HSCs, células progenitoras y MSCs, en las razones o proporciones deseadas, 5 

con el fin de obtener una población de HSPCs. El experto en la técnica entenderá que 

dicha población celular puede enriquecerse en cualquier tipo de células específicas 

mediante medios convencionales, por ejemplo, separando un tipo específico de células 

mediante cualquier técnica adecuada basándose en el uso de parejas de unión para los 

marcadores de superficie correspondientes. Por tanto, en una realización particular, la 10 

población de HSPCs puede enriquecerse en HSCs, o en células progenitoras, o en 

MSCs. Con el fin de que dicha población celular identificada como HSPCs sea 

adecuada para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana 

según el Tratamiento A, es necesario que las células de dicha población celular tengan 

su ruta de señalización Wnt/-catenina activada. 15 

 Para su uso dentro de las enseñanzas de la presente invención, la célula que tiene 

su ruta de señalización Wnt/-catenina activada y que se selecciona del grupo que 

consiste en una célula madre hematopoyética, una célula progenitora y una célula madre 

mesenquimal, para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración 

retiniana según la invención, o la población celular para su uso en el tratamiento de una 20 

enfermedad de degeneración retiniana según la invención, pueden proceder del mismo 

sujeto, es decir, ser autólogas, con el fin de minimizar el riesgo de rechazos eventuales o 

reacciones secundarias no deseadas; no obstante, la invención también contempla el uso 

de células alogénicas, es decir, células procedentes de otro sujeto de la misma especie 

que el sujeto receptor, en cuyo caso puede recomendarse el uso de agentes 25 

inmunosupresores sistémicos o locales, aunque la retina tiene baja respuesta 

inmunitaria, y, por tanto, podrían usarse células compatibles procedentes de un sujeto 

humano diferente siempre que dichas células se seleccionen de HSCs, células 

progenitoras y MSCs, y se sometan a un tratamiento o manipulación para tener su ruta 

de señalización Wnt/-catenina activada tal como se mencionó anteriormente. 30 

La expresión “ruta de señalización Wnt/-catenina” se refiere a una red de 

proteínas que desempeñan una variedad de papeles importantes en el desarrollo 
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embrionario, la diferenciación celular y la generación de polaridad celular. A menos que 

se indique lo contrario, se refiere a la ruta de Wnt canónica e incluye una serie de 

acontecimientos que se producen cuando las proteínas Wnt se unen a receptores de la 

superficie celular de la familia Frizzled, haciendo que los receptores activen las 

proteínas de la familia Dishevelled y dando como resultado finalmente un cambio en la 5 

cantidad de -catenina que alcanza el núcleo. Dishevelled (DSH) es un componente 

clave de un complejo de receptores de Wnt asociados a membrana que, cuando se activa 

mediante la unión de Wnt, inhibe un segundo complejo de proteínas que incluye axina, 

glucógeno sintasa cinasa 3 (GSK-3), y la proteína de poliposis cólica adenomatosa 

(APC). El complejo axina/GSK-3/APC normalmente promueve la degradación 10 

proteolítica de la molécula de señalización intracelular -catenina. Una vez inhibido 

este complejo de destrucción de -catenina, se estabiliza un conjunto de -cateninas 

citoplasmáticas, y algunas -cateninas pueden entrar en el núcleo e interaccionar con 

factores de transcripción de la familia TCF/LEF para promover la expresión génica 

específica. Se han asociado varias proteína cinasas y proteína fosfatasas con la 15 

capacidad del complejo receptor de Wnt activado por Wnt de la superficie celular para 

unirse a axina y desensamblar el complejo axina/GSK3. La fosforilación del dominio 

citoplasmático de LRP por CK1 y GSK3 puede regular la unión de axina a LRP. La 

actividad proteína cinasa de GSK3 parece ser importante tanto para la formación del 

complejo Wnt/FRZ/LRP/DSH/axina asociado a membrana como para la función del 20 

complejo axina/APC/GSK3/-catenina. La fosforilación de -catenina mediante GSK3 

conduce a la destrucción de -catenina. 

 Un “activador de la ruta de señalización Wnt/-catenina”, tal como se usa en el 

presente documento, se refiere a una molécula que puede activar la ruta de señalización 

Wnt/-catenina. En general, la ruta de señalización Wnt/-catenina se activa cuando se 25 

transcriben los genes diana; a modo ilustrativo, la activación de la ruta de señalización 

Wnt/-catenina puede confirmarse analizando la expresión de los genes diana, por 

ejemplo, axina 2, mediante RT-PCR, o mediante la detección de la translocación de -

catenina en los núcleos de las células mediante, por ejemplo, inmunotinción, o mediante 

detección de fosforilación de Dishevelled o fosforilación de la cola de LRP, etc. Los 30 

activadores de la ruta de señalización Wnt/-catenina pueden actuar sobre receptores de 

membrana de las proteínas de señalización Wnt y sobre las proteínas que comprenden la 



32 
 

cascada de señalización. Los ejemplos ilustrativos, no limitativos, de los activadores de 

la ruta de señalización Wnt/-catenina incluyen péptidos o proteínas así como 

compuestos químicos distintos de péptidos o proteínas (es decir, “fármacos no 

peptídicos”, tales como: 

- péptidos o proteínas, por ejemplo, isoformas de la proteína Wnt tales como 5 

Wnt1, Wnt2, Wnt2b/13, Wnt3, Wnt3a, Wnt4, Wnt5a, Wnt5b, Wnt6, Wnt7a, 

Wnt7b, Wnt8a, Wnt8b, Wnt9a, Wnt9b, Wnt10a, Wnt10b, Wnt11 o Wnt16; -

catenina; una espondina, tal como una R-espondina, etc.; o variantes funcionales 

de las mismas, tales como, por ejemplo, péptidos o proteínas que tienen una 

secuencia de aminoácidos que es idéntica en al menos un 40%, típicamente al 10 

menos, un 50%, ventajosamente al menos un 60%, preferentemente al menos un 

70%, más preferentemente al menos un 80%, todavía más preferentemente al 

menos un 90%, a las secuencias de aminoácidos de los péptidos o proteínas 

mencionados anteriormente y que mantienen la capacidad de activar la ruta de 

señalización Wnt/-catenina; o 15 

- compuestos no peptídicos, por ejemplo, 2-(4-acetilfenilazo)-2-(3,3-dimetil-3,4-

dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-acetamida (IQ1), (2S)-2-[2-(indan-5-iloxi)-9-

(1,1’-bifenil-4-il)metil)-9H-purin-6-ilamino]-3-fenil-propan-1-ol (QS11), ácido 

desoxicólico (DCA), 2-amino-4-[3,4-(metilendioxi)bencilamino]-6-(3-

metoxifenil)pirimidina, o una (hetero)arilpirimidina dada a conocer por Gilbert 20 

et al., en Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, volumen 20, número 1, 1 

de enero de 2010, 366-370. 

Ejemplos de isoformas de proteínas Wnt, que pertenecen a la familia de 

proteínas secretadas Wnt y que actúan como activadores de la ruta de señalización 

Wnt/-catenina, incluyen los siguientes u ortólogos de los mismos (referencias de 25 

Swiss-prot):  

Homo sapiens: Wntl: P04628; Wnt2: P09544; Wnt2b/13: Q93097; Wnt3: 

P56703; Wnt3a: P56704; Wnt4: P56705; Wnt5a: P41221; Wnt5b: 

Q9H1J7; Wnt6: Q9Y6F9; Wnt7a: O00755; Wnt7b: P56706; Wnt8a: 

Q9H1J5; Wnt9a: 014904; Wnt9b: 014905; Wntl0a: Q9GZT5; Wntl0b: 30 

000744; Wntll: 096014; Wnt16: Q9UBV4; 
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Mus musculus: Wntl: P04426; Wnt2: P21552.1; Wnt2b/13: O70283.2; 

Wnt3: P17553; Wnt3a: P27467; Wnt4: P22724; Wnt5a: P22725; Wnt5b: 

P22726; Wnt6: P22727.1; Wnt8a: Q64527; Wnt9a: Q8R5M2; Wnt9b: 

035468.2; Wntl0a: P70701; Wntl0b: P48614; Wntll: P48615; Wntl6: 

Q9QYSl.l; 5 

así como sus isoformas, variantes o fragmentos funcionales, es decir, 

isoformas, variantes o fragmentos que tienen la capacidad de activar la 

ruta de señalización Wnt/β-catenina. 

Ejemplos de -catenina incluyen los siguientes u ortólogos de los mismos 

(referencias de Swiss-prot):  10 

Homo sapiens: P35222; 

Mus musculus: Q02248; 

así como sus isoformas, variantes o fragmentos funcionales, es decir, 

isoformas, variantes o fragmentos que tienen la capacidad de activar la 

ruta de señalización Wnt/β-catenina. 15 

Las R-espondinas (RSpo) son 4 agonistas secretados del la ruta de señalización 

Wnt/β-catenin canónica. También se conocen como proteínas ricas en cisteína que 

contienen un único dominio de tromboespondina (Cristins). Las R­espondinas 

comparten alrededor de un 40% de identidad de aminoácidos (Lowther, W. et al. (2005) 

J. Virol. 79:10093; Kim, K.­A. et al. (2006) Cell Cycle 5:23). Todas las R­espondinas 20 

contienen dos dominios adyacentes de tipo furina (”furin-like”) ricos en cisteína seguido 

de un motive de tromboespondina (TSP­1) y una región rica en restos básicos. Tan solo 

los dominios de tipo furina son necesarios para la estabilización de la β­catenina (Kim, 

K.­A. et al. (2006) Cell Cycle 5:23; Kazanskaya, O. et al. (2004) Dev. Cell 7:525). La 

inyección de R-espondina 1 recombinante en ratones provoca la activación de la 25 

β­catenina y la proliferación de células epiteliales de la cripta intestinal, y mejora la 

colitis experimental (Kim, K.­A. et al. (2005) Science 309:1256; Zhao, J. et al. (2007) 

Gastroenterology 132:1331). La R-espondina 1 (RSPO1) parece regular la ruta de 

señalización Wnt/β-catenina compitiendo con el antagonista de Wnt DKK­1 para unirse 

al co-receptor de Wnt, Kremen. Esta competición reduce la internalización del complejo 30 

DKK-1/LRP-6/Kremen (Binnerts, M.E. et al. (2007) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 

104:147007). Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de R-espondinas que actúan como 
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activadoras de la ruta de señalización Wnt/β-catenina, incluyen los siguientes o sus 

ortólogos (referencias de Swiss-prot):  

Homo sapiens: R-espondina-1: Q2MKA7; R-espondina-2: Q6UXX9; R-

espondina-3: Q9BXY4; R-espondina-4: Q2IOM5, o una isoforma, variante o 

fragmento funcional de las mismas, es decir, isoformas, variantes o fragmentos 5 

que tienen la capacidad de activar la ruta de señalización Wnt/β-catenina, por 

ejemplo, una isoforma, variante o fragmento que mantiene sus domiios 

funcionales. 

En una realización particular, la (hetero)arilpirimidina es una (hetero)aril-

pirimidina agonista de la ruta de señalización Wnt/β-catenina de fórmula (I), (II), (III) o 10 

(IV) [Tabla 1]. 

 

 

Tabla 1 

Ejemplos ilustrativos de (hetero)arilpirimidinas agonistas de la ruta de 15 

señalización Wnt/β-catenina 

 

 

Compuesto 

de fórmula 

Fórmula Definiciones 

(I)  

 

R1 es N-(3-1H-imidazol-1-

il)propano), N-(2-piridin-4-il)etano), 

N-(2-piridin-3-il)etano), N-(3-(3,5-

dimetil-1H-pirazol-1-il)propil), N-(2-

(1H-indol-3-il)etano), o N-(S)-3-(1H-

indol-3-il)-2-propan-1-ol amina 

(II)  

 

R1 es CH2-1H-imidazol, 4-piridina, 3-

(1H-indol), 3-(2-metil-1H-indol-5-

ol), ó 4-(1H-imidazol); y 

R2 es 4-(piridin-4-il), 4-(piridin-3-il), 

4-(3-nitrofenil), 2-(benzo[b]tiofeno) ó 

2-(naftil) 
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(III)  

 

 

R1 es H, etil, metilenciclohexil, 2-

fluoro-3-(trifluorometil)bencil o 

prop-2-inil; y 

 

R2 es 2-(benzo[b]tiofeno) ó 2-(naftil) 

(IV) 

 

R1 es 3,5-difluorobencil, prop-2-inil, 

2-acetamida or 3-propanitrilo; y 

R2 es 2-(benzo[b]tiofeno) ó 2-(naftil) 

 

Un “inhibidor de un represor de la ruta de señalización Wnt/-catenina”, tal 

como se usa en el presente documento, se refiere a una molécula que puede activar la 

ruta de señalización Wnt/-catenina inhibiendo o bloqueando un represor de la ruta de 

señalización Wnt/-catenina, es decir, un compuesto que reprime, bloquea o silencia la 5 

activación de la ruta de señalización Wnt/-catenina. Los ejemplos ilustrativos, no 

limitativos, de represores de la ruta de señalización Wnt/-catenina incluyen glucógeno 

sintasa cinasa 3 (GSK-3), proteína relacionada con Frizzled secretada 1 (SFRP1) y 

similares. 

Los ejemplos ilustrativos, no limitativos de inhibidores de SFRP1 incluyen 5-10 

(fenilsulfonil)-N-(4-piperidinil)-2-(trifluorometil)bencenosulfonamida (WAY-316606). 

Los ejemplos ilustrativos, no limitativos de inhibidores de GSK-3 incluyen: sales 

de litio (por ejemplo, cloruro de litio), 6-bromoindirubin-3’-oxima (BIO), 6-

bromoindirubin-3’-acetoxima (BIO-acetoxima, 6-{2-[4-(2,4-dicloro-fenil)-5-(4-metil-

1H-imidazol-2-il)-pirimidin-2-ilamino]-etil-amino}-nicotino-nitrilo (CHIR99021), N-15 

[(4-metoxifenil)metil]-N’-(5-nitro-2-tiazolil)urea (AR-A014418), 3-(2,4-diclorofenil)-4-

(1-metil-1H-indol-3-il)-1H-pirrol-2,5-diona (SB-216763), 5-bencilamino-3-oxo-2,3-

dihidro-1,2,4-tiadiazol (TDZD-20), 3-[(3-cloro-4-hidroxifenil)amino]-4-(2-nitro-fenil)-

1H-pirrol-2,5-diona (SB415286), etc., o análogos o derivados funcionales de los 

mismos, es decir, compuestos que contienen grupos funcionales que producen el 20 

compuesto de interés cuando se administran a un sujeto. 
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Los expertos en la técnica conocen ejemplos adicionales de inhibidores de GSK-

3. Se describen ejemplos, por ejemplo, en los documentos WO 99/65897 y WO 

03/074072 y las referencias citadas en los mismos. Por ejemplo, se dan a conocer 

diversos compuestos inhibidores de GSK-3 en los documentos US 2005/0054663, US 

2002/0156087, WO 02/20495 y WO 99/65897 (compuestos basados en pirimidina y 5 

piridina); los documentos US 2003/0008866, US 2001/0044436 y WO01/44246 

(compuestos basados en biciclos); el documento US 2001/0034051 (compuestos 

basados en pirazina); y el documento WO 98/36528 (compuestos basados en purina). 

Los compuestos inhibidores de GSK-3 adicionales incluyen los dados a conocer en el 

documento WO 02/22598 (compuestos basados en quinolinona), el documento US 10 

2004/0077707 (compuestos basados en pirrol); el documento US 2004/0138273 

(compuestos carbocíclicos); el documento US 2005/0004152 (compuestos de tiazol); y 

el documento US 2004/0034037 (compuestos de heteroarilo). Los compuestos 

inhibidores de GSK-3 adicionales incluyen inhibidores de GSK-3  selectivos de 

maleimida macrocíclicos desarrollados por Johnson & Johnson y descritos, por ejemplo, 15 

en Kuo et al. (2003) J Med Chem 46(19):4021-31, siendo un ejemplo particular 

10,11,13,14,16,17,19,20,22,23-decahidro-9,4:24,29-dimeto-1H-dipirido(2,3-n:3′,2′-

t)pirrolo(3,4-q)-(1,4,7,10,13,22)tetraoxadiazaciclotetracosina-1,3(2H)-diona. Además, 

los derivados de aminopirimidina sustituidos CHIR 98014 (N6-[2-[[4-(2,4-diclorofenil)-

5-(1H-imidazol-1-il)-2-pirimidinil]amino]etil]-3-nitro-6-piridindiamina) y CHIR 99021 20 

(6-{2-[4-(2,4-dicloro-fenil)-5-(4-metil-1H-imidazol-2-il)-pirimidin-2-ilamino]-

etilamino}-nicotinonitrilo) inhiben potencialmente la GSK-3 humana. Además, varios 

otros inhibidores de GSK-3 que pueden ser útiles en la presente invención están 

comercialmente disponibles de Calbiochem®, por ejemplo: 5-metil-1H-pirazol-3-il)-(2-

fenilquinazolin-4-il)amina, 4-bencil-2-metil-1,2,4-tiadiazolidin-3,5-diona (TDZD8), 2-25 

tio(3-yodobencil)-5-(1-piridil)-[1,3,4]-oxadiazol, 3-(1-(3-hidroxi-propil)-1H-

pirrolo[2,3-b]piridin-3-il]-4-pirazin-2-il-pirrol-2,5-diona, etc. Dentro del alcance de la 

invención se incluyen los análogos o derivados funcionales de los compuestos 

mencionados anteriormente. 

Para una revisión de compuestos que pueden activar la ruta de señalización 30 

Wnt/-catenina véase Chen et al, Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol. 2010, Barker 

et al., Nat Rev Drug Discov. 2006 y Meijer et al, Trends Pharmacol Sci. 2004.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20508156?dopt=Abstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17139285?ordinalpos=5&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17139285?ordinalpos=5&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&dopt=Abstract&db=PubMed&list_uids=15559249
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En una realización particular, el compuesto usado para tratar una célula 

seleccionada del grupo que consiste en una HSC, una célula progenitora, una MSC y 

cualquier combinación de las mismas, de tal manera que se activa la ruta de 

señalización Wnt/β-catenina de la misma, se selecciona del grupo que consiste en una 

isoforma de Wnt, β-catenina, una R-espondina, o variantes o fragmentos funciones de 5 

las mismas, IQ1, QS11, DCA, 2-amino-4-[3,4-(metilendioxi)bencilamino]-6-(3-

metoxifenil)pirimidina, una (hetero)arilpirimidina tal como, por ejemplo, una 

(hetero)arilpirimidina de fórmula (I), (II), (III) ó (IV) [Tabla 1], un inhibidor de GSK-3, 

un inhibidor de SFRP1 y cualquier combinación de los mismos. En una realización 

particular, dicha isoforma de la proteína Wnt se selecciona del grupo que consiste en 10 

Wnt1, Wnt2, Wnt2b/13, Wnt3, Wnt3a, Wnt4, Wnt5a, Wnt5b, Wnt6, Wnt7a, Wnt7b, 

Wnt8a, Wnt8b, Wnt9a, Wnt9b, Wnt10a, Wnt10b, Wnt11, Wnt16 y combinaciones de 

las mismas, o sus variantes o fragmentos funcionales. En otra realización particular, 

dicho compuesto activador de la ruta de señalización Wnt/β-catenina es β-catenina o 

una variante o fragmento funcional de la misma. En otra realización particular, dicho 15 

compuesto activador de la ruta de señalización Wnt/β-catenina es una R-espondina tal 

como R-espondina-1, R-espondina-2, R-espondina-3, R-espondina-4, o una isoforma, 

variante o fragmento funcional de la misma. 

En otra realización particular, el inhibidor de SFRP1 es WAY-316606. En otra 

realización particular, el inhibidor de GSK-3 se selecciona del grupo que consiste en 20 

una sal de litio, preferiblemente, cloruro de litio, BIO, BIO-acetoxima, CHIR99021, 

AR-A014418, SB-216763, TDZD-20, SB415286 y cualquier combinación de los 

mismos. 

En una realización preferida, el activador de la ruta de señalización Wnt/-

catenina se selecciona del grupo que consiste en Wnt3a, -catenina, R-espondina-1 y 25 

una combinación de los mismos. En otra realización preferida, el inhibidor del represor 

de la ruta de señalización Wnt/-catenina se selecciona del grupo que consiste en BIO, 

CHIR99021 y una combinación de los mismos. 

En una realización particular, la célula para su uso en el tratamiento de una 

enfermedad de degeneración retiniana según la invención, sola o en una población 30 

celular que comprende una pluralidad de dichas células, seleccionándose la célula del 

grupo que consiste en una HSC, una célula progenitora y una MSC, es una célula 
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tratada con un activador de la ruta de señalización Wnt/-catenina de tal manera que se 

activa dicha ruta. Según esta realización, una célula, o una pluralidad de células, 

seleccionada del grupo que consiste en una HSC, una célula progenitora y una MSC, se 

pone en contacto, por ejemplo, se cultiva o se incuba, con un activador de la ruta de 

señalización Wnt/-catenina. La cantidad de dicho activador de la ruta de señalización 5 

Wnt/-catenina puede variar dentro de un intervalo; no obstante, preferiblemente, el 

activador de la ruta de señalización Wnt/-catenina se añadirá en una cantidad 

adecuada, es decir, en una cantidad que permite obtener una cantidad específica de -

catenina acumulada en el núcleo de las células. A modo ilustrativo, en una realización 

particular, puede usarse un intervalo de aproximadamente 100 ng/ml a 10 

aproximadamente 300 ng/ml de Wnt3a para tratar dichas células en condiciones de 

cultivo específicas adecuadas. La cantidad de activador de la ruta de señalización 

Wnt/-catenina que permite obtener una cantidad específica de -catenina acumulada 

en las células y traslocada en el núcleo de las células con la cual se observa 

reprogramación mediada por fusión celular puede determinarse por el experto en la 15 

técnica mediante ensayos convencionales, por ejemplo, poniendo la célula en contacto 

con un activador de la ruta Wnt/-catenina, a diferentes concentraciones y durante 

diferentes periodos de tiempo antes del trasplante de las células así tratadas a un animal 

y después analizando si se produce reprogramación mediada por fusión celular, por 

ejemplo, detectando y/o determinando la expresión de marcadores de células no 20 

diferenciadas, por ejemplo, nanog, Oct4, nestina, Otx2, nogina, SSEA-1, etc. En una 

realización particular, las células se tratan con Wnt3a como activador de la ruta Wnt/-

catenina, en una cantidad adecuada de aproximadamente 100-300 ng/l durante 24 h 

antes del trasplante de las células tratadas. 

En otra realización particular, la célula, sola o en una población celular que 25 

comprende una pluralidad de dichas células, para su uso en el tratamiento de una 

enfermedad de degeneración retiniana según la invención, seleccionada del grupo que 

consiste en una HSC, una célula progenitora y una MSC, es una célula tratada con un 

inhibidor de un represor de la ruta de señalización Wnt/-catenina de tal manera que se 

activa dicha ruta. Según esta realización, una célula seleccionada del grupo que consiste 30 

en una HSC, una célula progenitora y una MSC, se pone en contacto, por ejemplo, se 

cultiva o se incuba, con un inhibidor de un represor de la ruta de señalización Wnt/-
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catenina. La cantidad de dicho inhibidor de un represor de la ruta de señalización 

Wnt/-catenina puede variar dentro de un intervalo; no obstante, preferiblemente, el 

inhibidor de un represor de la ruta de señalización Wnt/-catenina se añadirá en una 

cantidad adecuada, es decir, en una cantidad que permite obtener una cantidad 

específica de -catenina acumulada en el núcleo de las células. A modo ilustrativo, en 5 

una realización particular, puede usarse un intervalo de aproximadamente 1 µM a 

aproximadamente 3 M de BIO para tratar dichas células en una condición de cultivo 

específica (véase a continuación). La cantidad de inhibidor de represor de la ruta Wnt/-

catenina que permite obtener una cantidad específica de -catenina acumulada en las 

células y traslocada en el núcleo de las células con la cual se observa reprogramación 10 

mediada por fusión celular puede determinarse por el experto en la técnica por medio de 

un ensayo tal como el mencionado en el Ejemplo 1. En resumen, dicho ensayo 

comprende poner la célula en contacto con un inhibidor de un represor de la ruta Wnt/-

catenina, a diferentes concentraciones y durante diferentes periodos de tiempo antes del 

trasplante de las células así tratadas en un animal y después analizar si se produce 15 

reprogramación mediada por fusión celular, por ejemplo, detectando y/o determinando 

la expresión de marcadores de células no diferenciadas, por ejemplo, nanog, Oct4, 

nestina, Otx2, nogina, SSEA-1, etc. En una realización particular, las células se tratan 

con BIO como inhibidor de un represor de la ruta Wnt/-catenina (GSK-3), en una 

cantidad adecuada de aproximadamente 1-3 M durante 24 h antes del trasplante de las 20 

células tratadas. 

En otra realización particular, la célula para su uso en el tratamiento de una 

enfermedad de degeneración retiniana según la invención, seleccionada del grupo que 

consiste en una HSC, una célula progenitora y una MSC, que puede estar presente en 

una población celular tal como se mencionó anteriormente, es una célula que 25 

sobreexpresa un activador de la ruta Wnt/-catenina. 

