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DESCRIPCIÓN 
 
Cuantificación de la muerte celular 
 
CAMPO DE LA INVENCIÓN 5 
 
La invención se refiere a métodos para determinar una fase de una enfermedad. 
 
ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 
 10 
La muerte celular y la pérdida neuronal son las principales causas patológicas de la neurodegeneración en 
afecciones tales como Alzheimer (EA), Parkinson, Huntington y glaucoma. La EA es la forma más común de 
demencia y se predice que aumentará de 4 a 12 millones de estadounidenses en los próximos 20 años. El glaucoma 
es la principal causa de ceguera irreversible en todo el mundo y afecta al 2 % de las personas mayores de 40 años. 
La afección tiene una morbilidad significativa debido a su naturaleza silenciosa y progresiva, que a menudo da como 15 
resultado un retraso en el diagnóstico y el tratamiento. 
 
La formación de imágenes de células vivas se ha usado ampliamente para investigar la disfunción neuronal en 
células cultivadas in vitro, que junto con el marcado múltiple fluorescente permite la visualización de diferentes 
actividades celulares y patrones de localización molecular distintos. Aunque las imágenes in vivo de las dos formas 20 
principales de muerte celular, concretamente la apoptosis y la necrosis, usando radioligandos han aparecido en los 
últimos años (Saint-Hubert et al., 2009), hasta ahora, la investigación de la progresión y la dinámica de las distintas 
fases de una enfermedad neurodegenerativa a nivel celular solo ha dependido de análisis histológicos o in vitro 
(Huerta et al., 2007). Los métodos cualitativos para identificar apoptosis en la retina se conocen a partir del 
documento WO2009/077750. Sin embargo, no se describe ningún análisis cuantitativo. 25 
 
La obtención de imágenes de las diferentes fases de la muerte de las células nerviosas in vivo podría mejorar 
significativamente la capacidad de comprender la enfermedad y su historia natural, con aplicaciones directas al 
paciente. Permitiría investigar el curso temporal de los eventos en relación con diferentes moduladores, y también 
proporcionar información sobre los patrones espaciales de la muerte celular en periodos de días, semanas o más. 30 
Además, dada la aparición de elementos comunes mecanicistas entre diferentes enfermedades neurodegenerativas, 
tales como EA y glaucoma (Guo et al., 2009; Guo et al., 2007), una apreciación de la dinámica espacio-temporal de 
la muerte celular en una enfermedad podría mejorar la comprensión de otras enfermedades, tanto en términos de la 
fisiopatología molecular como posibles vías terapéuticas. En particular, la posibilidad de bloquear la cascada 
apoptótica en fases tempranas para rescatar células lesionadas (Allen et al., 1997) hace que la capacidad de 35 
diferenciar entre apoptosis y necrosis, así como entre diferentes etapas de apoptosis, sea particularmente deseable. 
 
RESUMEN DE LA INVENCIÓN 
 
El primer aspecto de la presente invención es un método para determinar una fase de una enfermedad 40 
neurodegenerativa, comprendiendo el método generar una imagen in vivo de células apoptóticas en el ojo de un 
sujeto, habiéndose administrado al sujeto un marcador apoptótico marcado, y contar el número de células 
apoptóticas en la imagen, comprendiendo además el método comparar el número de células apoptóticas en la 
imagen con el número de células apoptóticas en una imagen del ojo del sujeto previamente obtenida. 
 45 
El marcador apoptótico marcado puede haberse administrado de cualquier manera apropiada, particularmente a 
través de inyección intravenosa o por vía tópica. 
 
Los inventores han encontrado sorprendentemente que pueden usarse varias células apoptóticas para proporcionar 
una indicación de la fase de la enfermedad. Los experimentos basados en el modelo animal han demostrado que la 50 
muerte celular es un proceso dinámico que está estrechamente correlacionado con las fases de la enfermedad. Por 
lo tanto, el número de células apoptóticas se puede utilizar para identificar el punto de tiempo en estas 
enfermedades. 
 
Se prefiere particularmente poder controlar el avance de la enfermedad comparando células específicas en el 55 
tiempo. Por consiguiente, el método comprende la etapa de comparar la imagen con una imagen del