Tal como se usa en el presente documento, una “célula que sobreexpresa un 

activador de la ruta de señalización Wnt/-catenina” es una célula, tal como una célula 

seleccionada del grupo que consiste en una HSC, una célula progenitora y una MSC, 

que se ha manipulado genéticamente para sobreexpresar un activador de la ruta de 30 

señalización Wnt/-catenina, en la que dicho activador de la ruta de señalización 
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Wnt/-catenina es un péptido o proteína. En una realización particular, dicho activador 

de la ruta de señalización Wnt/-catenina es una isoforma de la proteína Wnt tal como 

Wnt1, Wnt2, Wnt2b/13, Wnt3, Wnt3a, Wnt4, Wnt5a, Wnt5b, Wnt6, Wnt7a, Wnt8a, 

Wnt8b, Wnt9a, Wnt9b, Wnt10a, Wnt10b, Wnt11, Wnt16 o una variante  o fragmento 

funcional de la misma. En otra realización particular, dicho activador de la ruta de 5 

señalización Wnt/-catenina es -catenina o una variante  o fragmento funcional de la 

misma. En otra realización particular, dicho activador de la ruta de señalización Wnt/-

catenina es una R-espondina tal como R-espondina-1, R-espondina-2, R-espondina-3, 

R-espondina-4, o una isoforma, variante o fragmento funcional de la misma. En una 

realización, el polinucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos que codifica 10 

para el activador de la ruta de señalización Wnt/-catenina está comprendida en un 

casete de expresión, y dicho polinucleótido está operativamente unido a (es decir, bajo 

el control de) una secuencia de control de la expresión de dicho polinucleótido que 

comprende la secuencia de nucleótidos que codifica para el activador de la ruta de 

señalización Wnt/-catenina. Las secuencias de control de la expresión son secuencias 15 

que controlan y regulan la transcripción y, cuando sea apropiado, la traducción de una 

proteína, e incluyen secuencias de promotor, secuencias que codifican para reguladores 

transcripcionales, secuencias de unión a ribosoma (RBS) y/o secuencias de terminador 

de la transcripción. En una realización particular, dicha secuencia de control de la 

expresión es funcional en células eucariotas, tales como células de mamífero, 20 

preferiblemente células humanas, por ejemplo, el promotor del citomegalovirus humano 

(hCMV), la combinación del elemento potenciador temprano de citomegalovirus 

(CMV) y promotor de beta-actina de pollo (CAG), el promotor del factor de iniciación 

de la traducción eucariota (eIF), etc. 

Ventajosamente, dicho casete de expresión comprende además un marcador o 25 

gen que codifica para un motivo o para un fenotipo que permite la selección de la célula 

huésped transformada con dicho casete de expresión. Los ejemplos ilustrativos de 

dichos marcadores que pueden estar presentes en el casete de expresión de la invención 

incluyen genes de resistencia a antibióticos, genes de resistencia a compuestos tóxicos, 

genes que expresan marcadores fluorescentes y generalmente todos aquellos genes que 30 

permiten seleccionar las células transformadas genéticamente. El constructo génico 

puede insertarse en un vector adecuado. La elección del vector dependerá de la célula 
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huésped en la que se introducirá posteriormente. A modo de ilustración, el vector en el 

que se introduce el polinucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos que 

codifica para el activador de la ruta de señalización Wnt/-catenina puede ser un 

plásmido o un vector que, cuando se introduce en una célula huésped, o bien se integra 

o bien no se integra en el genoma de dicha célula. Dicho vector puede obtenerse 5 

mediante métodos convencionales conocidos por expertos en la técnica [Sambrook y 

Russell, “Molecular Cloning, A Laboratory Manual”, 3ª ed., Cold Spring Harbor 

Laboratory Press, N.Y., 2001 vol 1-3]. En una realización particular, dicho vector 

recombinante es un vector que es útil para transformar células de animales, 

preferiblemente células de mamífero. Dicho vector puede usarse para transformar, 10 

transfectar o infectar células tales como células seleccionadas del grupo que consiste en 

HSCs, células progenitoras y MSCs. Pueden obtenerse células transformadas, 

transfectadas o infectadas mediante métodos convencionales conocidos por expertos en 

la técnica [Sambrok y Russell, (2001), citado anteriormente]. 

Las células para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración 15 

retiniana según la invención, seleccionadas del grupo que consiste en una HSC, una 

célula progenitora y una MSC, preferiblemente células aisladas, pueden usarse para 

iniciar, o sembrar, cultivos celulares. Las células específicas pueden aislarse a la vista 

de sus marcadores tal como se mencionó anteriormente. Pueden transferirse células 

aisladas a recipientes de cultivo tisular estériles, o bien sin recubrir o bien recubiertos 20 

con matriz extracelular o ligandos tales como laminina, colágeno (nativo, 

desnaturalizado o reticulado), gelatina, fibronectina y otras proteínas de la matriz 

extracelular. Las células para su uso en el tratamiento de una enfermedad de 

degeneración retiniana según la invención pueden cultivarse en cualquier medio de 

cultivo adecuado (dependiendo de la naturaleza de las células) que puede sustentar el 25 

crecimiento de dichas células tales como, por ejemplo, DMEM (alto o bajo contenido en 

glucosa), DMEM avanzado, DMEM/MCDB 201, medio basal de Eagle, medio F10 de 

Ham (F10), medio F-12 de Ham (F12), medio 17 de Dulbecco modificado por Iscove, 

DMEM/F12, RPMI 1640, etc. Si es necesario, el medio de cultivo puede 

complementarse con uno o más componentes incluyendo, por ejemplo, suero bovino 30 

fetal (FBS); suero equino (ES); suero humano (HS); beta-mercaptoetanol (BME o 2-

ME), preferiblemente a aproximadamente el 0,001% (v/v); uno o más factores de 
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crecimiento, por ejemplo, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor 

de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de 

crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento de tipo insulina 1 (IGF-

1), factor inhibidor de leucocitos (LIF), factor de células madre (SCF) y eritropoyetina; 

citocinas tales como interleucina 3 (IL-3), interleucina 6 (IL-6), tirosina cinasa 3 de tipo 5 

FMS (Flt3); aminoácidos, incluyendo L-valina; y uno o más agentes antibióticos y/o 

antimicóticos para controlar la contaminación microbiana, tales como, por ejemplo, 

penicilina G, sulfato de estreptomicina, anfotericina B, gentamicina y nistatina, o bien 

solos o bien en combinación. Las células pueden sembrarse en recipientes de cultivo a 

una densidad para permitir el crecimiento celular. 10 

Los expertos en la técnica conocen bien métodos para la selección del medio de 

cultivo, la preparación de medio y las técnicas de cultivo celular más apropiados y se 

describen en una variedad de fuentes, incluyendo Doile et al., (eds.), 1995, Cell & 

Tissue Culture: Laboratory Procedures, John Wiley & Sons, Chichester; y Ho y Wang 

(eds.), 1991, Animal Cell Bioreactors, Butterworth-Heinemann, Boston. 15 

Tal como se muestra en el Ejemplo 1, las células, o la población celular, para su 

uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana según la invención, 

trasplantadas en el espacio subrretiniano de ratones rd1 en el día posnatal 10 (p10) se 

fusionan con bastones y células de Müller, formando así híbridos que se desdiferencian 

y finalmente se rediferencian en neuronas retinianas, por ejemplo células 20 

fotorreceptoras tales como bastones, células ganglionares, etc. En este caso, la 

activación de la ruta de señalización Wnt/-catenina en las células trasplantadas parece 

ser esencial para inducir la desdiferenciación de híbridos recién formados que 

finalmente se rediferencian en neuronas retinianas recién formadas. Además, las células 

fotorreceptoras recién formadas regeneran completamente la retina en los ratones 25 

sometidos a trasplante, con mejora de la visión funcional. Estos datos demuestran que la 

regeneración mediada por fusión celular es un proceso muy eficaz en la retina de 

mamíferos, y que puede activarse mediante la activación de la ruta de señalización 

Wnt/-catenina. La retinitis pigmentosa (RP) es una enfermedad muy grave para la cual 

no hay ningún tratamiento actualmente disponible. Sin embargo, la regeneración 30 

retiniana mediante trasplante de las células o población celular para su uso en el 

tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana según la invención constituye 
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un enfoque para la mejora de la visión en pacientes afectados por RP o incluso por una 

variedad de enfermedades de degeneración retiniana. 

Las células o la población celular para su uso en el tratamiento de una 

enfermedad de degeneración retiniana según la invención pueden usarse como una 

terapia celular para tratar una enfermedad de degeneración retiniana ya que, una vez 5 

trasplantadas en una ubicación diana en el ojo, dichas células se fusionan con células 

retinianas, tales como neuronas retinianas y/o células gliales retinianas, proporcionando 

así células híbridas que se diferencian en uno o más fenotipos. Según la invención, el 

tratamiento de la enfermedad de degeneración retiniana se produce mediante 

reprogramación de las células retinianas mediada por la fusión celular de dicha célula 10 

con dichas células retinianas, por ejemplo, neuronas retinianas y/o células gliales 

retinianas. La reprogramación, en general, puede considerarse el paso de una célula de 

un estado diferenciado (o célula diferenciada, es decir, una célula especializada para una 

función específica, tal como una célula de corazón, hígado, etc., que no puede generar 

otros tipos de células) a un estado no diferenciado (o célula madre no diferenciada, es 15 

decir, una célula no especializada para ninguna función específica que conserva el 

potencial de dar lugar a células especializadas), tanto a nivel del estado embrionario 

como del estado progenitor; pero reprogramar también puede considerarse el paso de un 

estado diferenciado a otro estado diferenciado (por ejemplo, un fibroblasto que se 

convierte en una neurona sin volver a un estado precursor/embrionario, o una neurona 20 

retiniana que se convierte en otra neurona retiniana sin volver a un estado 

precursor/embrionario). En esta descripción, “reprogramar” se refiere sólo a la 

desdiferenciación de una célula somática que va seguida por la diferenciación de las 

células híbridas previamente formadas como resultado de la fusión celular entre una 

célula (por ejemplo, una HSC, una célula progenitora o una MSC) y una célula somática 25 

(por ejemplo, una neurona retiniana o una célula glial retiniana). 

Tal como se usa en el presente documento, la expresión “fusión celular” se 

refiere una fusión célula-célula que se produce de manera espontánea o mediada por 

agentes exógenos. La fusión célula-célula regula muchos procesos del desarrollo así 

como el destino celular y la diferenciación celular. Las células somáticas pueden 30 

fusionarse espontáneamente con células madre, y los clones híbridos resultantes tienen 

un fenotipo de tipo célula madre. Las características de célula madre de las células 
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madre son dominantes sobre los rasgos de las células somáticas y permiten la 

reprogramación del núcleo de la célula somática. Por tanto, la fusión célula-célula es 

una manera de forzar el destino de una célula, y en el caso de la fusión con células, tales 

como HSCs, células progenitoras o MSCs, este mecanismo induce la reprogramación 

celular, es decir, la desdiferenciación de las células somáticas. Los inventores han 5 

mostrado que la reprogramación mediada por fusión de una célula somática se ve 

enormemente potenciada por la activación dependiente del tiempo de la ruta de 

señalización Wnt/-catenina. Tras la unión de Wnt a sus receptores o la inhibición de 

GSK-3, como componente del complejo de destrucción, se estabiliza la -catenina y se 

trasloca al núcleo, en el que activa varios genes diana. 10 

Tal como se usa en el presente documento, el término “neurona retiniana” se 

refiere a las neuronas que forman parte de la retina. La retina es un tejido sensible a la 

luz que reviste la superficie interior del ojo. Es una estructura en capas con varias capas 

de neuronas interconectadas mediante sinapsis. Las únicas neuronas que son 

directamente sensibles a la luz son las células fotorreceptoras. Son principalmente de 15 

dos tipos: bastones y conos. Los bastones funcionan principalmente en luz tenue y 

proporcionan visión en blanco y negro, mientras que los conos soportan la visión 

durante el día y la percepción del color. Un tercer tipo, mucho menos frecuente, de 

fotorreceptor, la célula ganglionar fotosensible, es importante para respuestas de 

reflexión a la luz del día brillante. Las señales neuronales de los bastones y los conos 20 

experimentan un procesamiento por otras neuronas de la retina. La emisión adopta la 

forma de potenciales de acción en células ganglionares de la retina cuyos axones forman 

el nervio óptico. Las neuronas retinianas incluyen además células horizontales, células 

bipolares, células amacrinas, células interplexiformes, células ganglionares, entre otras. 

Además de esas células hay células gliales en la retina tales como las células de Müller 25 

(Müller glía), que son las células gliales principales de la retina y actúan como células 

de soporte, astrocitos y células de la microglía (Webvision – The Organization of the 

Retina and Visual System, Part II, Capítulo titulado “Glial cells of the Retina”, por 

Helga Kolb, de fecha 31 de julio de 2012). 

En una realización particular, las células retinianas comprenden neuronas 30 

retinianas, tales como bastones y similares, y células gliales retinianas tales como 

células de Müller, etc., que se fusionan con las células o la población celular para su uso 
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en el tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana según la invención, por 

ejemplo, HSPCs tratadas con BIO (Ejemplo 1). En otra realización particular, las 

neuronas retinianas comprenden células ganglionares y/o células amacrinas que se 

fusionan con las HSPCs trasplantadas (Ejemplo 2). En otra realización particular se 

contempla la fusión de células seleccionadas del grupo que consiste en HSCs, células 5 

progenitoras, MSCs y cualquier combinación de las mismas, incluyendo las células para 

su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana según la 

invención, o una población de las mismas, por ejemplo, HSPCs, con células 

proliferantes endógenas (por ejemplo, RSPCs). 

Las neuronas retinianas finales que pueden obtenerse tras la reprogramación de 10 

las neuronas retinianas fusionadas pueden variar, por ejemplo, células fotorreceptoras, 

células ganglionares, interneuronas, etc. En una realización particular, se reprograman 

neuronas retinianas fusionadas (por ejemplo, bastones) y células gliales retinianas (por 

ejemplo, células de Müller) principalmente para dar bastones (Ejemplo 1), mientras que 

en otra realización particular se reprograman neuronas retinianas fusionadas (por 15 

ejemplo, células ganglionares y/o células amacrinas) para dar células ganglionares e 

interneuronas (Ejemplo 2). 

Aunque los inventores no desean limitarse a ninguna teoría, se cree que las 

neuronas retinianas reprogramadas pueden ser del mismo tipo (o diferentes) del de la 

neurona retiniana fusionada a la célula o población celular para su uso en el tratamiento 20 

de una enfermedad de degeneración retiniana según la invención, por ejemplo, puede 

reprogramarse un bastón para obtener un bastón u otro tipo de neurona retiniana tal 

como, por ejemplo, una célula ganglionar, una célula amacrina, etc.; puede 

reprogramarse una célula ganglionar para obtener una célula ganglionar u otro tipo de 

neurona retiniana tal como, por ejemplo, un bastón, una célula amacrina, etc.; puede 25 

reprogramarse una célula amacrina para obtener una célula amacrina u otro tipo de 

neurona retiniana tal como, por ejemplo, un bastón, una célula ganglionar, etc. Además, 

una célula glial retiniana, tal como una célula de Müller, tras fusión con una célula o 

con una población de células para su empleo en el tratamiento de una enfermedad de 

degeneración retiniana según la invención, puede ser reprogramada a una neurona 30 

retiniana tal como un bastón, u otro tipo de neurona retiniana tal como, por ejemplo, una 

célula ganglionar, una célula amacrina, etc. De hecho, el Ejemplo 1 muestra la fusión de 
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HSPCs tanto con bastones como con células de Müller y la diferenciación de las células 

híbridas sólo en bastones. 

En una realización particular, el tratamiento de dicha enfermedad de 

degeneración retiniana comprende la reprogramación de células retinianas, tales como 

neuronas retinianas (por ejemplo, bastones, células ganglionares, células amacrinas, 5 

etc.) y/o células gliales retinianas (por ejemplo, células de Müller, etc.), mediada 

mediante fusión celular de dicha célula o población celular para su uso en el tratamiento 

de una enfermedad de degeneración retiniana según la invención con dichas células 

retinianas y diferenciación de las células híbridas resultantes en neuronas retinianas 

tales como células fotorreceptoras (por ejemplo, bastones, etc.), células ganglionares 10 

células amacrinas, etc. En otra realización particular, el tratamiento de dicha 

enfermedad de degeneración retiniana comprende la reprogramación de neuronas 

retinianas mediada mediante fusión celular de dicha célula o población celular para su 

uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana según la invención 

con dichas neuronas retinianas y diferenciación de las células híbridas resultantes en el 15 

mismo tipo, o diferente, de neuronas retinianas, por ejemplo, células fotorreceptoras, 

tales como bastones, etc., células ganglionares, células amacrinas, etc. 

En una realización particular, las células retinianas comprenden neuronas 

retinianas (por ejemplo, bastones, células ganglionares, células amacrinas, etc.). En otra 

realización particular, las células retinianas comprenden células gliales retinianas (por 20 

ejemplo, células de Müller, etc.). En otra realización particular, las células retinianas 

comprenden neuronas retinianas (por ejemplo, bastones, células ganglionares, células 

amacrinas, etc.) y células gliales retinianas (por ejemplo, células de Müller, etc.). 

Una “enfermedad de degeneración retiniana”, tal como se define en el presente 

documento, es una enfermedad asociada con un deterioro de la retina provocado por la 25 

muerte progresiva y eventual de las células del tejido retiniano. El término “enfermedad 

de degeneración retiniana” también incluye causas indirectas de degeneración retiniana, 

es decir, condiciones degenerativas retinianas derivadas de otras patologías primarias, 

tales como cataratas, diabetes, glaucoma, etc. En una realización particular, dicha 

enfermedad de degeneración retiniana se selecciona del grupo que comprende retinitis 30 

pigmentosa, degeneración macular relacionada con la edad, enfermedad de Stargardt, 

distrofia de conos-bastones, ceguera nocturna estacionaria congénita, amaurosis 
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congénita de Leber, distrofia macular viteliforme de Best, neuropatía óptica isquémica 

anterior, coroideremia, degeneración macular relacionada con la edad, distrofia 

foveomacular, distrofia corneoretiniana cristalina de Bietti, síndrome de Usher, etc., así 

como estados degenerativos retinianos derivados de otras patologías primarias, tales 

como cataratas, diabetes, glaucoma, etc. En una realización particular, dicha 5 

enfermedad de degeneración retiniana deriva de cataratas, diabetes o glaucoma. En otra 

realización particular, dicha enfermedad de degeneración retiniana es degeneración 

macular relacionada con la edad que se presenta en dos formas: “seca” que resulta de la 

atrofia de la capa epitelial de pigmento retiniana por debajo de la retina, lo que provoca 

pérdida de visión mediante pérdida de fotorreceptores (bastones y conos) en la parte 10 

central del ojo; y “húmeda” que provoca pérdida de visión debida a un crecimiento de 

vasos sanguíneos anómalo (neovascularización coroidal) en la capa coriocapilar, a 

través de la membrana de Bruch, conduciendo finalmente a fuga de sangre y proteínas 

por debajo de la mácula, provocando eventualmente un daño irreversible a los 

fotorreceptores y una rápida pérdida de la visión. En una realización más particular, 15 

dicha enfermedad de degeneración retiniana es RP, una familia heterogénea de 

trastornos retinianos heredados caracterizada por una degeneración progresiva de los 

fotorreceptores con posterior degeneración de RPE, que se caracteriza por depósitos de 

pigmento predominantemente en la retina periférica y por una conservación relativa de 

la retina central. En la mayoría de los casos de RP, hay degeneración primaria de 20 

bastones fotorreceptores, con degeneración secundaria de conos. 

En el contexto de la presente invención, “tratamiento de enfermedad de 

degeneración retiniana” significa la administración de las células para su uso en el 

tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana según la invención, o una 

población de dichas células, o una composición farmacéutica que comprende dichas 25 

células o una composición farmacéutica que comprende células distintas de las células 

para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana según la 

invención (véase el Tratamiento B a continuación) para prevenir o tratar la aparición de 

síntomas, complicaciones o indicaciones bioquímicas de una enfermedad de 

degeneración retiniana, para aliviar sus síntomas o para detener o inhibir su desarrollo y 30 

progresión tal como, por ejemplo, la aparición de ceguera. El tratamiento puede ser un 

tratamiento profiláctico para retrasar la aparición de la enfermedad o para prevenir la 

http://en.wikipedia.org/wiki/Choroidal_neovascularization
http://en.wikipedia.org/wiki/Bruch%27s_membrane
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manifestación de sus síntomas clínicos o subclínicos o un tratamiento terapéutico para 

eliminar o aliviar los síntomas tras la manifestación de la enfermedad. 

La supervivencia de células trasplantadas en un sujeto vivo puede determinarse 

mediante el uso de una variedad de técnicas de exploración, por ejemplo, exploración 

por tomografía axial computerizada (TAC o TC), obtención de imágenes por resonancia 5 

magnética nuclear (RMN) o exploraciones por tomografía por emisión de positrones 

(TEP). Alternativamente, la determinación de la supervivencia del trasplante también 

puede realizarse post-mortem extirpando el tejido y examinándolo visualmente o 

mediante un microscopio. Examinar la restauración de la función ocular que estaba 

dañada o enferma puede evaluar la integración funcional de células trasplantadas en el 10 

tejido ocular de un sujeto. Por ejemplo, la eficacia en el tratamiento de enfermedades de 

la degeneración retiniana puede determinarse mediante la mejora de la agudeza visual y 

evaluación para detectar anomalías y clasificar fotografías de fondo a color 

estereoscópicas (Age-Related Eye Disease Study Research Group, NEI5 NIH, AREDS 

Report No. 8, 2001, Arch. Ophthalmol. 119: 1417-1436). 15 

Para la administración a un sujeto, las células o la población celular para su uso 

en el tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana según la invención 

pueden formularse en una composición, preparación o formulación farmacéutica, 

usando portadores farmacéuticamente aceptables, cuyas características particulares se 

comentarán a continuación en la sección titulada “Composición farmacéutica”. 20 

 

Tratamiento B 

 

En otro aspecto, la invención se refiere a una célula seleccionada del grupo que 

consiste en una célula madre hematopoyética, una célula progenitora, y una célula 25 

madre mesenquimal, para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración 

retiniana, mediante la reprogramación de células retinianas, tales como neuronas 

retinianas y/o células gliales retinianas, mediada por fusión celular de dicha célula con 

dichas células retinianas, estando mediada dicha reprogramación por la activación de la 

ruta de señalización Wnt/-catenina. En otras palabras, según este aspecto, la invención 30 

proporciona una célula seleccionada del grupo que consiste en una célula madre 

hematopoyética (HSC), una célula progenitora, y una célula madre mesenquimal 
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(MSC), para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana, 

mediante reprogramación, mediada por la ruta de señalización Wnt/-catenina, de una 

célula retiniana, tal como una neurona retiniana y/o una célula glial retiniana, por fusión 

de dicha célula con dicha célula retiniana tras contacto de dicha célula con dicha células 

retiniana en el ojo de un sujeto. 5 

Alternativamente, en otras palabras, este aspecto de la invención se refiere al uso 

de una célula seleccionada del grupo que consiste en una célula madre hematopoyética, 

una célula progenitora, una célula madre mesenquimal, en la preparación de una 

composición farmacéutica para el tratamiento de una enfermedad de degeneración 

retiniana, mediante la reprogramación de células retinianas, tales como neuronas 10 

retinianas y/o células gliales retinianas, mediada por fusión celular de dicha célula con 

dichas células retinianas, estando mediada dicha reprogramación por la activación de la 

ruta de señalización Wnt/-catenina. 

Las características particulares de la célula seleccionada del grupo que consiste 

en una célula madre hematopoyética, una célula progenitora, una célula madre 15 

mesenquimal, y la enfermedad de degeneración retiniana que va a tratarse se han 

comentado anteriormente en relación con el Tratamiento A anterior, cuyas 

características particulares se incorporan en el presente documento. 

En una realización particular, las células retinianas comprenden neuronas 

retinianas (por ejemplo, bastones, células ganglionares, células amacrinas, etc.). En otra 20 

realización particular, las células retinianas comprenden células gliales retinianas (por 

ejemplo, células de Müller, etc.). En otra realización particular, las células retinianas 

comprenden neuronas retinianas (por ejemplo, bastones, células ganglionares, células 

amacrinas, etc.) y células gliales retinianas (por ejemplo, células de Müller, etc.). 

Al contrario que el Tratamiento A anterior, en el Tratamiento B no es necesario 25 

que la célula (HSC, célula progenitora o MSC) que va a implantarse tenga su ruta de 

señalización Wnt/-catenina activada en el momento en el que se implanta la célula en 

el ojo porque dicha ruta puede activarse de manera endógena o mediante la 

administración de un activador de la ruta de señalización Wnt/-catenina o un inhibidor 

de un represor de la ruta de señalización Wnt/-catenina, tal como se comentará a 30 

continuación. Por tanto, según el Tratamiento B, no es necesario tratar la célula (HSC, 

célula progenitora o MSC), antes de su implantación en el ojo, con un activador de la 
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ruta de señalización Wnt/-catenina o con un inhibidor de un represor de la ruta de 

señalización Wnt/-catenina o que sobreexprese un activador de la ruta de señalización 

Wnt/-catenina, pero lo que se necesita es que se produzca la regeneración retiniana 

mediante la reprogramación de células retinianas, tales como neuronas retinianas y/o 

células gliales retinianas, mediada por fusión celular de dicha célula con dichas 5 

neuronas retinianas, estando mediada dicha reprogramación por la activación de la ruta 

de señalización Wnt/-catenina. En este caso, la activación de la ruta de señalización 

Wnt/-catenina puede ser endógena, es decir, puede lograrse por el sujeto al que van a 

administrarse (implantarse o trasplantarse) las células como consecuencia de un daño o 

lesión en la retina (que puede producirse en enfermedades de degeneración retiniana) o 10 

mediante la administración de un activador de la ruta de señalización Wnt/-catenina o 

un inhibidor de un represor de la ruta de señalización Wnt/-catenina. Varios ensayos 

realizados por los inventores han mostrado que tras la activación endógena de la ruta de 

señalización Wnt/-catenina se observa reprogramación de las células híbridas 

formadas tras el daño (Ejemplo 2). Por otro lado, la inclusión de células de médula ósea 15 

(BMC) endógenas tras el daño en el ojo y la activación ectópica de la ruta de 

señalización Wnt/-catenina es suficiente para observar la reprogramación de las células 

híbridas (Ejemplo 2). Por tanto, en una realización particular, la célula para su uso en el 

tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana según el Tratamiento B (es 

decir, mediante la reprogramación de células retinianas, tales como neuronas retinianas 20 

y/o células gliales retinianas, mediada por fusión celular de dicha célula con dichas 

células retinianas, estando mediada dicha reprogramación por la activación de la ruta 

Wnt/-catenina) es una BMC (c-kit+, sca-1+) procedente de la médula ósea (BM) 

incluida al interior del ojo y se trata el ojo con un activador de la ruta de señalización 

Wnt/-catenina con el fin de obtener la regeneración del tejido retiniano. 25 

Los efectos de la activación de la ruta de señalización Wnt/-catenina, así como 

ejemplos ilustrativos, no limitativos, de activadores de la ruta de señalización Wnt/-

catenina e inhibidores de represores de la ruta de señalización Wnt/-catenina se han 

comentado en relación con el Tratamiento A anterior, cuyas características particulares 

se incorporan en el presente documento. 30 
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El Ejemplo 2 muestra que tras la activación de la ruta de señalización Wnt/-

catenina, pueden reprogramarse transitoriamente in vivo neuronas retinianas de ratón de 

vuelta a un estado precursor tras la fusión espontánea con células trasplantadas (por 

ejemplo, HSPCs o ESCs). Las células híbridas recién formadas reactivan marcadores de 

precursores neuronales (por ejemplo, las HSPCs y ESCs reprograman las neuronas 5 

retinianas de vuelta a la expresión de nanog y nestina). Además, dichas células híbridas 

pueden proliferar, diferenciarse a lo largo de un linaje neuroectodérmico (en el caso de 

células híbridas formadas por HSPCs y neuronas retinianas), y finalmente en neuronas 

retinianas diferenciadas de manera terminal (por ejemplo, células fotorreceptoras), que 

pueden regenerar el tejido retiniano dañado; alternativamente, células híbridas formadas 10 

por ESCs y neuronas retinianas también pueden proliferar y diferenciarse, además de en 

el linaje neuroectodérmico, en linajes endodérmico y ectodérmico que pueden dar como 

resultado la formación de un teratoma. Tras el daño retiniano y la inducción de la ruta 

de señalización Wnt/-catenina en el ojo, también se produce reprogramación mediada 

por fusión celular tras la movilización endógena de células de la médula ósea en los 15 

ojos. Estos datos muestran que la reprogramación in vivo de neuronas retinianas 

diferenciadas de manera terminal es un mecanismo posible de regeneración tisular. 

En una realización particular, la célula para su uso en el tratamiento de una 

enfermedad de degeneración retiniana según el Tratamiento B es una HSC. En otra 

realización particular, dicha célula es una LT-HSC o una ST-HSC. 20 

En otra realización particular, la célula para su uso en el tratamiento de una 

enfermedad de degeneración retiniana según el Tratamiento B es una célula progenitora. 

En otra realización particular, dicha célula progenitora es un MPP temprano, un MPP 

tardío, un LRP, un CMP, un GMP o un MEP. 

En otra realización particular, la célula para su uso en el tratamiento de una 25 

enfermedad de degeneración retiniana según el Tratamiento B es una MSC. 

Las células para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración 

retiniana según el Tratamiento B pueden formar parte de una población de dichas 

células cuyo uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana 

constituye un aspecto adicional de la presente invención. 30 

Por tanto, la invención se refiere además a una población celular que comprende 

una pluralidad de células, seleccionándose dichas células del grupo que consiste en una 
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célula madre hematopoyética (HSC), una célula progenitora, una célula madre 

mesenquimal (MSC) y cualquier combinación de las mismas, para su uso en el 

tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana según el Tratamiento B. 

En otras palabras, la invención se refiere a una población celular que comprende 

una pluralidad de células, seleccionándose dichas células del grupo que consiste en una 5 

HSC, una célula progenitora, una MSC y cualquier combinación de las mismas, para su 

uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana, mediante la 

reprogramación de células retinianas, tales como neuronas retinianas y/o células gliales 

retinianas, mediada por fusión celular de dicha célula con dichas células retinianas, 

estando mediada dicha reprogramación por la activación de la ruta de señalización 10 

Wnt/-catenina. Con ese fin se implanta la población celular en el ojo de un sujeto que 

necesita tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana. Por tanto, según este 

aspecto, la invención proporciona una población celular que comprende una pluralidad 

de células, seleccionándose dichas células del grupo que consiste en una HSC, una 

célula progenitora, una MSC, y cualquier combinación de las mismas, para su uso en el 15 

tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana, mediante reprogramación, 

mediada por activación de la ruta de señalización Wnt/-catenina, de una célula 

retiniana, tal como una neurona retiniana y/o una célula glial retiniana, por fusión de 

dicha célula con dicha célula retiniana tras contacto de dicha célula con dicha células 

retiniana en el ojo de un sujeto. 20 

Expresado de manera alternativa, este aspecto de la invención se refiere al uso 

de una población celular que comprende una pluralidad de células, seleccionándose 

dichas células del grupo que consiste en HSCs, células progenitoras, MSCs y cualquier 

combinación de las mismas, en la preparación de una composición farmacéutica para el 

tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana, mediante la reprogramación 25 

de células retinianas, tales como neuronas retinianas y/o células gliales retinianas, 

mediada por fusión celular de dichas células con dichas células retinianas, estando 

mediada dicha reprogramación por la activación de la ruta de señalización Wnt/-

catenina; o, alternativamente, al uso de una población celular que comprende una 

pluralidad de células, seleccionándose dichas células del grupo que consiste en una 30 

HSC, una célula progenitora, una MSC y cualquier combinación de las mismas, en la 

preparación de una composición farmacéutica para el tratamiento de una enfermedad de 
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degeneración retiniana, mediante la reprogramación de células retinianas, tales como 

neuronas retinianas y/o células gliales retinianas, mediada por fusión celular de dichas 

células con dichas células retinianas, estando mediada dicha reprogramación por la 

activación de la ruta de señalización Wnt/-catenina. 

Las características particulares de dichas HSCs, células progenitoras y MSCs se 5 

mencionaron anteriormente. 

En una realización particular, las células retinianas comprenden neuronas 

retinianas (por ejemplo, bastones, células ganglionares, células amacrinas, etc.). En otra 

realización particular, las células retinianas comprenden células gliales retinianas (por 

ejemplo, células de Müller, etc.). En otra realización particular, las células retinianas 10 

comprenden neuronas retinianas (por ejemplo, bastones, células ganglionares, células 

amacrinas, etc.) y células gliales retinianas (por ejemplo, células de Müller, etc.). 

En una realización particular, la población celular para su uso en el tratamiento 

de una enfermedad de degeneración retiniana según el Tratamiento B comprende una 

pluralidad de, es decir, más de dos, HSCs. En una realización particular, dichas HSCs se 15 

seleccionan de LT-HSCs, ST-HSCs y combinaciones de las mismas. 

En otra realización particular, la población celular para su uso en el tratamiento 

de una enfermedad de degeneración retiniana según el Tratamiento B comprende una 

pluralidad de células progenitoras. En una realización particular, dichas células 

progenitoras se seleccionan de un MPP temprano, un MPP tardío, un LRP, un CMP, un 20 

GMP, MEP y combinaciones de las mismas. 

En otra realización particular, la población celular para su uso en el tratamiento 

de una enfermedad de degeneración retiniana según el Tratamiento B comprende una 

pluralidad de MSC. 

En una realización particular, la población celular para su uso en el tratamiento 25 

de una enfermedad de degeneración retiniana según el Tratamiento B comprende al 

menos una HSC y al menos una célula progenitora. En una realización particular, dicha 

célula HSC es una LT-HSC o una ST-HSC; en otra realización particular, dicha célula 

progenitora es un MPP temprano, un MPP tardío, un LRP, un CMP, un GMP o un 

MEP. 30 

En otra realización particular, la población celular para su uso en el tratamiento 

de una enfermedad de degeneración retiniana según el Tratamiento B comprende al 
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menos una HSC y al menos una MSC. En una realización particular, dicha célula HSC 

es una LT-HSC o una ST-HSC. 

En otra realización particular, la población celular para su uso en el tratamiento 

de una enfermedad de degeneración retiniana según el Tratamiento B comprende al 

menos una célula progenitora y al menos una MSC. En una realización particular, dicha 5 

célula progenitora es un MPP temprano, un MPP tardío, un LRP, un CMP, un GMP o 

un MEP. 

En otra realización particular, la población celular para su uso en el tratamiento 

de una enfermedad de degeneración retiniana según el Tratamiento B comprende al 

menos una HSC, al menos una célula progenitora y al menos una MSC. En una 10 

realización particular, dicha célula HSC es una LT-HSC o una ST-HSC; en otra 

realización particular, dicha célula progenitora es un MPP temprano, un MPP tardío, un 

LRP, un CMP, un GMP o un MEP. 

En una realización particular, una población celular para su uso en el tratamiento 

de una enfermedad de degeneración retiniana según el Tratamiento B es la composición 15 

celular identificada como “HSPC”, es decir, una población celular que comprende 

HSCs, células progenitoras y MSCs; dicha población celular puede obtenerse, por 

ejemplo, a partir de médula ósea, o, alternativamente, mezclando HSCs, células 

progenitoras y MSCs, en las razones o proporciones deseadas, con el fin de obtener una 

población de HSPCs. Por tanto, dicha población de HSPCs puede incluir HSCs, células 20 

progenitoras y MSCs en diferentes razones o proporciones. El experto en la técnica 

entenderá que dicha población celular puede enriquecerse en cualquier tipo de células 

específicas mediante medios convencionales, por ejemplo, separando un tipo específico 

de células mediante cualquier técnica adecuada basándose en el uso de parejas de unión 

para los marcadores de superficie correspondientes. Por tanto, en una realización 25 

particular, la población de HSPCs puede enriquecerse en HSCs, o en células 

progenitoras, o incluso en MSCs. 

 

Composiciones 

En otro aspecto, la invención se refiere a una composición celular, denominada a 30 

continuación en el presente documento “composición celular de la invención”, en la que 

al menos el 50% de las células de dicha composición celular se seleccionan del grupo 
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que consiste en células madre hematopoyéticas (HSCs), células progenitoras, células 

madre mesenquimales (MSCs) y cualquier combinación de las mismas y en la que 

dichas células tienen su ruta de señalización Wnt/-catenina activada, o en donde la ruta 

de señalización Wnt/-catenina de dichas células está activada, o, en la que dichas 

células se han tratado con un activador de la ruta de señalización Wnt/-catenina, o con 5 

un inhibidor de un represor de la ruta de señalización Wnt/-catenina, y/o en donde 

dichas células sobreexpresan un activador de la ruta de señalización Wnt/-catenina. 

En una realización particular, la composición celular de la invención es una 

composición en la que al menos el 60%, preferiblemente el 70%, más preferiblemente el 

80%, todavía más preferiblemente el 90%, aún más preferiblemente el 95%, e incluso 10 

más preferiblemente el 100% de las células son HSCs, células progenitoras y/o MSCs, 

en cualquier razón, que tienen su ruta de señalización Wnt/-catenina activada (como 

resultado, por ejemplo, de haberse tratado con un activador de la ruta de señalización 

Wnt/-catenina, o con un inhibidor de un represor de la ruta de señalización Wnt/-

catenina, o mediante manipulación para sobreexpresar un activador de la ruta de 15 

señalización Wnt/-catenina). La composición celular de la invención comprende 

además un medio; dicho medio debe ser compatible con las células contenidas en dicha 

composición; los ejemplos ilustrativos, no limitativos, de medios que pueden estar 

presentes en la composición celular de la invención incluyen disoluciones isotónicas 

opcionalmente complementadas con suero; medios de cultivo celular o, 20 

alternativamente, un medio de soporte sólido, semisólido, gelatinoso o viscoso. 

 

Composiciones farmacéuticas 

Las células y la población celular para su uso en el tratamiento de una 

enfermedad de degeneración retiniana según los Tratamientos A y B de la presente 25 

invención pueden administrarse en una composición, preparación o formulación 

farmacéutica, usando portadores farmacéuticamente aceptables. 

Por tanto, en un aspecto, la invención se refiere a una composición farmacéutica, 

denominada a continuación en el presente documento “composición farmacéutica de la 

invención”, seleccionada del grupo que consiste en: 30 

1) una composición farmacéutica que comprende al menos una célula 

seleccionada del grupo que consiste en una célula madre hematopoyética 
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(HSC), una célula progenitora, una célula madre mesenquimal (MSC) y 

cualquier combinación de las mismas, en la que la ruta de señalización 

Wnt/-catenina de dichas células está activada, y un portador 

farmacéuticamente aceptable, y 

2) una composición farmacéutica que comprende al menos una célula 5 

seleccionada del grupo que consiste en una célula madre hematopoyética 

(HSC), una célula progenitora, una célula madre mesenquimal (MSC) y 

cualquier combinación de las mismas, en combinación con un activador de 

la ruta de señalización Wnt/-catenina o un inhibidor de un represor de la 

ruta de señalización Wnt/-catenina y un portador farmacéuticamente 10 

aceptable. 

Con el fin de que las HSCs, células progenitoras y/o MSCs tengan su ruta de 

señalización Wnt/-catenina activada [composición farmacéutica de la invención 1)], 

dichas HSCs, células progenitoras y/o MSCs se tratan con un activador de la ruta de 

señalización Wnt/-catenina, o con un inhibidor de un represor de la ruta de 15 

señalización Wnt/-catenina, y/o se manipulan con el fin de sobreexpresar un activador 

de la ruta de señalización Wnt/-catenina. 

La composición farmacéutica de la invención puede usarse en el tratamiento de 

una enfermedad de degeneración retiniana. 

Tal como se usa en el presente documento, el término “portador” incluye 20 

vehículos, medios o excipientes, mediante lo cual pueden administrarse las células para 

su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana según los 

Tratamientos A o B de la invención. Obviamente, dicho portador debe ser compatible 

con dichas células. Los ejemplos ilustrativos, no limitativos, de portadores 

farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen cualquier portador fisiológicamente 25 

compatible, por ejemplo, disoluciones isotónicas (por ejemplo, solución salina estéril de 

NaCl al 0,9%, solución salina tamponada con fosfato (PBS), disolución de Ringer-

lactato, etc.) opcionalmente complementadas con suero, preferiblemente con suero 

autólogo; medios de cultivo celular (por ejemplo, DMEM, etc.); etc. 

La composición farmacéutica de la invención puede comprender componentes 30 

auxiliares con los que estarán familiarizados los biólogos o químicos médicos, por 

ejemplo, un agente antioxidante adecuado para la administración ocular (por ejemplo, 



57 
 

EDTA, sulfito de sodio, metabisulfito de sodio, mercaptopropionil-glicina, N-acetil-

cisteína, beta-mercaptoetilamina, glutatión y especies similares, ácido ascórbico y sus 

sales o sulfito o metabisulfito de sodio, etc.), un agente tamponante para mantener el pH 

a un pH adecuado para minimizar la irritación del ojo (por ejemplo, para inyección 

intraocular o intravítrea directa, las composiciones farmacéuticas deben estar a pH de 5 

7,2 a 7,5, alternativamente a pH de 7,3-7,4), un agente de tonicidad adecuado para la 

administración al ojo (por ejemplo, cloruro de sodio para preparar composiciones 

aproximadamente isotónicas con solución salina al 0,9%), un agente potenciador de la 

viscosidad (por ejemplo, hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, metilcelulosa, 

polivinilpirrolidona, etc.), etc. En algunas realizaciones, la composición farmacéutica de 10 

la invención puede contener un conservante (por ejemplo, cloruro de benzalconio, 

cloruro de bencetonio, clorobutanol, acetato o nitrato fenilmercúrico, timerosal, metil o 

propilparabenos, etc.). Dichas sustancias farmacéuticamente aceptables que pueden 

usarse en la composición farmacéutica de la invención las conocen generalmente los 

expertos en la técnica y se usan normalmente en la preparación de composiciones 15 

celulares. Se describen ejemplos de portadores farmacéuticos adecuados, por ejemplo, 

en “Remington’s Pharmaceutical Sciences”, de E.W. Martin. 

Las células para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración 

retiniana según los Tratamientos A o B de la invención pueden administrarse solas (por 

ejemplo, como poblaciones sustancialmente homogéneas) o como mezclas con otras 20 

células, por ejemplo, neuronas, células madre neuronales, células madre de la retina, 

células progenitoras oculares, células madre epiteliales de la retina o la córnea y/u otras 

células madre multipotentes o pluripotentes. Cuando las células para su uso en el 

tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana según los Tratamientos A o B 

de la invención se administran con otras células, pueden administrarse simultánea o 25 

secuencialmente con las otras células (o bien antes o bien después de las otras células). 

Las células de diferentes tipos pueden mezclarse con las células para su uso en el 

tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana según los Tratamientos A o B 

de la invención inmediatamente o poco antes de la administración, o pueden 

cocultivarse juntas durante un periodo de tiempo antes de la administración. 30 

Las células para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración 

retiniana según los Tratamientos A o B de la invención pueden administrarse con al 
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menos un agente farmacéutico, tal como, por ejemplo, factores de crecimiento, factores 

tróficos, medio condicionado, u otros principios activos, tales como agentes 

antiinflamatorios, agentes antiapoptóticos, antioxidantes, factores neurotróficos o 

fármacos neurorregenerativos o neuroprotectores tal como se conoce en la técnica, o 

bien juntos en una única composición farmacéutica, o bien en composiciones 5 

farmacéuticas separadas, simultánea o secuencialmente con los otros agentes (o bien 

antes o bien después de la administración de los otros agentes); se espera que el uso de 

dichos agentes aumente la eficacia de la regeneración celular o disminuya la 

degeneración celular. 

Los ejemplos de dichos otros agentes o componentes que pueden administrarse 10 

con las células para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración 

retiniana según los Tratamientos A o B de la invención incluyen, pero no se limitan a: 

(1) otros fármacos neuroprotectores o neurobeneficiosos; (2) componentes de la matriz 

extracelular seleccionados, tales como uno o más tipos de colágeno conocidos en la 

técnica, y/o factores de crecimiento, plasma rico en plaquetas y fármacos 15 

(alternativamente, las células pueden modificarse mediante ingeniería genética para 

expresar y producir factores de crecimiento); (3) agentes antiapoptóticos (por ejemplo, 

eritropoyetina (EPO), mimeticuerpo de EPO, trombopoyetina, factor de crecimiento de 

tipo insulina (IGF)-I, IGF-II, factor de crecimiento de hepatocitos, inhibidores de 

caspasa); (4) compuestos antiinflamatorios (por ejemplo, inhibidores de MAP cinasa 20 

p38, inhibidores de TGF-beta, estatinas, inhibidores de IL-6 e IL-1, pemirolast, tranilast, 

Remicade, sirolimús, y fármacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE) tales como, 

por ejemplo, tepoxalina, tolmetina y suprofeno; (5) agentes inmunosupresores o 

inmunomoduladores, tales como inhibidores de calcineurina, inhibidores de mTOR, 

antiproliferativos, corticosteroides y diversos anticuerpos; (6) antioxidantes tales como 25 

probucol, vitaminas C y E, coenzima Q- 10, glutatión, L-cisteína, N- acetilcisteína, etc.; 

y (7) anestésicos locales, por nombrar unos pocos. 

La composición farmacéutica de la invención puede formularse normalmente 

como composiciones líquidas o fluidas, semisólidos (por ejemplo, geles o hidrogeles), 

espumas o sólidos porosos (por ejemplo, matrices poliméricas, materiales compuestos, 30 

derivados de fosfato de calcio y similares, según sea apropiado para la modificación por 

ingeniería del tejido oftálmico) o partículas para la encapsulación de células de origen 
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natural o sintético para permitir una mejor administración de las células o una función y 

supervivencia superior. En una realización particular, las células para su uso en el 

tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana según los Tratamientos A o B 

de la invención pueden administrarse en dispositivos semisólidos o sólidos adecuados 

para su implantación quirúrgica; o pueden administrarse con un portador líquido (por 5 

ejemplo, para inyectarse en el sujeto receptor). Por tanto, dichas células pueden 

implantarse quirúrgicamente, inyectarse o administrarse de otro modo directa o 

indirectamente en el sitio de molestia o daño ocular. Cuando se administran células en 

dispositivos semisólidos o sólidos, la implantación quirúrgica en una ubicación precisa 

en el cuerpo es normalmente un medio adecuado de administración. Sin embargo, las 10 

composiciones farmacéuticas líquidas o fluidas pueden administrarse en una ubicación 

más general en el ojo (por ejemplo, por vía intraocular). 

La composición farmacéutica de la invención puede administrarse al ojo de un 

sujeto en necesidad de tratamiento (paciente) de uno o más de varios modos de 

administración conocidos en la técnica. En una realización la composición farmacéutica 15 

se implanta o se administra a la retina o zona circundante por medio de inyección 

intraocular o intravítrea periódica, o bajo la retina. Además, de manera ideal las células 

se administrarán sólo una vez en la aparición temprana de la enfermedad, sin embargo si 

hay una reversión del fenotipo puede ser posible realizar administraciones adicionales 

durante la vida del sujeto. Tal como entenderá un experto en la técnica, algunas veces la 20 

administración directa de la composición farmacéutica de la invención al sitio en el que 

se desea el beneficio puede ser ventajosa. Por tanto, la administración directa de la 

composición farmacéutica de la invención al tejido u órgano deseado puede lograrse 

mediante administración directa (por ejemplo, mediante inyección, etc.) por medio de 

inserción de un dispositivo adecuado, por ejemplo, una cánula adecuada, o mediante 25 

otros medios mencionados en esta descripción o conocidos en la técnica. 

Pueden diseñarse composiciones farmacéuticas para inyección para una 

administración de un único uso y no contienen conservantes. Las disoluciones 

inyectables pueden tener una isotonicidad equivalente a una disolución de cloruro de 

sodio al 0,9% (osmolalidad de 290-300 miliosmoles). Esto puede lograrse mediante la 30 

adición de cloruro de sodio o excipientes tales como agentes tamponantes y 

antioxidantes, tal como se indicó anteriormente. 
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La administración de la composición farmacéutica de la invención al sujeto se 

llevará a cabo mediante medios convencionales, por ejemplo, dicha composición 

farmacéutica puede administrarse a dicho sujeto a través de la vía intravítrea usando 

dispositivos adecuados tales como jeringas, cánulas, etc. En todos los casos, la 

composición farmacéutica de la invención se administrará usando equipo, aparatos y 5 

dispositivos adecuados para administrar composiciones celulares conocidos por el 

experto en la técnica. 

Las formas farmacéuticas y regímenes para administrar las células para su uso 

en el tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana según los Tratamientos 

A o B de la invención o cualquiera de las otras composiciones farmacéuticas descritas 10 

en el presente documento se desarrollan según la buena práctica médica, teniendo en 

cuenta el estado del sujeto, por ejemplo, la naturaleza y el grado del estado degenerativo 

retiniano, edad, sexo, peso corporal y estado médico general, y otros factores conocidos 

por los profesionales médicos. Por tanto, la cantidad eficaz de una composición 

farmacéutica que va a administrarse a un sujeto se determinará mediante estas 15 

consideraciones tal como se conoce en la técnica. 

No obstante, en general, la composición farmacéutica de la invención (o 

cualquiera de las otras composiciones farmacéuticas descritas en el presente 

documento) contendrán una cantidad terapéuticamente eficaz de las células para su uso 

en el tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana según los Tratamientos 20 

A o B de la invención, preferiblemente una población sustancialmente homogénea de 

dichas células para proporcionar el efecto terapéutico deseado. En el sentido usado en 

esta descripción, el término “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a la cantidad 

de células para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana 

según los Tratamientos A o B de la invención que puede producir el efecto terapéutico 25 

deseado (por ejemplo, regenerar total o parcialmente la retina y/o mejorar la visión 

funcional, y similares) y generalmente se determinará, entre otros factores, por las 

características de dichas propias células y el efecto terapéutico deseado. Generalmente, 

la cantidad terapéuticamente eficaz de dichas células para su uso en el tratamiento de 

una enfermedad de degeneración retiniana según los Tratamientos A o B de la 30 

invención que debe administrarse dependerá, entre otros factores, de las características 

del propio sujeto, la gravedad de la enfermedad, la forma farmacéutica, etc. Con este 
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fin, la dosis mencionada en esta invención sólo debe tenerse en cuenta como directriz 

para el experto en la técnica, quien debe ajustar esta dosis dependiendo de los factores 

mencionados anteriormente. En una realización particular, la composición farmacéutica 

de la invención se administra en una dosis que contiene entre aproximadamente 104 y 

aproximadamente 1010 células para su uso en el tratamiento de una enfermedad de 5 

degeneración retiniana según los Tratamientos A o B de la invención por ojo, 

preferiblemente entre aproximadamente 106 y 108 células por ojo. La dosis de dichas 

células puede repetirse dependiendo del estado y la evolución del sujeto en intervalos 

temporales de días, semanas o meses, que deben establecerse por el especialista en cada 

caso. 10 

En algunas ocasiones, puede ser deseable o apropiado inmunosuprimir 

farmacológicamente a un sujeto antes de iniciar la terapia celular. Esto puede lograrse 

mediante el uso de agentes inmunosupresores sistémicos o locales, o puede lograrse 

administrando las células en un dispositivo encapsulado. Estos y otros medios para 

reducir o eliminar una respuesta inmunitaria frente a las células trasplantadas se 15 

conocen en la técnica. Como alternativa, las células para su uso en el tratamiento de una 

enfermedad de degeneración retiniana según los Tratamientos A o B de la invención 

pueden modificarse genéticamente para reducir su inmunogenicidad. 

 

Kits 20 

En otro aspecto, la invención se refiere a un kit, denominado a continuación en 

el presente documento “kit de la invención”, seleccionado del grupo que consiste en: 

1) un kit que comprende al menos una célula seleccionada del grupo que 

consiste en una célula madre hematopoyética (HSC), una célula 

progenitora, una célula madre mesenquimal (MSC) y cualquier 25 

combinación de las mismas, en el que la ruta de señalización Wnt/-

catenina de dichas células está activada, e instrucciones para el uso de 

los componentes del kit, y 

2) un kit que comprende al menos una célula seleccionada del grupo que 

consiste en una célula madre hematopoyética (HSC), una célula 30 

progenitora, una célula madre mesenquimal (MSC) y cualquier 

combinación de las mismas, en combinación con un activador de la 
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ruta de señalización Wnt/-catenina o un inhibidor de un represor de 

la ruta de señalización Wnt/-catenina, e instrucciones para el uso de 

los componentes del kit. 

Con el fin de que las HSCs, células progenitoras y/o MSCs tengan su ruta de 

señalización Wnt/-catenina activada [kit de la invención 1)], dichas HSCs, células 5 

progenitoras y/o MSCs se tratan con un activador de la ruta de señalización Wnt/-

catenina, o con un inhibidor de un represor de la ruta de señalización Wnt/-catenina, 

y/o se manipulan con el fin de sobreexpresar un activador de la ruta de señalización 

Wnt/-catenina. 

El kit de la invención puede usarse en el tratamiento de una enfermedad de 10 

degeneración retiniana. 

Las características de las células para su uso en el tratamiento de una 

enfermedad de degeneración retiniana según los Tratamientos A o B de la invención, la 

composición farmacéutica de la invención y la enfermedad de degeneración retiniana 

que va a tratarse se han mencionado anteriormente y se incorporan en el presente 15 

documento. 

 

Métodos de tratamiento 

Según otro aspecto de la invención, se proporciona un método para tratar a un 

sujeto que tiene una enfermedad de degeneración retiniana (es decir, un paciente), que 20 

comprende administrar a dicho sujeto que necesita tratamiento una célula o una 

población celular para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración 

retiniana según la invención, una composición farmacéutica de la invención, en una 

cantidad eficaz para tratar la enfermedad de degeneración retiniana, en el que dicho 

tratamiento de la enfermedad de degeneración retiniana se produce mediante la 25 

reprogramación de células retinianas, tales como neuronas retinianas y/o células gliales 

retinianas, mediada por fusión celular de dichas células con dichas células retinianas, 

estando mediada dicha reprogramación por la activación de la ruta Wnt/-catenina. 

Las características particulares de las células para su uso en el tratamiento de una 

enfermedad de degeneración retiniana según la invención, las composiciones 30 

farmacéuticas de la invención, las enfermedades de degeneración retiniana que van a 
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tratarse y la cantidad eficaz para tratar dichas enfermedades se han mencionado 

anteriormente y se incorporan en el presente documento. 

En una realización particular, las células retinianas comprenden neuronas 

retinianas (por ejemplo, bastones, células ganglionares, células amacrinas, etc.). En otra 

realización particular, las células retinianas comprenden células gliales retinianas (por 5 

ejemplo, células de Müller, etc.). En otra realización particular, las células retinianas 

comprenden neuronas retinianas (por ejemplo, bastones, células ganglionares, células 

amacrinas, etc.) y células gliales retinianas (por ejemplo, células de Müller, etc.). 

En una realización particular, el método para tratar a un sujeto que tiene una 

enfermedad de degeneración retiniana comprende la administración de una composición 10 

farmacéutica de la invención 1), es decir, una composición farmacéutica que comprende 

al menos una célula seleccionada del grupo que consiste en una HSC, una célula 

progenitora, una MSC y cualquier combinación de las mismas, en el que dichas células 

tienen su ruta de señalización Wnt/-catenina activada, y un portador 

farmacéuticamente aceptable, en una cantidad eficaz para tratar la enfermedad de 15 

degeneración retiniana, en el que dicho tratamiento de la enfermedad de degeneración 

retiniana se produce mediante la reprogramación de células retinianas, tales como 

neuronas retinianas y/o células gliales retinianas, mediada por fusión celular de dichas 

células con dichas células retinianas, estando mediada dicha reprogramación por la 

activación de la ruta Wnt/-catenina. 20 

Con el fin de que las HSCs, células progenitoras y/o MSCs tengan su ruta de 

señalización Wnt/-catenina activada [kit de la invención 1)], dichas HSCs, células 

progenitoras y/o MSCs se tratan con un activador de la ruta de señalización Wnt/-

catenina, o con un inhibidor de un represor de la ruta de señalización Wnt/-catenina, 

y/o se manipulan con el fin de sobreexpresar un activador de la ruta de señalización 25 

Wnt/-catenina. 

En otro aspecto, la invención proporciona un método para tratar a un sujeto que 

tiene una enfermedad de degeneración retiniana (es decir, un paciente), que comprende 

administrar a dicho sujeto que necesita tratamiento una célula seleccionada del grupo 

que consiste en HSCs, células progenitoras y MSCs, o una población celular que 30 

comprende una pluralidad de células, seleccionándose dichas células del grupo que 

consiste en HSCs, células progenitoras, MSCs y cualquier combinación de las mismas, 
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o una composición farmacéutica que comprende dicha célula o población celular, en 

una cantidad eficaz para tratar la enfermedad de degeneración retiniana, en el que dicho 

tratamiento de la enfermedad de degeneración retiniana se produce mediante la 

reprogramación de células retinianas, tales como neuronas retinianas y/o células gliales 

retinianas, mediada por fusión celular de dichas células con dichas células retinianas, 5 

estando mediada dicha reprogramación por la activación de la ruta Wnt/-catenina. 

En una realización particular, el método anterior para tratar a un sujeto que tiene 

una enfermedad de degeneración retiniana comprende la administración de una 

composición farmacéutica, composición que comprende al menos una célula 

seleccionada del grupo que consiste en una HSC, una célula progenitora, una MSC y 10 

cualquier combinación de las mismas, junto con, opcionalmente, un activador de la ruta 

de señalización Wnt/-catenina, o un inhibidor de un represor de la ruta de señalización 

Wnt/-catenina, y un portador farmacéuticamente aceptable, preparada a partir de 

células distintas de las células de la invención, en una cantidad eficaz para tratar la 

enfermedad de degeneración retiniana, en el que dicho tratamiento de la enfermedad de 15 

degeneración retiniana se produce mediante la reprogramación de células retinianas, 

tales como neuronas retinianas y/o células gliales retinianas, mediada por fusión celular 

de dichas células con dichas células retinianas, estando mediada dicha reprogramación 

por la activación de la ruta Wnt/-catenina. 

La presente invención se ilustra adicionalmente, pero no se limita, por los 20 

siguientes ejemplos. 

 

 

EJEMPLO 1 

La fusión de células madre hematopoyéticas desencadena la regeneración retiniana 25 

en un modelo de ratón de retinitis pigmentosa 

 

1. Métodos 

 

Preparación celular 30 

Se aislaron HSPCs de linaje negativo a partir de médula ósea total de ratones 

Cre-RFP (ratones que expresaban de manera estable CRE y proteína fluorescente roja 



65 
 

[RFP]; proporcionados por Jackson Laboratories) usando kits de depleción celular por 

linaje (Miltenyi Biotech). Se trataron o bien con BIO 1 M o bien con PBS y con 

tamoxifeno 1 M durante 24 h antes del trasplante. 

 

Animales 5 

Ratones R26Yrd1 (ratones que llevan el transgén R26Lox-Stop-Lox-YFP y 

homocigotos para la mutación rd1) [Srinivas et al., BMC Dev Biol 1, 4 (2001)]. 

 

Trasplante 

Se trasplantó un intervalo de 105-106 células en ratones previamente anestesiados 10 

con una inyección intraperitoneal de ketamina: metomidina (80 mg/kg: 1,0 mg/kg, i.p.), 

se levantó cuidadosamente el párpado del ojo, se realizó una pequeña incisión debajo de 

la ora serrata y se inyectaron de 1 a 5 l de una disolución que contenía una suspensión 

de células en PBS en el vítreo o en el espacio subrretiniano. Se mantuvo la capilaridad 

en el ojo durante aproximadamente 3 segundos para evitar el reflujo. 15 

 

Clasificación de híbridos mediante FACS  

Para el análisis de la expresión génica, 24 h tras el trasplante de células se 

aislaron tejidos retinianos de ratón y se disgregaron en tripsina, mediante trituración 

mecánica. Se usó un clasificador celular FACS para aislar las células híbridas positivas 20 

para rojo y para verde. Se extrajo ARN total usando microkits de aislamiento de ARN 

(Qiagen), según el protocolo del fabricante. Se sometió el ARN a transcripción inversa 

con SuperScript III (Invitrogen) y se realizaron reacciones de qRT-PCR usando 

Platinum SYBR green qPCix-UDG (Invitrogen) en una máquina de PCR en tiempo real 

ABI Prism 7000. Todos los experimentos se realizaron por triplicado, y las diferencias 25 

de entrada de ADNc se compensaron mediante normalización con respecto a la 

expresión de GAPDH. Los cebadores usados en el análisis de qRT-PCR se muestran en 

la Tabla 2. 

 

 30 
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Tabla 2 

Cebadores específicos de ratón para qRT-PCR 

Especie/Gen Secuencia 5’-3’ SEQ ID NO: 

Gata1 SuperArray Bioscience Corporation [n.º de 

catálogo PPM24651A-200] 

 

Rodopsina Dir GTAGATGACCGGGTTATAGATGGA 

Inv GCAGAGAAGGAAGTCACCCGC 

1 

2 

RDS Dir CGGGACTGGTTCGAGATTC 

Inv ATCCACGTTGCTCTTGCTGC 

3 

4 

Crx Dir ATCCGCAGAGCGTCCACT 

Inv CCCATACTCAAGTGCCCCTA 

5 

6 

Rx Dir GTTCGGGTCCAGGTATGGTT 

Inv GCGAGGAGGGGAGAATCCTG 

7 

8 

Chx10 Dir ATCCGCAGAGCGTCCACT 

Inv CGGTCACTGGAGGAAACATC 

9 

10 

Nestina Dir TGGAAGTGGCTACA 

Inv TCAGCTTGGGGTCAGG 

11 

12 

Nogina Dir CTTGGATGGCTTACACACCA 

Inv TGTGGTCACAGACCTTCTGC 

13 

14 

Otx2 Dir GAGCTCAGTCGCCACCTCTACT 

Inv CCGCATTGGACGTTAGAAAAG 

15 

16 

[Dir: Directo; Inv: Inverso] 

 

Ensayo TUNEL  5 

Se detectaron núcleos apoptóticos mediante el kit de marcaje de extremos 

cortados terminales por dUTP mediado por TdT (TUNEL, fluoresceína; Roche 

Diagnostics, Monza, Italia) según los protocolos del productor. 

 

Tinción con H&E  10 

En resumen, se tiñeron cortes de tejido con Histo•Perfect™ H&E Staining 

Kit™. (Fabricante: BBC Biochemical) según los protocolos del productor. 
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Tratamiento de muestras 

Se fijaron tejidos mediante inmersión en paraformaldehído al 4% durante la 

noche, y luego se incrustaron en compuesto OCT (Tissue-Tek). Se procesaron cortes en 

serie horizontales de 10 mm de grosor para su análisis. Para la inmunotinción con 

fluoresceína, los anticuerpos primarios usados fueron: anti-nestina (1:300, Abcam), 5 

anti-Otx2 (1:200, Abcam), anti-nogina (1:200, Abcam), anti-Thy1,1 (1:100, Abcam), 

anti-sintaxina (1:50, Sigma), anti-glutamina sintetasa (Sigma, 1:100) anti-anexina V 

(1:200, Abcam) y anti-Ki67 (Sigma, 1,100). Los anticuerpos secundarios usados fueron: 

anticuerpos anti-IgG de ratón y anti-IgG de conejo conjugados con Alexa Fluor 488, 

Alexa Fluor 546 o Alexa Fluor 633 (1:1000; Molecular Probes, Invitrogen). 10 

 

Análisis estadístico  

Se contaron los números de células inmunorreactivas o positivas para YFP 

dentro de tres zonas retinianas diferentes (campo 40×) en cortes individuales. Se 

examinó un total de 10 cortes en serie para cada ojo, de al menos tres ratones diferentes. 15 

Para el análisis estadístico, se expresaron los datos como medias ± EEM, combinados 

de al menos tres experimentos independientes, cada uno llevado a cabo por duplicado. 

 

2. Resultados 

La retinitis pigmentosa es un trastorno de ceguera devastador que surge de 20 

diferentes mutaciones en más de 100 genes conocidos [Wright et al. Nat Rev Genet 11, 

273-284, doi:nrg2717 [pii]10,1038/nrg2717 (2010)]. Los ratones Rd1 llevan una 

mutación recesiva espontánea en el gen de PDE6B que codifica para la subunidad  de 

fosfodiesterasa 3’,5’-cíclica específica de GMP cíclico. Esta mutación de pérdida de 

función da como resultado la acumulación de GMP cíclico y Ca2+ en los bastones, lo 25 

que a su vez conduce a la muerte de células fotorreceptoras [Doonan et al. Invest 

Ophthalmol Vis Sci 46, 3530-3538, doi:46/10/3530 [pii]10,1167/iovs.05-0248 (2005)]. 

Los ratones Rd1 son homocigotos para esta mutación, y representan un modelo grave 

para la progresión rápida de esta enfermedad degenerativa. 

Las HSPCs son células multipotentes que pueden dar lugar a todos los tipos de 30 

células sanguíneas. Además, se ha propuesto que conservan cierta plasticidad con algún 
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grado de potencial regenerativo para tejidos diferentes, incluyendo para el SNC 

[Alvarez-Dolado, M. Front Biosci 12, 1-12 (2007)]. 

Se ha mostrado que la activación de la ruta Wnt/-catenina promueve la 

proliferación y la desdiferenciación de las células de Müller (Müller glía) en diferentes 

modelos de ratón de degeneración retiniana, lo que sugiere una posible contribución de 5 

esta ruta en la modulación de la plasticidad del SNC [Osakada, F. et al. J Neurosci 27, 

4210-4219 (2007)]. De hecho, los inventores notificaron recientemente que la 

activación periódica de la ruta Wnt/-catenina mediante Wnt3a o mediante el inhibidor 

de GSK-3 BIO en células madre embrionarias (ESC) potencia fuertemente la 

reprogramación de células precursoras neuronales tras la fusión celular [Lluis et al. Cell 10 

Stem Cell 3, 493-507 (2008)]. Por tanto, los inventores se preguntaron si la fusión de 

HSPCs con neuronas retinianas junto con una activación transitoria de la ruta Wnt/-

catenina en HSPCs trasplantadas podía ser un mecanismo para la regeneración retiniana 

y la mejora de la visión funcional en ratones rd1. 

Por tanto, los inventores trasplantaron HSPCsCRE/RFP Lin- (aisladas de ratones 15 

donantes que expresaban de manera estable CRE y proteína fluorescente roja [RFP]) 

por vía subretiniana en los ojos de ratones R26Yrd1 de día posnatal 10 (p10) (que 

llevaban el transgén R26Lox-Stop-Lox-YFP y homocigotos para la mutación rd1) y se 

sacrificaron los ratones 24 h después. Se esperaba observar células híbridas dobles 

positivas para RFP y proteína fluorescente amarilla (YFP) en caso de fusión celular 20 

(Figura 1a). De hecho, se observó un número muy alto de híbridos (positivos para 

RFP/YFP) en la capa nuclear externa (ONL) de la retina, y parte de la capa nuclear 

interna (INL) (Figura 2a). 

Los inventores mostraron anteriormente que el inhibidor de GSK-3 BIO no 

aumenta la eficacia de fusión de ESCs con células progenitoras neuronales in vitro 25 

[Lluis et al. (2008) citado anteriormente]. De manera similar, en este caso se observaron 

niveles comparables de híbridos en la ONL cuando los inventores trasplantaron 

HSPCsCRE,RFP pretratadas con BIO durante 24 h (denominadas a continuación en el 

presente documento BIO-HSPCs), para activar la ruta Wnt/-catenina (Figuras 1b y 1c). 

Esto descartó un papel de BIO en la modulación de la eficacia de fusión in vivo. En 30 

cambio, no se observó ningún acontecimiento de fusión tras trasplantes subretinianos en 
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ratones R26Y de tipo natural control en p10 (Figuras 1d y 1e), lo que muestra que el 

daño celular genético desencadena la fusión entre neuronas retinianas y HSPCs. 

Entonces se trasplantaron HSPCsCRE (no positivas para RFP) por vía 

subretiniana en ratones R26Yrd1 para identificar las parejas retinianas de fusión celular. 

Estas HSPCs se fusionaron específicamente con bastones en la ONL (células dobles 5 

positivas para rodopsina/YPF) (Figura 2b) y con células de Müller (células dobles 

positivas para glutamina sintetasa/YFP) (Figura 2c). Sin embargo, nunca se observó la 

fusión entre estas HSPCs y conos (Figura 2d). 

La neurodegeneración en ratones rd1 ya es evidente en p10 ya que los 

fotorreceptores (en primer lugar los bastones, y después, como consecuencia, los conos) 10 

experimentan apoptosis y degeneración; en p20 ya han desaparecido casi 

completamente. Resulta interesante que el número de fotorreceptores apoptóticos 

disminuyó sustancialmente tras el trasplante de BIO-HSPCs, lo que sugirió que la 

muerte celular de bastones ya se retrasaba o se detenía a las 24 h tras el trasplante 

(Figura 2e). Además, en los híbridos positivos para YFP que se derivaban de la fusión 15 

de las BIO-HSPCsCRE,RFP tratadas con BIO con neuronas retinianas (es decir, los BIO-

híbridos), había niveles bajos de apoptosis (20%, de células positivas para YFP totales) 

y una alta tasa de proliferación (16%). En cambio, en los híbridos formados entre 

HSPCsCRE,RFP no tratadas con BIO y neuronas retinianas (es decir, no-BIO-híbridos), 

había altos niveles de muerte celular (75%) y una baja tasa de proliferación (2%) 20 

(Figuras 2f, 2g y Figura 3). 

Para caracterizar los híbridos YFP/RFP, se clasificaron mediante FACS a partir 

de las retinas trasplantadas y se analizaron para determinar la expresión de varios 

marcadores retinianos y neuronales de precursores, mediante análisis de qRT-PCR 

(Figura 2h). Los precursores neuronales nestina, nogina y Otx2 estaban claramente 25 

activados en los BIO-híbridos (híbridos formados con HSPCs tratadas con BIO), con 

una baja activación de los marcadores de precursor de fotorreceptor Crx, Rx y Chx10. 

Además, la rodopsina y la periferina (rds), que se expresan en fotorreceptores 

diferenciados de manera terminal, y GATA-1, un marcador de HSPCs, estaban 

fuertemente regulados por disminución en los BIO-híbridos. En cambio, en los no-BIO-30 

híbridos (híbridos formados con HSPCs no tratadas con BIO), no había reactivación de 

marcadores de células precursoras o silenciamiento de genes de linaje (Figura 2h). 
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Entonces se analizó la expresión de proteínas en cortes. En este caso, los BIO-

híbridos tenían una expresión activada de nestina, nogina y Otx2; en cambio, en los no-

BIO-híbridos, no había casi activación de estos marcadores (Figura 4). Estos datos 

muestran por tanto la inducción de un proceso de desdiferenciación en los BIO-híbridos. 

En conclusión, los BIO-híbridos derivados de la fusión de las HSPCs tratadas 5 

con BIO con neuronas retinianas no entran en apoptosis, sino que en vez de eso 

experimentan proliferación celular y desdiferenciación que reactiva diferentes 

marcadores neuronales de precursores retinianos. En cambio, los híbridos derivados de 

HSPCs no tratadas con BIO no proliferan, y tampoco se desdiferencian; en vez de eso, 

experimentan apoptosis. 10 

A continuación, para investigar si estos BIO-híbridos pueden regenerar el tejido 

retiniano, los inventores realizaron un experimento a lo largo del tiempo. Se 

trasplantaron BIO-HSPCsRFP/CRE y BIO-HSPCsRFP/CRE por vía retiniana en p10 en 

diferentes grupos de ratones R26Yrd1, y se realizaron TUNEL y tinción con H&E en 

cortes retinianos tras 5 (p15), 10 (p20) y 15 (p25) días, y tras 2 meses (p60). Aunque los 15 

fotorreceptores todavía estaban claramente presentes en p15 en cortes retinianos de ojos 

que recibieron trasplante tanto de BIO-HSPC como de no-BIO-HSPC, tal como se 

muestra mediante la estructura normal de la ONL (Figura 5a, 5b y 6a), las viabilidades 

de las neuronas retinianas fueron muy diferentes. En p15, hubo una apoptosis muy 

extendida en la capa fotorreceptora en cortes de los ojos sometidos a trasplante de no-20 

BIO-HSPCs (Figuras 5c y 6a); en cambio, la muerte celular estaba casi ausente en p15 

en la ONL de retinas sometidas a trasplante de BIO-HSPCs (Figuras 5d y 6a). De 

manera notable, en los puntos de tiempo posteriores (p20 y p25), la capa fotorreceptora 

en ojos sometidos a trasplante de BIO-HSPCs mantuvo su estructura normal (Figuras 

5f, 5h y 6a), mientras que los núcleos de bastones y conos estaban ausentes en la ONL 25 

de ojos sometidos a trasplante de no-BIO-HSPCs. En su lugar, se observaron algunas 

capas nucleares aberrantes de células, que expresaban pigmento y que sólo eran 

positivas para el marcador de epitelio pigmentario de la retina, Rpe65 y para RFP 

(Figuras 5e, 5f, 5g, 6a y 6b). 

Finalmente, a los 2 meses tras el trasplante, las retinas de los ratones rd1 30 

sometidos a trasplante de BIO-HSPCs todavía no podían distinguirse de las retinas de 

tipo natural a lo largo de todo el tejido (Figuras 5i, 5j, 5k y 5l), con 10 filas de núcleos 
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fotorreceptores y estructuras de segmentos externo e interno normales. Por otro lado, la 

histología de retinas sometidas a trasplante de no-BIO-HSPCs era comparable a las de 

ojos rd1 no sometidos a trasplante, con capas fotorreceptoras completamente 

degeneradas (Figuras 5m, 5n, 5o y 5p). 

Por tanto, puede concluirse que las BIO-HSPCs trasplantadas conservaron 5 

completamente la capa fotorreceptora en las retinas de ratones rd1 al menos hasta dos 

meses tras su trasplante. Esto sugerirá o bien un bloqueo en el mecanismo de 

degeneración o bien una activación de un proceso de regeneración. En cambio, el 

trasplante de BIO-HSPCs no mejoró el fenotipo de ratón rd1, aunque las células 

trasplantadas conservaran un potencial moderado para transdiferenciarse en células del 10 

epitelio pigmentario de la retina. 

Para investigar la diferenciación de los híbridos a largo plazo, se sometieron 

ratones R26Yrd1 en p10 a trasplante de BIO-HSPCsCRE o no-BIO-HSPCsCRE y se 

analizaron de nuevo dos meses tras el trasplante. En este caso, hubo una capa completa 

de células positivas para YFP en las retinas de ratones rd1 sometidos a trasplante de 15 

BIO-HSPCs (Figura 7a). 

La tinción por inmunofluorescencia mostró que los híbridos de YFP se 

diferenciaron en bastones, pero no en conos, ya que eran positivos para la tinción para 

rodopsina (Figura 7a) pero no para la opsina de conos (Figura 7b). Además no se 

encontraron células híbridas de YPF que también eran positivas para el marcador 20 

glutamina sintetasa de células de Müller o para el marcador CD31 de células 

endoteliales, excluyendo por tanto la diferenciación de los híbridos en células de Müller 

o en vasos retinianos (Figuras 7c y 7d). En cambio, con las células trasplantadas no-

BIO-HSPCs, casi no se encontraron híbridos positivos para YFP dos meses tras su 

trasplante porque los híbridos no sobrevivieron durante este periodo de tiempo (Figura 25 

8a). Por tanto, puede concluirse que los BIO-híbridos se diferencian específicamente en 

bastones, y como consecuencia los conos pueden sobrevivir. En total, la expresión de 

YFP en todos los bastones indica claramente que los híbridos recién formados 

sustituyen a los fotorreceptores mutados rd1, regenerando así el tejido retiniano. 

Para evaluar adicionalmente la diferenciación de híbridos en bastones y para 30 

determinar si este proceso de regeneración mediado por fusión puede mejorar la 

mutación de ratones rd1, se analizó la expresión de PDE6B, que no se expresa en 
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ratones rd1. De manera notable, los bastones dobles positivos para YFP/rodopsina 

también fueron positivos para la expresión de PDE6B, tal como también se confirmó 

mediante inmunotransferencia de tipo Western de extractos totales de retina sometida a 

trasplante (Figura 7g). Estos resultados indican que los BIO-híbridos pueden generar 

bastones de tipo natural, y así pueden regenerar la retina (Figuras 7e, 7f y 8b); dado que 5 

los bastones rd1 no pueden expresar PDE6B de tipo natural, la mutación se 

complementó por el genoma de HSPCs en los híbridos, 

A continuación, para determinar si los bastones regenerados también eran 

electrofisiológicamente funcionales, los inventores realizaron pruebas de 

electrorretinograma con ratones rd1 1 mes tras el trasplante de BIO-HSPCs o no-BIO-10 

HSPCs. Debe observarse que se registraron ondas tanto A como B en condiciones 

escotópicas y fotópicas en 4 ratones de 8 sometidos a trasplante de BIO-HSPCs, con 

una amplitud  del orden de 150 V de promedio (no mostrado) lo que indica que los 

bastones regenerados experimentaron hiperpolarización de la membrana celular en 

respuesta a un estímulo luminoso, y que podían transmitir las señales eléctricas a las 15 

interneuronas, tal como se indica por la respuesta de onda B. La regeneración retiniana 

en análisis histológico confirmó la mejora funcional (no mostrado). Además, se analizó 

la agudeza visual de un grupo de ratones rd1 tratados de entre 2,0 y 2,5 meses de edad 

con la prueba del optómetro. En los ratones rd1 sometidos a trasplante de BIO-HSPCs, 

el número de movimientos de seguimiento con la cabeza, que mide la respuesta 20 

automática de los animales cuando detectan una diana en movimiento [Abdeljalil et al. 

Vision Res 45, 1439-1446, doi:S0042-6989(05)00005-2 [pii]10,1016/j.visres. 

2004,12,015 (2005)] fue significativamente superior al medido en los ratones rd1 no 

sometidos a trasplante y sometidos a trasplante de no-BIO-HSPCs (no mostrado). Esto 

demostró una respuesta visual tras el estímulo en ratones rd1 sometidos a trasplante de 25 

BIO-HSPCs. 

 

3. Discusión  

Se han emprendido algunos intentos para mejorar la función de degeneración 

retiniana usando células madre derivadas de médula ósea (BMSCs). Se ha notificado 30 

que HSPCs Lin- inyectadas por vía intravítrea en ojos de ratones rd1 pueden prevenir la 

degeneración vascular retiniana, un fenotipo de enfermedad secundaria, lo que entonces 
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retrasó la degeneración de conos retinianos. Sin embargo, las retinas sometidas a 

trasplante estaban formadas casi únicamente por conos, y las respuestas de 

electrorretinograma eran intensamente anómalas y comparables con animales no 

tratados [Otani et al. J Clin Invest 114, 765-774, doi:10,1172/JCI21686 (2004)]. 

Investigaciones adicionales referentes a los mecanismos de función retiniana mejorada 5 

tras el trasplante de BMSCs se han basado en el papel de BMSCs para promover un 

aumento de angiogénesis, o una disminución de inflamación, o incluso efectos 

antiapoptóticos, lo que puede retrasar la degeneración retiniana y por tanto ser 

beneficioso debido a una progresión ralentizada de la enfermedad. Además, se ha 

mostrado la transdiferenciación de BMSCs trasplantadas en epitelio pigmentario de la 10 

retina, lo que puede sustentar la supervivencia de fotorreceptores, en modelos de ratón 

de lesión ocular aguda [Siqueira et al. Arq Bras Oftalmol 73, 474-479, doi:S0004-

27492010000500019 [pii] (2010)]. Sin embargo, todos estos enfoques siguen estando 

lejos de ser terapéuticamente eficaces ya que no se ha visto que mejoren 

significativamente la regeneración de tejido retiniano. 15 

Además, se ha notificado que BMSCs trasplantadas de manera sistémica se 

fusionan con células residentes en diferentes tejidos, tales como corazón, músculo 

esquelético, hígado y cerebro [Terada et al. Nature 416, 542-545 (2002); Alvarez-

Dolado et al. Nature 425, 968-973 (2003); Piquer-Gil et al. J Cereb Blood Flow Metab 

29, 480-485 (2009)]. Sin embargo, se considera que estos acontecimientos de fusión son 20 

muy poco frecuentes, lo que naturalmente fomenta cierto escepticismo en cuanto a su 

relevancia fisiológica [Wurmser & Gage. Nature 416, 485-487 (2002)]. En este caso, 

los inventores han demostrado claramente que si no se activa la ruta de señalización 

Wnt/-catenina, los híbridos experimentan apoptosis y por tanto no pueden detectarse 

en fases tardías. La mayoría de estas HSPCs trasplantadas no se fusionan, y en vez de 25 

eso mueren; sin embargo, algunas pueden transdiferenciarse en células del epitelio 

pigmentario de la retina, que son de origen mesenquimatoso. Esta transdiferenciación 

puede proporcionar cierta ralentización de la degeneración, pero no puede mejorar el 

fenotipo. 

En cambio, la activación de la ruta de señalización Wnt/-catenina induce el 30 

genoma de HSPCs en los híbridos para activar el gen de PDE6B; en este estado se 

instruyó a los propios híbridos que se diferenciaran en bastones, pasando por un estado 
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desdiferenciado transitorio. No pudieron detectarse heterocariones, aunque no puede 

descartarse formalmente que hubiera algunos presentes. Sin embargo, los 

fotorreceptores regenerados coexpresaron PDE6B y YFP, lo que indicó que los 

genomas de las neuronas retinianas y de las HSPCs trasplantadas se mezclaron en las 

mismas células. Queda por determinar si una reducción de la mitosis o un mecanismo 5 

de mitosis multipolar tal como se notificó anteriormente durante la regeneración 

hepática puede reducir la ploidía de los fotorreceptores regenerados, o si se toleran 

copias de genomas dobles en los bastones recién formados, lo que finalmente conserva 

la degeneración de conos. De hecho, se han identificado neuronas tetraploides en 

cerebro de ratón y de ser humano [Wurmser & Gage citado anteriormente]. 10 

Se han emprendido diversos intentos de terapia génica para tratar mutaciones 

individuales de retinitis pigmentosa; sin embargo, un enfoque de terapia celular 

independiente de la mutación puede ser mucho más eficaz y práctico que crear terapias 

génicas individuales para tratar cada mutación génica individual. Estos datos 

proporcionan una auténtica esperanza para el tratamiento de pacientes con retinitis 15 

pigmentosa así como enfermedades de degeneración retiniana adicionales. 

 

EJEMPLO 2 

La señalización de Wnt/-catenina desencadena la reprogramación de neuronas en 

la retina de ratón  20 

Este ejemplo se realizó para analizar si puede inducirse la reprogramación de 

células somáticas en tejidos en mamíferos. Los resultados obtenidos muestran que tras 

la activación de la ruta de señalización Wnt/-catenina, las neuronas retinianas de ratón 

pueden reprogramarse transitoriamente in vivo de vuelta a un estado precursor tras la 

fusión espontánea con células madre hematopoyéticas y progenitoras (HSPCs) 25 

trasplantadas. Además, se ha mostrado que el daño retiniano es esencial para la 

formación de híbridos celulares in vivo. Los híbridos recién formados reactivan 

marcadores de precursores neuronales, Oct4 y nanog; además, pueden proliferar. Los 

híbridos se limitan pronto a la diferenciación a lo largo de un linaje neuroectodérmico, y 

finalmente en neuronas diferenciadas de manera terminal, que pueden regenerar el 30 

tejido retiniano dañado. Tras el daño retiniano y la inducción de la ruta de señalización 

Wnt/-catenina en el ojo, también se produce reprogramación mediada por fusión 
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celular tras la movilización endógena de células de la médula ósea en los ojos. Estos 

datos muestran que la reprogramación in vivo de neuronas retinianas diferenciadas de 

manera terminal es un mecanismo posible de regeneración tisular. 

 

1. Procedimientos experimentales  5 

 

Tratamientos y cuidado de los animales  

Todos los procedimientos con ratones se realizaron según la declaración de 

ARVO para el uso de animales en la investigación oftálmica y de la visión, y con las 

directrices institucionales para la investigación con animales. Todos los animales se 10 

mantuvieron en un ciclo de 12 h de luz/oscuridad, con acceso a comida y agua a 

voluntad. 

 

Daño retiniano y tratamiento con BrdU  

Se anestesiaron ratones de 3 meses de edad mediante inyección de ketamina: 15 

metomidina (80 mg/kg: 1,0 mg/kg, intraperitoneal (i.p.)). Para inducir el daño retiniano, 

se trataron los animales por vía intravítrea con 2 l de N-metil-D-aspartato 20 mM 

(NMDA) (total de 40 nmol; Sigma) durante 24 h [Timmers et al., Mol Vis 7, 131-137 

(2001)]. Los ojos de control recibieron 2 l de PBS. Para los ensayos de incorporación 

de BrdU, los ratones recibieron una administración de BrdU intraperitoneal (i.p.) de 20 

50 mg/kg de peso corporal. 

 

Preparación de células madre y trasplante 

Se aislaron células madre retinianas y progenitoras (RSPCs) del margen ciliar de 

ratones Cre adultos tal como se describió anteriormente [Sanges et al., Proc Natl Acad 25 

Sci USA 103, 17366-17371 (2006)]. Se aislaron HSPCs de linaje negativo (HSPCs Lin-

) a partir de BM total de ratones Cre, Cre-RFP o R26Y usando kits de depleción celular 

por linaje (Miltenyi Biotech). Se adquirieron HSPCs CD34+ humanas de StemCell 

Technologies. Se pretrataron las células con tamoxifeno 1 M durante 24 h para inducir 

la traslocación nuclear de Cre recombinasa, y se marcaron con Vybrant DiD (5 l/ml) 30 

(Invitrogen) antes del trasplante, si era necesario. 
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Para obtener ESCsCre, se sometieron 5 ×106 ESCs a electroporesis con el vector 

que llevaba Cre recombinasa (CAGG-Cre), usando kits de nucleofactor de ES (Amaxa). 

Se dejaron las células madre (SC) sin tratar o se pretrataron con 100 ng/ml de 

Wnt3a o BIO 1 M, durante 24 h, y finalmente se inyectaron 5 ×105 células por vía 

intravítrea en los ojos de los ratones anestesiados. Se sacrificaron los ratones mediante 5 

dislocación cervical, y se extirparon los glóbulos oculares para análisis histológicos. 

 

Aislamiento de híbridos para expresión génica y análisis de tetraploides  

Veinticuatro horas tras el trasplante celular se aisló el tejido retiniano de ratones 

tratados y se disgregó en tripsina mediante trituración mecánica. 10 

Para analizar el contenido en tetraploides de los híbridos, se sedimentaron las 

células, se lavaron dos veces con 1x PBS y se fijaron durante 2 h en hielo con etanol al 

70%. Tras la fijación, se lavaron las células dos veces con 1x PBS y se incubaron con 

25 g/ml de yoduro de propidio y 25 g/ml de ARNasa A (Sigma-Aldrich) durante 

30 minutos a temperatura ambiente. Se analizaron muestras mediante citometría de flujo 15 

en un instrumento FACSCanto (Becton Dickinson). Se realizó una discriminación de 

dobletes actuando sobre el ancho de pulso frente a área de pulso del canal de PI. Se 

analizaron muestras con el software FlowJo (Tree Star, Inc). 

Para el análisis de la expresión génica, se usó una máquina de clasificación BD 

FACSAria II (Becton Dickinson) para aislar las células híbridas positivas para rojo y 20 

para verde. Se extrajo ARN total usando microkits de aislamiento de ARN (Qiagen), 

según el protocolo del fabricante. Se sometió el ARN eluído a transcripción inversa con 

SuperScript III (Invitrogen) y se realizaron reacciones de qRT-PCR usando Platinum 

SYBR green qPCix-UDG (Invitrogen) en una máquina de PCR en tiempo real ABI 

Prism 7000, según las recomendaciones del fabricante. Los oligómeros específicos de la 25 

especie usados se indican en la Tabla 3. Todos los experimentos se realizaron por 

triplicado, y las diferencias de entrada de ADNc se “compensaron” normalizando con 

respecto a la expresión de GAPDH. 

 

30 
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Tabla 3 

Cebadores específicos de ser humano y de ratón para qRT-PCR 

Cebadores específicos de ser humano para qRT-PCR 

Especie/Gen Secuencia 5’-3’ SEQ ID NO: 

hOct4 Dir TCGAGAACCGAGTGAGAGGC 

Inv CACACTCGGACCACATCCTTC 

17 

18 

hnanog Dir CCAACATCCTGAACCTCAGCTAC 

Inv GCCTTCTGCGTCACACCATT 

19 

20 

hnestina Dir TGTGGCCCAGAGGCTTCTC 

Inv CAGGGCTGGTGAGCTTGG 

21 

22 

hOtx2 Dir ACCCCTCCGTGGGCTACCC 

Inv CAGTGCCACCTCCTCAGGC 

23 

24 

hnogina Dir AGCACGAGCGCTTACTGAAG 

Inv AAGCTGCGGAGGAAGTTACA 

25 

26 

hCD34 Dir GTTGTCAAGACTCATGAACCCA 

Inv ACTCGGTGCGTCTCTCTAGG 

27 

28 

 

Cebadores específicos de ratón para qRT-PCR 5 

Especie/Gen Secuencia 5’-3’ SEQ ID NO: 

mOct4 Dir CGTGGAGACTTTGCAGCCTG 

Inv GCTTGGCAAACTGTTCTAGCTCCT 

29 

30 

mnanog Dir GCGCATTTTAGCACCCCACA 

Inv GTTCTAAGTCCTAGGTTTGC 

31 

32 

mnestina Dir TGGAAGTGGCTACA 

Inv TCAGCTTGGGGTCAGG 

11 

12 

mOtx2 Dir GAGCTCAGTCGCCACCTCTACT 

Inv CCGCATTGGACGTTAGAAAAG 

15 

16 

mnogina Dir CTTGGATGGCTTACACACCA 

Inv TGTGGTCACAGACCTTCTGC 

13 

14 

mCD34 Dir CTGGTACTTCCAGGGATGCT 

Inv TGGGTAGCTCTCTGCCTGAT 

33 

34 

[Dir: Directo; Inv: Inverso] 
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Se adquirieron cebadores de Gata1 en SuperArray Bioscience Corporation [número de 

catálogo PPM24651A-200] 

 

Remplazo de médula ósea (BM)  

Se realizó un trasplante de BM tal como se notificó anteriormente con pequeñas 5 

modificaciones. Se reconstituyó la BM de ratones receptores R26Y o nestina-Cre de 4 a 

6 semanas de edad con células de BM de las tibias y los fémures de ratones transgénicos 

RFP/CRE o R26Y respectivamente. Se inyectaron células de BM (1x107 células) por 

vía intravenosa en los receptores 3 horas tras la irradiación con rayos  (9 Gy). Se 

protegieron los ojos de los receptores con pantallas de plomo para evitar daño inducido 10 

por radiación (retinopatía por radiación). Cuatro semanas tras el trasplante, se extrajo la 

sangre periférica de ratones quiméricos de la vena de la cola, y se evaluó la BM 

reconstituida. 

 

Fijación, corte e inmunohistoquímica 15 

Se fijaron los tejidos mediante inmersión en paraformaldehído al 4% durante la 

noche, y después se incrustaron en compuesto de OCT (Tissue-Tek). Se procesaron 

cortes en serie horizontales de 10 m de grosor para la inmunohistoquímica, y se realizó 

la visualización de fluorescencia de nanog-GFP y Rosa26-YFP mediante microscopía 

fluorescente. 20 

Para la inmunotinción con fluoresceína, los anticuerpos primarios usados fueron: 

anti-nanog (1:200, R&D), anti-Oct4 (1:100, AbCam), anti-nestina (1:300, Abcam), anti-

GATA4 (1:500, Abcam), anti-Otx2 (1:200, Abcam), anti-nogina (1:200, Abcam), anti-

Hand1 (1:400, Abcam), anti-Tuj-1 (1:100, Abcam), anti-Thy1,1 (1:100, Abcam), anti-

sintaxina (1:50, Sigma), anti-glutamina sintetasa (Sigma, 1:100) anti-anexina V (1:200, 25 

Abcam), anti-Ki67 (Sigma, 1,100) y anti-BrdU (1:300, Sigma). Los anticuerpos 

secundarios usados fueron: anticuerpos anti-IgG de ratón y anti-IgG de conejo 

conjugados con Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 546 o Alexa Fluor 633 (1:1000; 

Molecular Probes, Invitrogen). 

Se evaluaron los porcentajes de células positivas para GFP y YFP mediante 30 

contratinción de los cortes de tejido con DAPI (Vectashield, Vector Laboratories, 
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Burlingame, CA, EE.UU.), y se fotografiaron usando o bien un microscopio Axioplan 

(Zeiss) o bien un sistema de microscopio confocal por láser Leica. 

 

Cultivo in vitro de híbridos reprogramados 

Se inyectaron ESCs o HSPCs tratadas con BIO o no tratadas con BIO en los ojos 5 

de ratones nanog-GFP-puro dañados por NMDA. Veinticuatro horas tras el trasplante, 

se aisló el tejido retiniano y se trató con tripsina durante 30 min a 37ºC. Entonces se 

resuspendieron las células como suspensiones de una única célula en medios de cultivo 

de ES usando una pipeta Pasteur de orificio tratado con fuego, y se sembraron sobre 

placas recubiertas con gelatina a una concentración de 3 ×105 células/9,6 cm2. Para 10 

seleccionar los clones reprogramados, se añadió puromicina al medio de cultivo tras 

72 h. Se contaron clones positivos para GFP y se fotografiaron tras un mes de cultivo. 

Se tiñeron los clones con fosfatasa alcalina (AP) tras 1 mes de cultivo, tal como se 

describió anteriormente [Lluis et al., Cell Stem Cell 3, 493-507 (2008)]. 

 15 

Preparación de nervios ópticos y retinas en montaje plano, y recuento de células 

ganglionares 

Se prepararon montajes planos de retina tal como se describió anteriormente. En 

resumen, se practicaron hemisecciones en ojos a lo largo de ora serrata, y se separaron 

las retinas del epitelio pigmentario y se montaron con el lado de células ganglionares 20 

hacia arriba, en Isopore 3 mm (Millipore). Entonces se fijaron las retinas en 

paraformaldehído al 4% durante 20 min., se lavaron con solución salina tamponada con 

fosfato, y se trataron para inmunotinción tal como se describió anteriormente. Se 

disecaron los nervios ópticos de los ojos y se montaron directamente en cortes usando 

Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). 25 

Se contaron las células totales en la capa de células ganglionares tal como se 

describió anteriormente (Jakobs et al., (2005). J Cell Biol 171:313-315) con pequeñas 

modificaciones. Se contratiñeron las retinas en montaje plano con DAPI y se tomaron 

fotos de estudio a 20X en un microscopio confocal (Leica SP5) centrándose en la GCL. 

Cubrir la totalidad de la retina requirió aproximadamente 80 imágenes. Se contaron los 30 

núcleos celulares usando el software Fiji y se representaron gráficamente como 

células/milímetro2. Se obtuvo un mapa de densidad bidimensional mediante una rutina 
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escrita en Matlab y se ensamblaron fotografías de la totalidad de la retina en montaje a 

partir de fotografías individuales en Photoshop 9. 

 

 

 5 

 

Análisis estadístico  

Se contaron los números de células inmunorreactivas o positivas para nanog-

GFP e YFP dentro de tres zonas retinianas diferentes (campo 40×) en cortes 

individuales. Se examinó un total de diez cortes en serie para cada ojo, de al menos tres 10 

ratones diferentes. Para el análisis estadístico, se expresaron los datos como medias ± 

EEM, combinados de al menos tres experimentos independientes, cada uno llevado a 

cabo por duplicado. Los experimentos se realizaron usando al menos tres ratones 

diferentes. Se examinaron las diferencias usando la prueba de la t de Student para datos 

independientes. 15 

 

2. Resultados 

 

La lesión inducida por NMDA desencadena la fusión entre neuronas retinianas y 

células madre 20 

Aunque puede inducirse la reprogramación de células somáticas mediada por 

fusión celular en cultivo, quedaba por observar si pueden reprogramarse células 

diferenciadas de manera terminal mediante fusión celular dentro de tejidos de 

vertebrados adultos. 

Por tanto, los inventores determinaron en primer lugar si las SPC podían 25 

fusionarse con neuronas retinianas in vivo. Para ello, los inventores usaron ratones 

transgénicos que llevaban YFP flanqueada por sitios de loxP bajo el control del 

promotor Rosa26 expresado de manera ubicua como receptores (es decir con un alelo 

LoxP-STOP-LoxP-YFP [R26Y]) [Srinivas et al., BMC Dev Biol 1, 4 (2001)]. Se 

trasplantaron diferentes SPC que expresaban de manera estable Cre recombinasa y 30 

marcadas en rojo en los ojos de ratones receptores mediante inyección intravítrea 

(5×105 células/ojo). Específicamente, los inventores usaron HSPCsCre/RFP de linaje 
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negativo (Lin-) aisladas de ratones donantes transgénicos dobles para CRE-RFP, 

RSPCsCre marcadas con tinte 1,1’-dioctadecil-3,3,3’,3’-tetrametilindodicarbocianina 

(DiD) aisladas del margen ciliar de ojos de ratones transgénicos Cre [Sanges et al., Proc 

Natl Acad Sci USA 103, 17366-17371 (2006)] y ESCsCre marcadas con DiD generadas 

por los inventores. Se sacrificaron los ratones en diferentes momentos tras la inyección 5 

de SPC. Si se había producido fusión celular entre las SPCCre inyectadas y las neuronas 

retinianas LoxP-STOP-LoxP-YFP (R26Y), podía esperarse detectar expresión de YFP 

en cortes retinianos, debido a la escisión del codón de terminación por Cre (Figura 9A). 

En primer lugar, los inventores sometieron a prueba si el daño de tejido retiniano 

provocado por inyecciones intravítreas de NMDA en ratones R26Y podía inducir fusión 10 

celular. NMDA provocó apoptosis de neuronas en la INL y la GCL de la retina (Figuras 

10A y 10B), tal como se mostró anteriormente [Osakada et al., J Neurosci 27, 4210-

4219 (2007)]; sin embargo, NMDA no potenció la expresión estocástica del transgén de 

YFP en estos ratones R26Y (Figura 10C). Entonces, los inventores indujeron daño por 

NMDA en el ojo derecho de ratones R26Y y dejaron el ojo contralateral sin dañar como 15 

control; 24 h después se trasplantaron HSPCsCre/RFP en ambos ojos. Finalmente se 

sacrificaron los ratones 24, 48 ó 72 h tras el trasplante (Figura 9A). 

Ya 24 h tras el trasplante, hasta el 70% de las HSPCsCre/RFP inyectadas que se 

detectaron en el campo óptico se habían fusionado con células de la retina, dando por 

tanto lugar a híbridos positivos para YFP (Figuras 9B, 9D y 10D). Resulta interesante 20 

que las células trasplantadas se integraron en el tejido retiniano y atravesaron la GCL, 

alcanzando incluso la INL (Figura 9B, NMDA). En cambio, no hubo híbridos positivos 

para YFP en los ojos controlaterales, no dañados; además, las HSPCsCre/RFP 

trasplantadas permanecieron en el límite de la GCL y no se integraron en el tejido 

retiniano (Figuras 9C y 9D, sin NMDA). Se observaron resultados similares en cortes 25 

retinianos de ratones sacrificados 48 y 72 h tras el trasplante (Figura 9D). También se 

analizó la presencia de células tetraploides mediante citometría de flujo. Núcleos con 

contenido de ADN de 4C eran claramente evidentes en los híbridos presentes en las 

retinas de ratones R26Y sometidos a trasplante de HSPCsCre/RFP (Figura 10C). 

Estos datos demostraron que la lesión era necesaria para inducir la migración de 30 

HSPCs trasplantadas al interior del tejido retiniano y su fusión con neuronas retinianas. 
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La localización de los híbridos (células positivas para YFP) en el tejido retiniano 

sugirió que las células trasplantadas se fusionaban con células ganglionares (que 

localizan sus núcleos en la GCL) y células amacrinas (que se localizan a través de la 

INL y la capa plaxiforme interna (IPL)) (Figura 10A); debe observarse que éstas son las 

células de la retina específicamente dañada tras el tratamiento con NMDA [Osakada et 5 

al. (2007), citado anteriormente]. Por tanto, para confirmar cuál de las células de la 

retina se fusionaba con las HSPCs, los inventores analizaron la expresión de diferentes 

marcadores de células de la retina en los híbridos positivos para YFP 12 h tras el 

trasplante de HSPCsCre/RFP Lin- en ojos R26Y dañados por NMDA. Los híbridos YFP 

eran o bien positivos para el marcador de células ganglionares thy1,1 en la GCL (Figura 10 

9E), o bien para el marcador de células amacrinas sintaxina en la IPL (Figura 9F). No se 

observó colocalización con el marcador de células de Müller glutamina sintetasa (Figura 

9G). El 60% de los híbridos positivos para YFP fueron positivos para thy1,1, mientras 

que el 22% fueron positivos para sintaxina (Figuras 10F y 10F), lo que indica que la 

mayoría de los híbridos se formaron entre células ganglionares y HSPCs, con alguna 15 

fusión con células amacrinas. En el 18% restante de los híbridos positivos para YFP, las 

parejas de fusión no estaban claras; de hecho, también podría haber habido regulación 

por disminución de thy1,1 y/o sintaxina en los híbridos recién formados. 

A continuación los inventores realizaron experimentos similares inyectando 

ESCsCre marcadas con DiD y DiD-RSPCsCre en ojos no dañados y dañados por NMDA 20 

de los ratones R26Y. Con ambos tipos de células, hasta el 70% de las células inyectadas 

detectadas en el campo óptico se fusionaron con neuronas retinianas (Figuras 11A, 11B 

y 10D). Estas células también se fusionaron con células ganglionares y células 

amacrinas de la retina tal como se demuestra mediante la localización de la señal de 

YFP en la GCL y la IPL y mediante la colocalización de las señales de YFP y de thy1,1 25 

o sintaxina (Figuras 11A, 11B y datos no mostrados). 

Para confirmar adicionalmente que las SPC inyectadas realmente se fusionan 

con neuronas retinianas pos-mitóticas, se analizó el potencial proliferativo de células de 

la retina antes del acontecimiento de fusión. Los inventores inyectaron simultáneamente 

análogo de timidina 5’-bromo-2’-desoxiuridina (BrdU) por vía intraperitoneal y NMDA 30 

en los ojos de ratones R26Y; después, tras 24 h se inyectaron ESCsCre y, finalmente, se 

sacrificaron los ratones 24 h tras este trasplante. No se observaron células positivas para 
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BrdU (flechas rojas) que también fueran positivas para YFP (flechas verdes), 

excluyendo por tanto la fusión de ESCs con células proliferantes (Figura 11C). Las 

células positivas para BrdU encontradas junto a la GCL (Figura 11C, flechas rojas) eran 

probablemente células de la microglia que se habían incluido en la retina tras el daño 

[Davies et al., Mol Vis 12, 467-477]. 5 

En conjunto, estos datos demuestran que las HSPCs, ESCs y RSPCs pueden 

fusionarse espontáneamente con neuronas retinianas in vivo tras el daño celular. 

 

La ruta de señalización Wnt/-catenina desencadena la reprogramación de 

neuronas retinianas in vivo 10 

La ruta de señalización Wnt/-catenina se activa tras el daño por NMDA dando 

como resultado un aumento de la expresión de -catenina, que se acumula en las células 

(véase la Figura 12A y Osakada et al. (2007) citado anteriormente). Por tanto, los 

inventores sometieron a prueba si la activación endógena de la ruta Wnt/-catenina 

podía mediar la reprogramación tras la fusión celular in vivo. 15 

Para esto, se usaron dos modelos de ratón diferentes como ratones receptores: 

ratones nestina-CRE (ratones transgénicos que expresaban el gen de la Cre recombinasa 

bajo el control del promotor de nestina en precursores neuronales) [Tronche et al., Nat 

Genet 23, 99-103 (1999); Okita et al., Nature 448, 313-317 (2007)] y nanog-GFP-Puro 

(ratones transgénicos que expresaban genes de GFP-puromicina bajo el control del 20 

promotor de nanog en el embrión [Okita et al., Nature 448, 313-317 (2007)], lo que 

permitió investigar la reprogramación en los estados de precursor neuronal y 

embrionario, respectivamente. Se inyectaron HSPCsR26Y marcadas con DiD y HSPCsRFP 

en los ojos de los ratones nestina-CRE y nanog-GFP-puro, respectivamente. Se inyectó 

NMDA por vía intravítrea en un ojo de un grupo de ratones, mientras que el ojo 25 

contralateral permaneció sin dañarse como control. Resulta importante en este caso que 

no se detectó ninguna expresión del transgén de nanog-GFP (Figura 12C) o nestina-Cre 

(datos no mostrados) tras el tratamiento con NMDA en las células ganglionares y 

amacrinas. Tras 24 h, se inyectaron HSPCs tanto en los ojos no tratados como en los 

tratados con NMDA, y se sacrificaron los ratones tras 24 h adicionales. En el caso de 30 

reprogramación de las neuronas retinianas, en estos modelos de ratón podía esperarse 

encontrar células dobles positivas para rojo/verde (Figura 13A y Figura 12B). No se 
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observaron células positivas para verde tras la inyección de HSPCs en los ojos no 

dañados (Figuras 13B, 13C, 13D y 13E, sin NMDA). En cambio, aproximadamente el 

30% y el 20% de las células rojas totales también eran verdes cuando se inyectaron 

HSPCs en los ojos dañados por NMDA de ratones nestina-CRE y nanog-GFP-puro, 

respectivamente (Figuras 13B, 13C, 13D y 13E, NMDA; y 10C), lo que indica que 5 

hasta el 30% de los híbridos estaban realmente reprogramados, ya que habían reactivado 

los promotores de nanog y nestina en el genoma de la neurona. 

Para evaluar el papel de la activación de la ruta de señalización Wnt/-catenina 

endógena en la reprogramación de neuronas retinianas, en ambos de estos modelos de 

ratón, también se inyectó DKK1 inmediatamente tras la inyección de NMDA; DKK1 es 10 

un inhibidor de la ruta Wnt/-catenina [Osakada et al. (2007) citado anteriormente, 

Figura 12A]. Se trasplantaron HSPCs tras 24 h, y se sacrificaron los ratones 24 h 

después. Las inyecciones de DKK1 bloquearon casi completamente la reprogramación 

de los híbridos de neurona–HSPCs (Figuras 13B, 13C y 13D, NMDA+DKK1), lo que 

demostró que la activación endógena y dependiente del daño de la ruta Wnt/-catenina 15 

desencadena la reprogramación de neuronas retinianas tras su fusión con HSPCs. 

A continuación, los inventores trataron de analizar si la reprogramación de 

neuronas retinianas aumentaba tras el trasplante de HSPCs en las que se había activado 

previamente la ruta de señalización Wnt/-catenina mediante el inhibidor de GSK-3 

BIO o mediante tratamiento con Wnt3a antes de la inyección (Figuras 12D, 12E y 12F). 20 

Sorprendentemente, 24 h tras el trasplante de HSPCs pretratadas con BIO o pretratadas 

con Wnt3a en ojos dañados por NMDA de los ratones nestina-CRE y nanog-GFP, hubo 

un sorprendente aumento en el número de híbridos reprogramados (positivos para 

verde) con respecto a los observados en ojos dañados por NMDA que recibieron HSPCs 

sin tratar (Figuras 13B y 13E; NMDA+BIO, NMDA+Wnt3a). También se observaron 25 

resultados similares en ratones sacrificados 48 h y 72 h tras el trasplante celular (datos 

no mostrados). Debe observarse que tras la inyección de HSPCs tratadas con BIO en 

ojos no dañados, no se expresaron los transgenes ni de nanog-GFP-puro (Figura 12G) ni 

de nestina-CRE (datos no mostrados), confirmando que el daño tisular es necesario para 

la reprogramación de neuronas retinianas mediada por fusión celular espontánea. 30 

Para evaluar la eficacia de esta reprogramación in vivo, los inventores contaron 

las células reprogramadas positivas para verde con respecto a la población total de 
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HSPCs rojas detectadas en el campo óptico (Figura 10C). En las retinas dañadas, hasta 

el 65% de HSPCs tanto pretratadas con BIO como pretratadas con Wnt3a 

reprogramaron las neuronas retinianas tras la fusión, conduciendo a la formación de 

híbridos de HSPC-neurona dobles positivos en ambos de estos modelos de ratón 

(Figuras 13C y 13D). 5 

Dado que era sorprendente observar la reprogramación en el estado embrionario 

tras la fusión de HSPCs con neuronas diferenciadas de manera terminal, se investigó la 

activación del transgén de nanog-GFP tras el trasplante de ESCs y RSPCs en ojos 

lesionados por NMDA. 

Tal como podía esperarse, en el caso del trasplante de ESCs, también se observó 10 

la reprogramación de las neuronas retinianas, que también dependía de la activación de 

la ruta de señalización Wnt/-catenina endógena. Las células positivas para GFP 

también aumentaron sorprendentemente cuando se pretrataron las ESCs con BIO o con 

Wnt3a antes de trasplantarse (Figura 14A). Para confirmar la reprogramación de 

híbridos de ESC-neurona retiniana, los inventores cultivaron híbridos positivos para 15 

GFP clasificados mediante FACS a partir de retinas dañadas por NMDA de ratones 

nanog-GFP-puro sometidos a trasplante de ESCs tratadas con BIO o no tratadas. Se 

hicieron crecer colonias positivas para GFP reprogramadas en cultivo y también fueron 

resistentes a la selección con puromicina y positivas a la tinción con fosfatasa alcalina 

(AP) (Figura 14B). 20 

En cambio, no se observaron acontecimientos de reprogramación tras la 

inyección de RSPCs en los ojos lesionados por NMDA de los ratones nanog-GFP, 

incluso en el caso de pretratamiento con BIO de RSPCs trasplantadas (Figura 14C). 

Resulta interesante que sólo se observaron unas pocas células positivas para YFP tras el 

trasplante de RSPCsR26Y tratadas con BIO en ojos dañados por NMDA de ratones 25 

nestina-CRE (no mostrados). 

Finalmente, también se descartó un efecto de BIO en la potenciación de 

acontecimientos de fusión in vivo. El pretratamiento con BIO no potenció la eficacia de 

fusión de las HSPCs, ESCs o RSPCs inyectadas en los ojos dañados por NMDA de los 

ratones R26Y (Figura 14D). 30 

En conclusión, en este caso se ha mostrado que la activación de la ruta de 

señalización Wnt/-catenina desencadena la reprogramación de neuronas retinianas de 
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vuelta a un estado de precursor embrionario/neuronal, y que esto se produce tras la 

fusión célula-célula dependiente del daño de HSPCs y ESCs, pero no de RSPCs. 

Para caracterizar mejor los híbridos reprogramados, además de considerar la 

reactivación de transgenes de nestina-CRE y nanog-GFP, se analizó el perfil de 

expresión de genes precursores y embrionarios in vivo en los híbridos recién formados. 5 

Entonces se inyectaron HSPCsCre/RFP tratadas con BIO (BIO-HSPCsCre/RFP) o no tratadas 

(no-BIO-HSPCsCre/RFP) en ojos dañados por NMDA de ratones R26Y, y 24 h después se 

clasificaron las células híbridas de las retinas mediante FACS. Se analizó la expresión 

de marcadores mediante PCR en tiempo real. En los BIO-híbridos (híbridos formados 

con HSPCs tratadas con BIO) Oct4, nanog, nestina, nogina y Otx2 estaban regulados 10 

por incremento (Figura 15A); de hecho, no se detectó expresión de estos genes en las 

retinas lesionadas por NMDA no sometidas a trasplante, ni en las HSPCs, con la 

excepción de nanog en las HSPCs (Figuras 16A y 16B). En cambio, Gata1, que es un 

gen específico de HSPCs, estaba regulado por disminución en los BIO-híbridos (Figura 

15A). Ninguno de los marcadores de precursores volvieron a expresarse (o se 15 

expresaron escasamente en el caso de nanog y nestina) en no-BIO-híbridos, en los que 

la expresión de Gata1 era comparable a la observada en las HSPCs (Figura 15A y 

Figura 16B). 

También se confirmó la expresión de proteínas Oct4, nanog y nestina en los 

BIO-híbridos mediante sus señales de inmunotinción fusionadas con los híbridos 20 

positivos para YFP en cortes (Figura 15B). 

Sin embargo, para demostrar claramente que la nueva expresión de marcadores 

embrionarios y de progenitores resultaba de la reprogramación del genoma de la 

neurona y no del genoma de las HSPCs inyectadas, se analizaron híbridos entre 

especies. Para esto, los inventores trasplantaron HSPCs humanas CD34+ marcadas con 25 

DiD y tratadas con BIO en ojos dañados de ratones nanog-GFP. Se confirmó la 

reprogramación de las neuronas retinianas en cortes tras la fusión de las HSPCs 

humanas (Figura 16C). Resulta interesante que todos de Oct4, nanog, nestina, nogina y 

Otx2 se expresaron (según se analizó con oligonucleótidos específicos de ratón; véase la 

Tabla 3) a partir del genoma de neuronas de ratón reprogramadas en los híbridos 30 

clasificados (Figura 15C). Además, en el genoma humano, la expresión de Oct4, 
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nestina, Otx2 y nogina estaba activada, mientras que CD34 estaba regulado por 

disminución (Figura 15D). 

En conjunto, puede concluirse que la reprogramación, mediada por fusión con 

HSPCs, de neuronas retinianas, controlada por la ruta de señalización Wnt/-catenina, 

puede producirse in vivo. 5 

 

Las neuronas reprogramadas pueden proliferar y diferenciarse in vivo 

A continuación se investigó el potencial proliferativo de las neuronas 

reprogramadas. Por tanto, se inyectaron HSPCsCre tratadas con BIO y no tratadas en los 

ojos dañados por NMDA de un grupo de ratones R26Y y se analizaron cortes retinianos 10 

24 h después. 

Sorprendentemente, el 8% de los híbridos reprogramados positivos para YFP 

(tras la inyección de HSPCsCre tratadas con BIO) experimentaron proliferación (Figuras 

15E y 15G, doble positivo para Ki67/YFP); estas células no estaban limitadas a un 

destino apoptótico, ya que sólo aproximadamente el 5% de los híbridos eran positivos 15 

para la tinción con anexina-V (Figuras 15F y 15H). Por el contrario, la inyección de 

HSPCsCRE no tratadas con BIO condujo a la formación de híbridos no proliferativos 

(Figuras 15E y 15I; negativos para la tinción con Ki67) que experimentaron apoptosis, 

ya que hasta el 30% de los híbridos positivos para YFP eran positivos para la tinción 

con anexina-V (Figuras 15F y 15J, doble positivo para anexina-V/YFP). Se obtuvieron 20 

resultados similares 72 h tras el trasplante de ESCs tratadas con BIO o no tratadas con 

BIO (Figuras 16D y 16E). En conjunto, estos datos muestran que los híbridos formados 

entre HSPCs o ESCs y neuronas retinianas experimentan apoptosis, pero si la ruta 

Wnt/-catenina está activada en las HSPCs trasplantadas, las neuronas pueden 

reprogramarse, sobrevivir y volver a entrar en el ciclo celular. 25 

Los inventores analizaron entonces el potencial de diferenciación in vivo de las 

neuronas retinianas reprogramadas en las retinas dañadas por NMDA de los ratones 

R26Y en los que se inyectaron HSPCsCre tratadas con BIO y no tratadas con BIO. Se 

sacrificaron los ratones 24, 48 y 72 h tras el trasplante. Se determinaron los porcentajes 

de híbridos positivos para YFP para cada marcador a partir de cortes retinianos (Figura 30 

10C). De manera notable, 24 h tras la inyección de las HSPCs tratadas con BIO, las 

neuronas reprogramadas (positivas para YFP) ya volvían a expresar nestina, nogina y 
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Otx2, y esta expresión se mantuvo en los puntos de tiempo posteriores analizados (48, 

72 h). Por el contrario, el marcador de diferenciación terminal neuronal Tuj-1 se 

silenció progresivamente. Además Sca1 y c-kit estaban fuertemente regulados por 

disminución en estos híbridos. Oct4 y nanog también se expresaban altamente a las 24 y 

48 h, aunque su expresión disminuyó a las 72 h (Figuras 15B y 15K). En cambio, un 5 

bajo número de híbridos positivos para YFP obtenidos tras la fusión con HSPCs no 

tratadas con BIO reactivaron nestina, nogina y Otx2, y en vez de eso mantuvieron la 

expresión de Tuj-1, Sca-1 y c-kit en la mayoría de los híbridos. También se expresaron 

Oct4 y nanog, aunque sólo a las 24 h y en muy pocos híbridos en los puntos de tiempo 

posteriores (48, 72 h) (Figura 15L), GATA4, un marcador de mesodermo, y Hand1, un 10 

marcador de endodermo, nunca se expresaron en los híbridos (Figuras 15K y 15L). En 

conclusión, los BIO-híbridos se reprogramaron y tendieron a diferenciarse en el linaje 

neuroectodérmico. En cambio, los no-BIO-híbridos se reprogramaron escasamente, y 

por tanto no experimentaron diferenciación neuroectodérmica. 

Un análisis de diferenciación similar, realizado tras la inyección de ESCsCre 15 

tratadas con BIO en retinas de R26Y dañadas, mostró un retraso en el potencial de 

diferenciación neuroectodérmica de los híbridos resultantes (ya que nestina, nogina y 

Otx2 se expresaban más a las 72 h tras la inyección de ESCs mientras que Oct4 y nanog 

se expresaban altamente desde 24 hasta 72 h) y la expresión positiva de Gata4 y Hand1. 

Estos resultados indican que los híbridos de ESC-neurona son más pluripotentes y 20 

pueden diferenciarse en el linaje neuroectodérmico pero también en los linajes de 

mesodermo y endodermo (Figura 16F). 

Finalmente, los inventores investigaron si los BIO-híbridos que se limitaron a un 

destino de diferenciación neuronal podían diferenciarse de manera terminal en neuronas 

retinianas y por tanto regenerar la retina dañada. Para esto, a un grupo de ojos dañados 25 

por NMDA de ratones R26Y se les inyectaron HSPCsCre/RFP tratadas con BIO o no 

tratadas con BIO y se sacrificaron 2 semanas después. De manera notable, sólo se 

observaron neuronas YFP/RFP en la GCL y en la INL tras el trasplante de HSPCs 

tratadas con BIO. Estas células eran positivas para los marcadores para thy1,1 y 

sintaxina, indicando claramente que los híbridos se diferenciaban en neuronas 30 

ganglionares y amacrinas. Por el contrario, no se detectaron híbridos YFP/RFP 2 

semanas tras el trasplante de HSPCs no tratadas, ya que experimentan muerte celular al 
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poco tiempo. A continuación, se analizó la histología de la retina sometida a trasplante. 

Sorprendentemente, se observó que el número de filas nucleares en la GCL y en la INL 

de las retinas sometidas a trasplante con las HSPCs tratadas con BIO aumentó 

sustancialmente con respecto a aquellas con las HSPCs no tratadas con BIO y retinas no 

sometidas a trasplante. Sus números fueron comparables a aquellos en la retina de tipo 5 

natural (Figuras 17A, 17B y 17C). Estos datos indican claramente que los híbridos de 

HSPCs-neurona reprogramados pueden diferenciarse en neuronas retinianas y regenerar 

la retina dañada. Por tanto, puede concluirse que la reprogramación mediada por fusión 

celular puede desencadenar la regeneración de tejido retiniano. 

 10 

Los híbridos reprogramados pueden regenerarse en retina lesionada 

Tras haber comprobado que los híbridos reprogramados pueden proliferar y 

diferenciarse hacia linaje neuroectodérmico, el objetivo fue evaluar la diferenciación y 

su potencial regenerativo a largo plazo. Entonces, se pretrataron HSPCsCre con BIO para 

activar la señalización de Wnt y se trasplantaron en los ojos de R26Y dañados por 15 

NMDA. En paralelo, se trasplantaron HSPCsCre no dañadas como control. Se 

sacrificaron los ratones 4 semanas después (Figura 18A). 

El análisis de retinas en montaje plano sometidas a trasplante de HSPCsCre 

tratadas con BIO mostró un alto número de híbridos YFP+ (Figura 18B) que eran 

positivos para la expresión de marcadores de neuronas ganglionares (SMI-32) y 20 

amacrinas (Chat) (Figura 18C). Entonces también se analizaron los nervios ópticos 24 h 

y un mes tras el trasplante. Resulta notable que en los nervios ópticos tras un mes se 

observaron axones YFP+, probablemente derivados de proyecciones de neuronas 

ganglionares regeneradas (Figura 18D). En cambio, las retinas sometidas a trasplante de 

HSPCsCre no tratadas mostraron muy pocos híbridos YFP+ (Figura 22A) y no se 25 

encontró ningún axón YFP+ a lo largo de los nervios ópticos (Figura 18D, HSPCs no 

trat.). Resulta interesante que no se observó ningún axón YFP+ en los nervios ópticos 

24 h tras el trasplante de HSPCs tratadas con BIO (Figura 22B), lo que indica que las 

neuronas ganglionares recién generadas proyectan sus axones cierto tiempo después del 

trasplante, probablemente durante el proceso de regeneración (Figura 18D). 30 

El tratamiento con NMDA induce la inclusión de macrófagos en el ojo (Sasahara 

et al., Am J Pathol 172, 1693-1703 (2008)). De hecho, tal como se esperaba, en retinas 
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recogidas 24 h tras el trasplante, un porcentaje de los híbridos YFP+ fueron positivos 

para marcadores CD45 y Mac1 de monocitos/macrófagos, lo que sugiere fagocitosis de 

algunas HSPCsCre/RFP trasplantadas por macrófagos endógenos que llevan el alelo 

R26Y o fagocitosis de algunos de los propios híbridos YFP+ (Figuras 22C y 22D). 

Resulta interesante que este porcentaje ya estaba drásticamente reducido en retinas 5 

recogidas 2 semanas tras el trasplante (Figuras 22E 22F). Este resultado indica 

claramente que aunque algunos híbridos pueden fagocitarse poco después del trasplante, 

un porcentaje de los mismos puede sobrevivir y regenerar las retinas. 

A continuación, se analizó la aparición de regeneración de núcleos celulares en 

cortes verticales. Resulta interesante que el número de núcleos neuronales en la capa de 10 

células ganglionares (Figuras 17A y 17B, GCL), y el número de filas nucleares en la 

capa nuclear interna (Figuras 17A y 17C, INL) de retinas sometidas a trasplante de 

HSPCs tratadas con BIO (BIO-HSPCs) era comparable con retinas de tipo natural y 

estaba sustancialmente aumentado con respecto a retinas no sometidas a trasplante o 

retinas sometidas a trasplante de HSPCs no tratadas (Figuras 17A, 17B y 17C). Esto 15 

indica claramente una regeneración retiniana. También se investigó la densidad nuclear 

de las neuronas ganglionares en la totalidad de las retinas en montaje plano contando el 

número total de núcleos ganglionares en la totalidad de las retinas recogidas un mes tras 

el trasplante. Resulta notable que había un aumento significativo del número de núcleos 

en retinas sometidas a trasplante de HSPCsCre tratadas con BIO, con respecto a las 20 

retinas no sometidas a trasplante (Figura 17D). Sin embargo, las neuronas ganglionares 

recién generadas no estaban uniformemente distribuidas, tal como se muestra por los 

mapas de densidad nuclear, lo que indica una regeneración retiniana no homogénea 

(Figura 17E). 

Estos datos demuestran claramente que si se activa la señalización de Wnt, 25 

puede lograrse una regeneración parcial de células de la retina tras un daño por NMDA 

tras la fusión de HSPCs trasplantadas. 

 

La reprogramación mediada por fusión con BMC endógenas de neuronas 

retinianas se produce in vivo tras el daño 30 

Se ha notificado que las BMC endógenas pueden incluirse en el ojo tras el daño 

por NMDA [Sasahara et al., Am J Pathol 172, 1693-1703 (2008)]; sin embargo, sigue 
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sin conocerse su papel. Por tanto, los inventores investigaron si las BMC endógenas 

también pueden fusionarse con y reprogramar neuronas retinianas tras el daño por 

NMDA. Para esto, se trasplantaron en la vena de la cola BMC de ratones RFP-CRE 

donantes (ratones transgénicos que expresaban RFP y CRE, ambos bajo el control del 

promotor de -actina expresado de manera ubicua (Long et al., (2005). BMC 5 

Biotechnol 5, 20; Srinivas et al. (2001) citado anteriormente)) en ratones receptores 

R26Y irradiados de manera subletal, sustituyendo así su BM por BMCre/RFP. Se analizó 

la repoblación de la BM con células de origen de donante según la expresión de RFP en 

células sanguíneas y mediante análisis hemocitométrico (Figura 19A). Un mes tras el 

trasplante, se inyectó NMDA por vía intravítrea en un ojo de cada grupo de ratones 10 

quiméricos, y después 24 h más tarde se sacrificaron los ratones (Figura 20A). Resulta 

interesante que se encontró que tras el daño por NMDA, el 50% de las células positivas 

para RFP también eran positivas para YFP, lo que indica la fusión de BMC endógenas 

incluidas en los ojos (Figuras 20B, 20C y 20F, NMDA, y Figura 10D). En cambio, no 

se encontraron células positivas para RFP/YFP en cortes de ojos en los que no se 15 

inyectó NMDA (Figuras 20D, 20E y 20F, sin NMDA). Estos resultados demuestran 

claramente que se produce fusión celular entre las BMC incluidas en los ojos y las 

neuronas retinianas. 

Los inventores analizaron entonces la identidad de estas células híbridas que se 

obtuvieron tras la fusión celular endógena. Se observó que 12 h tras el daño por NMDA, 20 

las células positivas para YFP en los cortes retinianos también eran positivas para los 

marcadores celulares Sca1, Ckit, Thy1,1, sintaxina y GS, indicando claramente que se 

incluyeron HSPCs de la BM y se fusionaron con células ganglionares, amacrinas y de 

Müller (Figuras 20G, 20H, 20I, 20J y 20K). 

A continuación los inventores investigaron si podía producirse la 25 

reprogramación tras la inclusión de BMC y fusión con neuronas retinianas; con este 

objetivo, se trasplantaron BMCR26Y en un grupo de ratones nestina-CRE irradiados de 

manera subletal para generar ratones quiméricos. La reactivación del transgén de 

nestina-CRE y la consecuente expresión de YFP permitió identificar acontecimientos de 

reprogramación tras la inclusión de BMC en el ojo. Un mes después, se inyectaron 30 

NMDA y BIO sólo en un ojo de los ratones quiméricos, que se sacrificaron 24 h 

después (Figura 21A). Se observaron células positivas para YFP tras la inyección de 
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BIO en la GCL e INL de ojo dañado por NMDA, pero no en los ojos contralaterales 

dañados por NMDA no tratados (en los que no se inyectó BIO) (Figuras 21B y 21C). 

Esto indica claramente que las neuronas retinianas se habían fusionado con BMC 

incluidas y se reprogramaron debido a la reactivación del promotor de nestina. 

Aproximadamente el 8% de estos híbridos positivos para YFP eran positivos para la 5 

expresión de Ki67, y sólo el 1% eran positivos para anexina-V, lo que indicó que 

algunos de los híbridos estaban dividiéndose y muy pocos eran apoptóticos (Figuras 

21D, 19B y 19C). Sorprendentemente, el 50% de estos híbridos positivos para YFP 

también eran positivos para la expresión de Oct4 (Figuras 21E, 21F y 21G), y el 70% 

para nanog (Figuras 21E, 21H y 21I), confirmando que también se produjo 10 

reprogramación de las neuronas retinianas tras la movilización de las BMC en los ojos. 

En conclusión, puede producirse activación endógena de la reprogramación 

mediada por fusión con BMC de neuronas retinianas en el ojo si la ruta Wnt/-catenina 

está activada. 

 15 

3. Discusión 

En este caso se ha demostrado que la ruta de señalización Wnt/-catenina 

canónica media la reprogramación de neuronas retinianas in vivo. Además, se ha 

mostrado que puede producirse fusión celular espontánea en la retina de ratón tras la 

lesión y que una proporción de híbridos de fusión proliferan si se reprograman mediante 20 

actividad Wnt. Además, también se ha mostrado que si no se reprograman, los híbridos 

de neurona-SPC experimentan apoptosis. Sorprendentemente, los híbridos 

reprogramados pueden regenerar el tejido retiniano dañado. Finalmente, se ha mostrado 

claramente que tras la activación de la ruta de señalización Wnt/-catenina en el ojo, las 

células derivadas de BM que se incluyen en la retina lesionada pueden fusionarse con, y 25 

reprogramar, las neuronas retinianas tras la activación de la ruta de señalización Wnt/-

catenina. En conjunto, puede concluirse que la reprogramación mediada por fusión 

celular puede ser un mecanismo endógeno de reparación de daños. 

Las SPC adultas muestran un alto grado de plasticidad y pluripotencia, y pueden 

contribuir a un amplio espectro de células diferenciadas. Las BMC trasplantadas pueden 30 

fusionarse y adquirir la identidad de células hepáticas, neuronas de Purkinje, células 
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renales, células epiteliales y más. Esta plasticidad se ha atribuido o bien a la 

transdiferenciación o bien a mecanismos de fusión célula-célula. 

Sin embargo, hasta ahora los acontecimientos de fusión celular se han 

considerado muy poco frecuentes, y por tanto nunca se ha investigado claramente la 

identidad de célula de los híbridos “recién formados”. En este caso, los inventores han 5 

demostrado que se produce fusión célula-célula y que puede visualizarse como un 

acontecimiento muy relevante poco después del trasplante de HSPCs en un ojo dañado. 

Esto también es cierto tras la movilización de células positivas para c-kit/sca-1 desde la 

BM al interior de retinas dañadas. En estudios anteriores, los números de híbridos 

derivados de la fusión de BMC se han subestimado enormemente; de hecho, en este 10 

caso se ha encontrado que a menos que se reprogramen estos híbridos recién formados, 

experimentan muerte celular, y por tanto mucho tiempo después del trasplante no 

pueden detectarse. 

Las HSPCs se fusionan con alta eficacia con neuronas ganglionares y amacrinas; 

los híbridos “recién formados” resultantes son entidades celulares novedosas, que si se 15 

proporciona un estímulo de señalización de Wnt, pueden inicialmente reprogramarse de 

manera transitoria y pueden proliferar y entonces convertirse en neuronas diferenciadas 

de manera terminal. Resulta notable que se encontró expresión de nanog y Oct4, y al 

mismo tiempo, expresión de marcadores neuronales de precursor nestina, nogina y Otx2 

en estos híbridos. La expresión de nanog y Oct4 es una evidencia clara de la 20 

reprogramación de vuelta al estado embrionario; sin embargo, este estado es transitorio, 

al menos en el caso de la fusión entre HSPCs y neuronas retinianas. Los híbridos se 

limitan muy pronto a linaje neuroectodérmico, y de hecho, 72 h tras el trasplante, Oct4 

y nanog estaban claramente regulados por disminución. Finalmente, en dos semanas, los 

híbridos se convierten en neuronas diferenciadas de manera terminal y regeneran la 25 

GCL y la INL en el tejido retiniano. Resulta interesante que también se observó una 

regeneración funcional completa de fotorreceptores en un modelo de ratón de retinitis 

pigmentosa (RP) tras la reprogramación mediada por fusión celular de neuronas 

retinianas tras el trasplante de HSPCs con la ruta Wnt/-catenina activada (Ejemplo 1). 

Estas observaciones condujeron a anticipar que Oct4 y nanog no son sólo genes 30 

de células madre que se expresan en embriones, sino que también tienen un papel 

funcional en el tejido adulto durante procesos de regeneración mediada por fusión 
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celular. La expresión de estos genes en adultos plantea controversia [Shin et al., Mol 

Cells 29, 533-538 (2010); Kucia et al., J Physiol Pharmacol 57 Sup. 5, 5-18 (2006)]; sin 

embargo, podría suceder que su expresión no se haya apreciado claramente en algunas 

circunstancias, probablemente debido a su naturaleza muy transitoria. 

Las ESCs también tienen una gran plasticidad, y en este caso los inventores 5 

pudieron identificar acontecimientos de desdiferenciación in vivo; es decir, híbridos 

reprogramados que expresan nanog tras la fusión de neuronas retinianas con ESCs. Los 

híbridos de ESC-neurona retiniana son probablemente más pluripotentes que los 

híbridos derivados de HSPCs. Pueden formar clones en cultivo y expresar marcadores 

de tres linajes diferentes; además, forman teratoma in vivo (datos no mostrados). En 10 

cambio, in vitro, los inventores no pudieron aislar clones de híbridos de HSPC-neurona 

retiniana, lo que indica claramente su reprogramación transitoria y rápida limitación a la 

diferenciación de linaje neuroectodérmico. Resulta interesante que no se observó la 

reprogramación de neuronas retinianas hasta la expresión de nanog tras fusión de 

RSPCs, lo que indica un grado inferior de plasticidad en estas células con respecto a 15 

HSPCs. 

Durante mucho tiempo se ha pensado que la diferenciación es un mecanismo de 

una dirección; la posibilidad de inducir la reprogramación de células somáticas ha 

derogado completamente esta opinión. Sin embargo, hasta la fecha, se ha considerado 

que la desdiferenciación de neuronas es relativamente difícil. En este caso, se ha 20 

demostrado que las neuronas pueden de hecho cambiar su estado de desarrollo en un 

organismo vivo mientras siguen residiendo en su propio tejido. Sin embargo, cando se 

fusionan con HSPCs, mantienen la memoria de su identidad neuronal, ya que estos 

híbridos “recién formados” finalmente se diferencian en neuronas. Esta no es una 

observación trivial, ya que los investigadores normalmente fuerzan in vitro células 25 

reprogramadas para propagarse con un fenotipo desdiferenciado; de hecho, incluso las 

ESCs, en principio, no existen en el embrión. Las células pluripotentes, tales como las 

células reprogramadas, deben experimentar rápidamente un cambio de destino in vivo, 

que dependerá de las diferentes señales tisulares, y deben limitarse a avanzar hacia un 

destino de diferenciación específico. Una memoria de identidad de linaje que no se 30 

borró durante el proceso de reprogramación puede ser beneficiosa, para dirigir la 

trayectoria de diferenciación correcta in vivo. Resulta interesante que se ha mostrado 
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que las SC pluripotentes inducidas (iPSC) conservan memoria epigenética de sus 

células somáticas de origen [Polo et al., Nat Biotechnol 28, 848-855 (2010); Kim et al., 

Nature 467, 285-290 (2010)]. En este caso, en el modelo usado en el presente 

documento, la transición de un destino celular a otro no es directa, sino que pasa a 

través de la nueva expresión transitoria de genes precursores; pasando así por un 5 

precursor de desarrollo menos diferenciado, intermedio. 

La señalización de Wnt controla la regeneración de tejidos en respuesta al daño 

en eucariotas inferiores [Lengfeld et al., Dev Biol 330, 186-199 (2009)]. La 

regeneración de la aleta de la cola del pez cebra y las extremidades de Xenopus requiere 

la activación de la señalización de Wnt/-catenina; asimismo para la regeneración 10 

tisular en planarias [De Robertis, Sci Signal 3, pe21 (2010)]. Resulta interesante que en 

la retina de pollo recién nacido y de peces, se han asociado la regulación por 

disminución de marcadores específicos de células de Müller, tales como glutamina 

sintetasa, y la activación de marcadores de progenitores, tales como Pax6 y Chx10, con 

un potencial regenerativo de estas células. Sin embargo, la activación exógena de la 15 

señalización de Wnt es necesaria para inducir la desdiferenciación de células de Müller 

en la retina de ratón. Por tanto, la actividad regenerativa de la señalización de Wnt que 

está presente en eucariotas inferiores puede haberse perdido durante la evolución. 

Aunque todos estos estudios destacan el importante papel de la ruta de 

señalización Wnt/-catenina en el proceso de regeneración, los mecanismos biológicos 20 

que constituyen la base de esta regeneración todavía se desconocen en gran parte hasta 

la fecha; en este caso, se muestra que al menos en la retina de ratón, puede producirse 

regeneración mediante reprogramación mediada por fusión celular. Por otro lado, se 

encontró una regeneración no homogénea de las retinas sometidas a trasplante, lo que 

indica que pueden usarse otros factores, tales como factores de crecimiento nerviosos 25 

por ejemplo, para potenciar el proceso. Además, no puede excluirse que además de 

generar nuevas neuronas y por tanto regenerar auténticamente el tejido retiniano, 

también puede haberse inducido un retraso de la degeneración neuronal. 

Además, este proceso puede inducirse tras la inclusión de BMC en el ojo. 

Resulta interesante que se observaron algunas BMC incluidas fusionadas con células de 30 

Müller tras el daño. Por tanto, puede suceder que la desdiferenciación de células de 
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Müller, notificada anteriormente [Osakada et al., (2007) citado anteriormente], se deba 

a acontecimientos de fusión con BMC incluidas. 

Esta reprogramación in vivo endógena puede ser un mecanismo de reparación de 

daños, y daños menores, tales como daño por luz o daño mecánico, pueden repararse 

mediante reprogramación mediada por fusión celular tras la inclusión de BMCs. 5 

También es posible que la reprogramación mediada por Wnt sea un mecanismo de 

protección tras la fusión celular in vivo. Los híbridos que no se reprograman 

experimentan muerte celular mediada por apoptosis. En vez de eso, los híbridos 

sometidos a reprogramación mediada por Wnt pueden sobrevivir y pueden proliferar. 

Sin embargo, aunque otros intentos de regenerar completamente retinas de ratón 10 

dañadas tras la activación ectópica de la señalización de Wnt en el ojo no han tenido 

éxito [Osakada et al., (2007) citado anteriormente], en este caso se ha demostrado que 

además de la activación de la señalización de Wnt, la reprogramación mediada por 

fusión celular también es esencial en el proceso de regeneración. Por tanto, estrategias 

para aumentar la inclusión de BMC en los ojos junto con la activación de la 15 

señalización de Wnt pueden ser terapéuticamente relevantes para regenerar el tejido 

retiniano dañado. 

Los ensayos muestran que se detectó la expresión de transgenes de RFP y YFP 

derivados del genoma de las dos parejas de fusión diferentes dos semanas tras la fusión 

celular, lo que indica la contribución de ambos genomas en los híbridos. Además, se 20 

observó proliferación de los híbridos reprogramados, una indicación de que eran células 

mononucleadas y sincariones auténticos. Se han observado heterocariones estables con 

fusión de células de Purkinje con células derivadas de BM, y sus números aumentaron 

enormemente tras la inflamación [Johansson et al., Nat Cell Biol 10, 575-583 (2008)]. 

Además, recientemente, también se han encontrado heterocariones en retinas de tipo 25 

natural [Morillo et al., Proc Natl Acad Sci USA 107, 109-114 (2010)]. Sin embargo, los 

inventores nunca detectaron heterocariones en la retina de los ojos sometidos a 

inyección, aunque no puede excluirse formalmente su presencia. 

Por otro lado, debe tenerse en cuenta que se observaron consecuencias 

perjudiciales cuando se observó un aumento de resistencia a la apoptosis tras la fusión 30 

de SC cancerosas con células somáticas, tales como resistencia a múltiples fármacos de 

un tumor en desarrollo (Lu & Kang. Cancer Res 69, 8536-8539 (2009)]. Además, la 



97 
 

fusión celular, y por tanto las células poliploides, también pueden surgir durante estados 

patológicos, y con frecuencia la inestabilidad genética en estas células puede conducir a 

aneuploidía y al desarrollo de cánceres. Por tanto, los datos proporcionados por la 

presente invención también pueden ser importantes en el futuro para seguir un camino 

diferente; es decir, para estudiar la fusión de SC cancerosas con células somáticas 5 

durante el desarrollo tumoral. 

La reprogramación es un proceso gradual y lento, con genes específicos de linaje 

silenciados, mientras que se inducen genes endógenos asociados con la pluripotencia. 

En conjunto, el proceso es muy ineficaz, debido a las diferentes barreras genéticas y 

epigenéticas [Sanges & Cosma. Int J Dev Biol 54, 1575-1587 (2010)]. De hecho, las 10 

pre-iPS (células parcialmente reprogramadas) muestran una remodelación epigenética 

incompleta y una hipermetilación del ADN persistente, entre otras características. 

Pueden convertirse en células iPS mediante inhibición global de la metilación del DNA. 

Los inventores mostraron recientemente que la deleción de Tcf3, que es un represor de 

genes diana de -catenina, mitigan las modificaciones en el epigenoma durante la 15 

reprogramación, facilitando así la derivación de células iPS in vitro [Lluis et al., (2011) 

en prensa]. Esto también puede tener lugar durante la fusión celular in vivo: el 

epigenoma de SPC puede remodelarse activamente, y transcribirse algunos agentes de 

reprogramación, lo que puede cambiar el epigenoma neuronal en los híbridos en trans. 

En conclusión, puede determinarse que la reprogramación mediada por fusión 20 

celular controlada mediante la señalización de Wnt es un proceso fisiológico in vivo, 

que puede contribuir a la regeneración/reparación celular en tejidos normales. 
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REIVINDICACIONES 

 

1. Una célula madre mesenquimal (MSC) o una población celular que comprende 

una célula madre hematopoyética (HSC), una célula progenitora y una célula 

madre mesenquimal (MSC), en donde la ruta de señalización Wnt/-catenina de 

dicha célula está activada, para su uso en el tratamiento de una enfermedad de 

degeneración retiniana mediante la implantación directa de dichas células en el 

ojo de un sujeto en necesidad de tratamiento. 

 

2. Célula o población celular para uso en el tratamiento de una enfermedad de 

degeneración retiniana según la reivindicación 1, en la que dichas células son 

células tratadas con un activador de la ruta de señalización Wnt/-catenina, o 

con un inhibidor de un represor de la ruta de señalización Wnt/-catenina y/o 

son células que sobreexpresan un activador de la ruta de señalización Wnt/-

catenina. 

 

3. Célula o población celular para uso en el tratamiento de una enfermedad de 

degeneración retiniana según la reivindicación 2, en la que dicho activador de la 

ruta de señalización Wnt/β-catenina se selecciona del grupo que consiste en una 

isoforma de Wnt, β-catenina, una R-espondina, 2-(4-acetilfenilazo)-2-(3,3-

dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-acetamida (IQ1), (2S)-2-[2-(indan-

5-iloxi)-9-(1,1’-bifenil-4-il)metil)-9H-purin-6-ilamino]-3-fenil-propan-1-ol 

(QS11), ácido desoxicólico (DCA), 2-amino-4-[3,4-(metilendioxi)bencilamino]-

6-(3-metoxifenil)pirimidina, una (hetero)arilpirimidina de fórmula (I), (II), (III) 

ó (IV) mostrada en la Tabla 1 y cualquier combinación de los mismos.  

 

4. Célula o población celular para uso en el tratamiento de una enfermedad de 

degeneración retiniana según la reivindicación 2, en la que dicho inhibidor de un 

represor de la ruta de señalización Wnt/-catenina se selecciona del grupo que 

consiste en un inhibidor de GSK-3, un inhibidor de SFRP1 y combinaciones de 

los mismos. 
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5. Célula o población celular para uso en el tratamiento de una enfermedad de 

degeneración retiniana según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que 

dicha enfermedad de degeneración retiniana se selecciona del grupo que consiste 

en retinitis pigmentosa, degeneración macular relacionada con la edad, 

enfermedad de Stargardt, distrofia de conos-bastones, ceguera nocturna 

estacionaria congénita, amaurosis congénita de Leber, distrofia macular 

viteliforme de Best, neuropatía óptica isquémica anterior, coroideremia, 

degeneración macular relacionada con la edad, distrofia foveomacular, distrofia 

corneoretiniana cristalina de Bietti, síndrome de Usher, y un estado degenerativo 

retiniano derivado de una patología primaria. 

 

6. Célula o población celular para uso en el tratamiento de una enfermedad de 

degeneración retiniana según la reivindicación 5, en la que dicha enfermedad de 

degeneración retiniana deriva de cataratas, diabetes o glaucoma. 

 

7. Una célula madre mesenquimal (MSC) o una población celular que comprende 

una célula madre hematopoyética (HSC), una célula progenitora y una célula 

madre mesenquimal (MSC), para uso en el tratamiento de una enfermedad de 

degeneración retiniana mediante la implantación directa de dichas células en el 

ojo de un sujeto en necesidad de tratamiento antes de la reprogramación de una 

célula retinal mediante fusión de dichas células con dicha célula retinal, en 

donde dicha reprogramación está mediada por la activación de la ruta de 

señalización Wnt/β-catenina. 

 

8. Célula o población celular para uso en el tratamiento de una enfermedad de 

degeneración retiniana según la reivindicación 7, en combinación con un 

activador de la ruta de señalización Wnt/-catenina, o con un inhibidor de un 

represor de la ruta de señalización Wnt/-catenina. 
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9. Célula o población celular para uso en el tratamiento de una enfermedad de 

degeneración retiniana según la reivindicación 8, en la que dicho activador de la 

ruta de señalización Wnt/β-catenina se selecciona del grupo que consiste en una 

isoforma de Wnt, β-catenina, una R-espondina, 2-(4-acetilfenilazo)-2-(3,3-

dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-acetamida (IQ1), (2S)-2-[2-(indan-

5-iloxi)-9-(1,1’-bifenil-4-il)metil)-9H-purin-6-ilamino]-3-fenil-propan-1-ol 

(QS11), ácido desoxicólico (DCA), 2-amino-4-[3,4-(metilendioxi)bencilamino]-

6-(3-metoxifenil)pirimidina, una (hetero)arilpirimidina de fórmula (I), (II), (III) 

ó (IV) mostrada en la Tabla 1 y cualquier combinación de los mismos.  

 

10. Célula o población celular para uso en el tratamiento de una enfermedad de 

degeneración retiniana según la reivindicación 8, en la que dicho inhibidor de un 

represor de la ruta de señalización Wnt/-catenina se selecciona del grupo que 

consiste en un inhibidor de GSK-3, un inhibidor de SFRP1 y combinaciones de 

los mismos. 

 

11. Célula o población celular para uso en el tratamiento de una enfermedad de 

degeneración retiniana según cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, en la que 

dicha enfermedad de degeneración retiniana se selecciona del grupo que consiste 

en retinitis pigmentosa, degeneración macular relacionada con la edad, 

enfermedad de Stargardt, distrofia de conos-bastones, ceguera nocturna 

estacionaria congénita, amaurosis congénita de Leber, distrofia macular 

viteliforme de Best, neuropatía óptica isquémica anterior, coroideremia, 

degeneración macular relacionada con la edad, distrofia foveomacular, distrofia 

corneoretiniana cristalina de Bietti, síndrome de Usher, y un estado degenerativo 

retiniano derivado de una patología primaria. 

 

12. Célula o población celular para uso en el tratamiento de una enfermedad de 

degeneración retiniana según la reivindicación 11, en la que dicha enfermedad 

de degeneración retiniana deriva de cataratas, diabetes o glaucoma. 
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13. Una composición celular, en la que al menos el 50% de las células de dicha 

composición celular son células madre mesenquimales (MSCs) o células madre 

hematopoyéticas (HSCs), células progenitoras y células madre mesenquimales 

(MSCs), y en la que la ruta de señalización Wnt/-catenina de dichas células 

está activada. 

 

14. Una composición farmacéutica seleccionada del grupo que consiste en: 

1) una composición farmacéutica que comprende al menos una célula madre 

mesenquimal (MSC) o una célula madre hematopoyética (HSC), una célula 

progenitora y una célula madre mesenquimal (MSC), en la que la ruta de 

señalización Wnt/-catenina de dichas células está activada, y un portador 

farmacéuticamente aceptable, y 

2) una composición farmacéutica que comprende al menos una célula madre 

mesenquimal (MSC) o una célula madre hematopoyética (HSC), una célula 

progenitora y una célula madre mesenquimal (MSC), en combinación con un 

activador de la ruta de señalización Wnt/-catenina o un inhibidor de un 

represor de la ruta de señalización Wnt/-catenina, y un portador 

farmacéuticamente aceptable. 

 

15. Una composición farmacéutica según la reivindicación 14 para uso en el 

tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana mediante la 

implantación directa de dicha composición en el ojo de un sujeto en necesidad 

de tratamiento. 

 

16. Una composición farmacéutica según la reivindicación 15, en la que dicha 

composición es administrada mediante inyección intraocular, intravitreal o 

subretinal. 

 

17. Un kit seleccionado del grupo que consiste en: 

1) un kit que comprende al menos una célula madre mesenquimal (MSC) o una 

célula madre hematopoyética (HSC), una célula progenitora y una célula 

madre mesenquimal (MSC), en donde la ruta de señalización Wnt/-
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catenina de dichas células está activada, e instrucciones para el uso de los 

componentes del kit, y 

2) un kit que comprende al menos una célula madre mesenquimal (MSC) o una 

célula madre hematopoyética (HSC), una célula progenitora y una célula 

madre mesenquimal (MSC), en combinación con un activador de la ruta de 

señalización Wnt/-catenina o un inhibidor de un represor de la ruta de 

señalización Wnt/-catenina, e instrucciones para el uso de los componentes 

del kit. 

 

18. Un kit según la reivindicación 17, para uso en el tratamiento de una enfermedad 

de degeneración retiniana. 

 

19. Kit para uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana 

según la reivindicación 18, en el que dicha enfermedad de degeneración 

retiniana se selecciona del grupo que consiste en retinitis pigmentosa, 

degeneración macular relacionada con la edad, enfermedad de Stargardt, 

distrofia de conos-bastones, ceguera nocturna estacionaria congénita, amaurosis 

congénita de Leber, distrofia macular viteliforme de Best, neuropatía óptica 

isquémica anterior, coroideremia, degeneración macular relacionada con la edad, 

distrofia foveomacular, distrofia corneoretiniana cristalina de Bietti, síndrome de 

Usher, y un estado degenerativo retiniano derivado de una patología primaria. 

 

20. Kit para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana 

según la reivindicación 18, en el que dicha enfermedad de degeneración deriva 

de cataratas, diabetes o glaucoma. 
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retina de ratones R26Yrd1 24 h tras el trasplante en p10 de HSPCsCRE tratadas con BIO 

(BIO; a-c) o células no tratadas (No BIO; d-f). Los híbridos de YFP (verde) obtenidos 

tras la fusión fueron positivos para estos marcadores sólo tras el tratamiento con BIO (a-

c, flechas amarillas). 

 Figura 5. Análisis histológico a lo largo del tiempo de regeneración retiniana en 5 

ratones rd1. (a-h) Tinción con H&E (a, b, e-h) y tinción TUNEL (c, d; rojo) 

representativas de cortes de retina de ratones R26Yrd1 sometidos a trasplante en p10 con 

HSPCsRFP/CRE no tratadas (a, c, e, g) o tratadas con BIO (b, d, f, h) y analizados 5 (p15; 

a-d), 10 (p20; e, f) y 15 días (p25; g, h) tras el trasplante. (i-p) Tinción con H&E 

representativa de ratones de tipo natural (i, j) y rd1 (k-p) sin trasplante (i, j, o, p) o 10 

sometidos a trasplante en p10 (k-n) con HSPCs (m-n) no tratadas (m, n) o tratadas con 

BIO (k-l), analizados todos en p60. Ampliación: 20× a-h, j, l, n, p; 5× i, k, m, o. ONL: 

capa nuclear externa. 

 Figura 6. Análisis histológico a lo largo del tiempo de ojos de R26Yrd1 

sometidos a trasplante. (a-h) Tinción con H&E (a, b, e-h) y tinción TUNEL (c, d; rojo) 15 

representativas de cortes de retina de ratones R26Yrd1 transplantados en p10 con 

HSPCsRFP/CRE no tratadas (a, c, e, g) o tratadas con BIO (b, d, f, h) y analizados 5 (p15; 

a-d), 10 (p20; e, f) y 15 días (p25; g, h) tras el trasplante. (i-p)(b) Inmunot Tinción con 

H&E representativa de retinas de ratones R26Yrd1 transplantados con HSPCsRFP/CRE no 

tratadas con BIOde tipo natural (i, j) y rd1 (k-p) sin trasplante (i, j, o, p) o 20 

transplantados en p10 (k-n) con HSPCs (m-n) no tratadas (m, n) o tratadas con BIO (k-

l), analizados todos en p60. Ampliación: 20×, a-h, j, l, n, p; 5× i, k, m, o. ONL: capa 

nuclear externa; INL: capa nuclear interna. 

 Figura 7. Análisis de diferenciación de híbridos en p60. (a-f) Tinción de 

inmunofluorescencia representativa de cortes de retina de ratones R26Yrd1 sin trasplante 25 

(e) y sometidos a trasplante en p10 de HSPCs tratadas con BIO (a-d, f) y analizados en 

p60. (a-d) los híbridos positivos para YFP (verde) son positivos para rodopsina (a, rojo) 

pero no para la opsina de los conos (b, rojo), glutamina sintetasa (c, rojo), y CD31 (d, 

rojo). Imágenes inferiores: fusiones de rojo y verde, con núcleos también contrateñidos 

con DAPI (azul). (e-f) rodopsina (rojo), Pde6b (magenta) y núcleos contrateñidos con 30 

DAPI (azul). (g) Inmunotransferencia de tipo Western la expresión de la proteína Pde6b 

en la retina de ratones de tipo natural (wt) y R26Yrd1 o bien no tratados (rd1 NT) o bien 
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retina de ratones R26Yrd1 24 h tras el trasplante en p10 de HSPCsCRE tratadas con BIO 

(BIO; a-c) o células no tratadas (No BIO; d-f). Los híbridos de YFP (verde) obtenidos 

tras la fusión fueron positivos para estos marcadores sólo tras el tratamiento con BIO (a-

c, flechas amarillas). 

 Figura 5. Análisis histológico a lo largo del tiempo de regeneración retiniana en 5 

ratones rd1. (a-h) Tinción con H&E (a, b, e-h) y tinción TUNEL (c, d; rojo) 

representativas de cortes de retina de ratones R26Yrd1 sometidos a trasplante en p10 con 

HSPCsRFP/CRE no tratadas (a, c, e, g) o tratadas con BIO (b, d, f, h) y analizados 5 (p15; 

a-d), 10 (p20; e, f) y 15 días (p25; g, h) tras el trasplante. (i-p) Tinción con H&E 

representativa de ratones de tipo natural (i, j) y rd1 (k-p) sin trasplante (i, j, o, p) o 10 

sometidos a trasplante en p10 (k-n) con HSPCs (m-n) no tratadas (m, n) o tratadas con 

BIO (k-l), analizados todos en p60. Ampliación: 20× a-h, j, l, n, p; 5× i, k, m, o. ONL: 

capa nuclear externa. 

 Figura 6. Análisis histológico a lo largo del tiempo de ojos de R26Yrd1 

sometidos a trasplante. (a) Tinción con H&E (a, b, e-h) y tinción TUNEL  15 

representativas de cortes de retina de ratones R26Yrd1 transplantados en p10 con 

HSPCsRFP/CRE no tratadas  o tratadas con BIO  y analizados 5 (p15), 10 (p20) y 15 días 

(p25) tras el trasplante. (b) Inmunotinción representativa de retinas de ratones R26Yrd1 

transplantados con HSPCsRFP/CRE no tratadas con BIO. ONL: capa nuclear externa; INL: 

capa nuclear interna. 20 

 Figura 7. Análisis de diferenciación de híbridos en p60. (a-f) Tinción de 

inmunofluorescencia representativa de cortes de retina de ratones R26Yrd1 sin trasplante 

(e) y sometidos a trasplante en p10 de HSPCs tratadas con BIO (a-d, f) y analizados en 

p60. (a-d) los híbridos positivos para YFP (verde) son positivos para rodopsina (a, rojo) 

pero no para la opsina de los conos (b, rojo), glutamina sintetasa (c, rojo), y CD31 (d, 25 

rojo). Imágenes inferiores: fusiones de rojo y verde, con núcleos también contrateñidos 

con DAPI (azul). (e-f) rodopsina (rojo), Pde6b (magenta) y núcleos contrateñidos con 

DAPI (azul). (g) Inmunotransferencia de tipo Western la expresión de la proteína Pde6b 

en la retina de ratones de tipo natural (wt) y R26Yrd1 o bien no tratados (rd1 NT) o bien 
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REIVINDICACIONES 

 

1. Una célula seleccionada del grupo que consiste en una célula madre 

hematopoyética (HSC), una célula progenitora, y una célula madre mesenquimal 

(MSC), en donde la ruta de señalización Wnt/-catenina de dicha célula está 5 

activada, para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración 

retiniana.  

 

2. Célula para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración 

retiniana según la reivindicación 1, en la que dicha célula es una célula tratada 10 

con un activador de la ruta de señalización Wnt/-catenina, o con un inhibidor 

de un represor de la ruta de señalización Wnt/-catenina y/o es una célula que 

sobreexpresa un activador de la ruta de señalización Wnt/-catenina. 

 

3. Célula para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración 15 

retiniana según la reivindicación 2, en la que dicho activador de la ruta de 

señalización Wnt/β-catenina se selecciona del grupo que consiste en una 

isoforma de Wnt, β-catenina, una R-espondina, 2-(4-acetilfenilazo)-2-(3,3-

dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-acetamida (IQ1), (2S)-2-[2-(indan-

5-iloxi)-9-(1,1’-bifenil-4-il)metil)-9H-purin-6-ilamino]-3-fenil-propan-1-ol 20 

(QS11), ácido desoxicólico (DCA), 2-amino-4-[3,4-(metilendioxi)bencilamino]-

6-(3-metoxifenil)pirimidina, una (hetero)arilpirimidina de formula (I), (II), (III) 

ó (IV) mostrada en la Tabla 1 y cualquier combinación de los mismos.  

 

4. Célula para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración 25 

retiniana según la reivindicación 2, en la que dicho inhibidor de un represor de la 

ruta de señalización Wnt/-catenina se selecciona del grupo que consiste en un 

inhibidor de GSK-3, un inhibidor de SFRP1 y combinaciones de los mismos. 

 

5. Célula para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración 30 

retiniana según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que dicha 
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enfermedad de degeneración retiniana se selecciona del grupo que consiste en 

retinitis pigmentosa, degeneración macular relacionada con la edad, enfermedad 

de Stargardt, distrofia de conos-bastones, ceguera nocturna estacionaria 

congénita, amaurosis congénita de Leber, distrofia macular viteliforme de Best, 

neuropatía óptica isquémica anterior, coroideremia, degeneración macular 5 

relacionada con la edad, distrofia foveomacular, distrofia corneoretiniana 

cristalina de Bietti, síndrome de Usher, y un estado degenerativo retiniano 

derivado de una patología primaria. 

 

6. Célula para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración 10 

retiniana según la reivindicación 5, en la que dicha enfermedad de degeneración 

retiniana deriva de cataratas, diabetes o glaucoma. 

 

7. Una población celular que comprende una pluralidad de células, seleccionándose 

dichas células del grupo que consiste en una célula madre hematopoyética 15 

(HSC), una célula progenitora, una célula madre mesenquimal (MSC) y 

cualquier combinación de las mismas, en donde la ruta de señalización Wnt/β-

catenina de dichas células está activada, para su uso en el tratamiento de una 

enfermedad de degeneración retiniana. 

 20 

8. Población celular para su uso en el tratamiento de una enfermedad de 

degeneración retiniana según la reivindicación 7, en la que dichas células son 

células tratadas con un activador de la ruta de señalización Wnt/-catenina, o 

con un inhibidor de un represor de la ruta de señalización Wnt/-catenina y/o 

son células que sobreexpresan un activador de la ruta de señalización Wnt/-25 

catenina. 

 

9. Población celular para su uso en el tratamiento de una enfermedad de 

degeneración retiniana según la reivindicación 8, en la que dicho activador de la 

ruta de señalización Wnt/β-catenina se selecciona del grupo que consiste en una 30 

isoforma de Wnt, β-catenina, una R-espondina, 2-(4-acetilfenilazo)-2-(3,3-
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dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-acetamida (IQ1), (2S)-2-[2-(indan-

5-iloxi)-9-(1,1’-bifenil-4-il)metil)-9H-purin-6-ilamino]-3-fenil-propan-1-ol 

(QS11), ácido desoxicólico (DCA), 2-amino-4-[3,4-(metilendioxi)bencilamino]-

6-(3-metoxifenil)pirimidina, una (hetero)arilpirimidina de formula (I), (II), (III) 

ó (IV) mostrada en la Tabla 1 y cualquier combinación de los mismos.  5 

 

10. Población celular para su uso en el tratamiento de una enfermedad de 

degeneración retiniana según la reivindicación 8, en la que dicho inhibidor de un 

represor de la ruta de señalización Wnt/-catenina se selecciona del grupo que 

consiste en un inhibidor de GSK-3, un inhibidor de SFRP1 y combinaciones de 10 

los mismos. 

 

11. Población celular para su uso en el tratamiento de una enfermedad de 

degeneración retiniana según cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, en la que 

dicha enfermedad de degeneración retiniana se selecciona del grupo que consiste 15 

en retinitis pigmentosa, degeneración macular relacionada con la edad, 

enfermedad de Stargardt, distrofia de conos-bastones, ceguera nocturna 

estacionaria congénita, amaurosis congénita de Leber, distrofia macular 

viteliforme de Best, neuropatía óptica isquémica anterior, coroideremia, 

degeneración macular relacionada con la edad, distrofia foveomacular, distrofia 20 

corneoretiniana cristalina de Bietti, síndrome de Usher, y un estado degenerativo 

retiniano derivado de una patología primaria. 

 

12. Población celular para su uso en el tratamiento de una enfermedad de 

degeneración retiniana según la reivindicación 11, en la que dicha enfermedad 25 

de degeneración retiniana deriva de cataratas, diabetes o glaucoma. 

 

13. Una célula seleccionada del grupo que consiste en una célula madre 

hematopoyética (HSC), una célula progenitora, y una célula madre mesenquimal 

(MSC), para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración 30 

retiniana, mediante reprogramación, mediada por la ruta de señalización Wnt/-
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catenina, de una célula retiniana por fusión de dicha célula con dicha célula 

retiniana tras contacto de dicha célula con dicha célula retiniana en el ojo de un 

sujeto. 

 

14. Célula para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración 5 

retiniana según la reivindicación 13, en combinación con un activador de la ruta 

de señalización Wnt/-catenina, o con un inhibidor de un represor de la ruta de 

señalización Wnt/-catenina. 

 

15. Célula para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración 10 

retiniana según la reivindicación 14, en la que dicho activador de la ruta de 

señalización Wnt/β-catenina se selecciona del grupo que consiste en una 

isoforma de Wnt, β-catenina, una R-espondina, 2-(4-acetilfenilazo)-2-(3,3-

dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-acetamida (IQ1), (2S)-2-[2-(indan-

5-iloxi)-9-(1,1’-bifenil-4-il)metil)-9H-purin-6-ilamino]-3-fenil-propan-1-ol 15 

(QS11), ácido desoxicólico (DCA), 2-amino-4-[3,4-(metilendioxi)bencilamino]-

6-(3-metoxifenil)pirimidina, una (hetero)arilpirimidina de formula (I), (II), (III) 

ó (IV) mostrada en la Tabla 1 y cualquier combinación de los mismos.  

 

16. Célula para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración 20 

retiniana según la reivindicación 14, en la que dicho inhibidor de un represor de 

la ruta de señalización Wnt/-catenina se selecciona del grupo que consiste en 

un inhibidor de GSK-3, un inhibidor de SFRP1 y combinaciones de los mismos. 

 

17. Célula para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración 25 

retiniana según cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16, en la que dicha 

enfermedad de degeneración retiniana se selecciona del grupo que consiste en 

retinitis pigmentosa, degeneración macular relacionada con la edad, enfermedad 

de Stargardt, distrofia de conos-bastones, ceguera nocturna estacionaria 

congénita, amaurosis congénita de Leber, distrofia macular viteliforme de Best, 30 

neuropatía óptica isquémica anterior, coroideremia, degeneración macular 
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relacionada con la edad, distrofia foveomacular, distrofia corneoretiniana 

cristalina de Bietti, síndrome de Usher, y un estado degenerativo retiniano 

derivado de una patología primaria. 

 

18. Célula para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración 5 

retiniana según la reivindicación 17, en la que dicha enfermedad de 

degeneración retiniana deriva de cataratas, diabetes o glaucoma. 

 

19. Una población celular que comprende una pluralidad de células, seleccionándose 

dichas células del grupo que consiste en una célula madre hematopoyética 10 

(HSC), una célula progenitora, una célula madre mesenquimal (MSC) y 

cualquier combinación de las mismas, para su uso en el tratamiento de una 

enfermedad de degeneración retiniana, mediante reprogramación, mediada por la 

ruta de señalización Wnt/-catenina, de una célula retiniana por fusión de dicha 

célula con dicha célula retiniana tras contacto de dicha célula con dicha célula 15 

retiniana en el ojo de un sujeto. 

 

20. Población celular para su uso en el tratamiento de una enfermedad de 

degeneración retiniana según la reivindicación 19, en combinación con un 

activador de la ruta de señalización Wnt/-catenina, o con un inhibidor de un 20 

represor de la ruta de señalización Wnt/-catenina. 

 

21. Población celular para su uso en el tratamiento de una enfermedad de 

degeneración retiniana según la reivindicación 20, en la que dicho activador de 

la ruta de señalización Wnt/β-catenina se selecciona del grupo que consiste en 25 

una isoforma de Wnt, β-catenina, una R-espondina, 2-(4-acetilfenilazo)-2-(3,3-

dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-acetamida (IQ1), (2S)-2-[2-(indan-

5-iloxi)-9-(1,1’-bifenil-4-il)metil)-9H-purin-6-ilamino]-3-fenil-propan-1-ol 

(QS11), ácido desoxicólico (DCA), 2-amino-4-[3,4-(metilendioxi)bencilamino]-

6-(3-metoxifenil)pirimidina, una (hetero)arilpirimidina de formula (I), (II), (III) 30 

ó (IV) mostrada en la Tabla 1 y cualquier combinación de los mismos.  
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22. Población celular para su uso en el tratamiento de una enfermedad de 

degeneración retiniana según la reivindicación 20, en la que dicho inhibidor de 

un represor de la ruta de señalización Wnt/-catenina se selecciona del grupo 

que consiste en un inhibidor de GSK-3, un inhibidor de SFRP1 y combinaciones 5 

de los mismos. 

 

23. Población celular para su uso en el tratamiento de una enfermedad de 

degeneración retiniana según cualquiera de las reivindicaciones 19 a 22, en la 

que dicha enfermedad de degeneración retiniana se selecciona del grupo que 10 

consiste en retinitis pigmentosa, degeneración macular relacionada con la edad, 

enfermedad de Stargardt, distrofia de conos-bastones, ceguera nocturna 

estacionaria congénita, amaurosis congénita de Leber, distrofia macular 

viteliforme de Best, neuropatía óptica isquémica anterior, coroideremia, 

degeneración macular relacionada con la edad, distrofia foveomacular, distrofia 15 

corneoretiniana cristalina de Bietti, síndrome de Usher, y un estado degenerativo 

retiniano derivado de una patología primaria. 

 

24. Población celular para su uso en el tratamiento de una enfermedad de 

degeneración retiniana según la reivindicación 23, en la que dicha enfermedad 20 

de degeneración retiniana deriva de cataratas, diabetes o glaucoma. 

 

25. Una composición celular, en la que al menos el 50% de las células de dicha 

composición celular se seleccionan del grupo que consiste en células madre 

hematopoyéticas (HSCs), células progenitoras, células madre mesenquimales 25 

(MSCs) y cualquier combinación de las mismas y en la que la ruta de 

señalización Wnt/-catenina de dichas células está activada. 

 

26. Una composición farmacéutica seleccionada del grupo que consiste en: 

1) una composición farmacéutica que comprende al menos una célula 30 

seleccionada del grupo que consiste en una célula madre hematopoyética 
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(HSC), una célula progenitora, una célula madre mesenquimal (MSC) y 

cualquier combinación de las mismas, en la que la ruta de señalización 

Wnt/-catenina de dichas células está activada, y un portador 

farmacéuticamente aceptable, y 

2) una composición farmacéutica que comprende al menos una célula 5 

seleccionada del grupo que consiste en una célula madre hematopoyética 

(HSC), una célula progenitora, una célula madre mesenquimal (MSC) y 

cualquier combinación de las mismas, en combinación con un activador de la 

ruta de señalización Wnt/-catenina o un inhibidor de un represor de la ruta 

de señalización Wnt/-catenina y un portador farmacéuticamente aceptable. 10 

 

27. Un kit seleccionado del grupo que consiste en: 

1) un kit que comprende al menos una célula seleccionada del grupo que 

consiste en una célula madre hematopoyética (HSC), una célula progenitora, 

una célula madre mesenquimal (MSC) y cualquier combinación de las 15 

mismas, en el que la ruta de señalización Wnt/-catenina de dichas células 

está activada, e instrucciones para el uso de los componentes del kit, y 

2) un kit que comprende al menos una célula seleccionada del grupo que 

consiste en una célula madre hematopoyética (HSC), una célula progenitora, 

una célula madre mesenquimal (MSC) y cualquier combinación de las 20 

mismas, en combinación con un activador de la ruta de señalización Wnt/-

catenina o un inhibidor de un represor de la ruta de señalización Wnt/-

catenina, e instrucciones para el uso de los componentes del kit. 

 

28. Un kit según la reivindicación 27, para su uso en el tratamiento de una 25 

enfermedad de degeneración retiniana. 

 

29. Kit para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana 

según la reivindicación 28, en el que dicha enfermedad de degeneración 

retiniana se selecciona del grupo que consiste en retinitis pigmentosa, 30 

degeneración macular relacionada con la edad, enfermedad de Stargardt, 

distrofia de conos-bastones, ceguera nocturna estacionaria congénita, amaurosis 
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congénita de Leber, distrofia macular viteliforme de Best, neuropatía óptica 

isquémica anterior, coroideremia, degeneración macular relacionada con la edad, 

distrofia foveomacular, distrofia corneoretiniana cristalina de Bietti, síndrome de 

Usher, y un estado degenerativo retiniano derivado de una patología primaria. 

 5 

30. Kit para su uso en el tratamiento de una enfermedad de degeneración retiniana 

según la reivindicación 29, en el que dicha enfermedad de degeneración deriva 

de cataratas, diabetes o glaucoma. 
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<220> 

<223>  Oligonucleótido iniciador directo (hOtx2) 

 

<400>  23 

acccctccgt gggctaccc                                                    19 

 

 

<210>  24 

<211>  19 

<212>  ADN 

<213>  Secuencia artificial 

 

<220> 

<223>  Oligonucleótido iniciador inverso (hOtx2) 

 

<400>  24 

cagtgccacc tcctcaggc                                                    19 

 

 

<210>  25 

<211>  20 

<212>  ADN 

<213>  Secuencia artificial 

 

<220> 

<223>  Oligonucleótido iniciador directo (hNogina) 

 

<400>  25 

agcacgagcg cttactgaag                                                   20 

 

 

<210>  26 

<211>  20 

<212>  ADN 

<213>  Secuencia artificial 

 

<220> 

<223>  Oligonucleótido iniciador inverso (hNogina) 

 

<400>  26 

aagctgcgga ggaagttaca                                                   20 

 

 

<210>  27 

<211>  22 

<212>  ADN 

<213>  Secuencia artificial 

 

<220> 

<223>  Oligonucleótido iniciador directo (hCD34) 

 

<400>  27 

gttgtcaaga ctcatgaacc ca                                                22 

 

 



<210>  28 

<211>  20 

<212>  ADN 

<213>  Secuencia artificial 

 

<220> 

<223>  Oligonucleótido iniciador inverso (hCD34) 

 

<400>  28 

actcggtgcg tctctctagg                                                   20 

 

 

<210>  29 

<211>  20 

<212>  ADN 

<213>  Secuencia artificial 

 

<220> 

<223>  Oligonucleótido iniciador directo (mOct4) 

 

<400>  29 

cgtggagact ttgcagcctg                                                   20 

 

 

<210>  30 

<211>  24 

<212>  ADN 

<213>  Secuencia artificial 

 

<220> 

<223>  Oligonucleótido iniciador inverso (mOct4) 

 

<400>  30 

gcttggcaaa ctgttctagc tcct                                              24 

 

 

<210>  31 

<211>  20 

<212>  ADN 

<213>  Secuencia artificial 

 

<220> 

<223>  Oligonucleótido iniciador directo (mNanog) 

 

<400>  31 

gcgcatttta gcaccccaca                                                   20 

 

 

<210>  32 

<211>  20 

<212>  ADN 

<213>  Secuencia artificial 

 

<220> 

<223>  Oligonucleótido iniciador inverso (mNanog) 

 

<400>  32 

gttctaagtc ctaggtttgc                                                   20 

 

 

<210>  33 

<211>  20 

<212>  ADN 

<213>  Secuencia artificial 

 

<220> 

<223>  Oligonucleótido iniciador directo (mCD34) 

 



<400>  33 

ctggtacttc cagggatgct                                                   20 

 

 

<210>  34 

<211>  20 

<212>  ADN 

<213>  Secuencia artificial 

 

<220> 

<223>  Oligonucleótido iniciador inverso (mCD34) 

 

<400>  34 

tgggtagctc tctgcctgat                                                   20 
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RESUMEN 

MÉTODOS DE TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES DE DEGENERACIÓN 

RETINIANA 

Los métodos comprenden la administración de células que tienen propiedades de células 5 

madre o células progenitoras, a la retina y la reprogramación de células de la retina 

mediada por la fusión celular de dichas células con dichas células de la retina, estando 

mediada dicha reprogramación por la activación de la ruta de señalización Wnt/-

catenina. 


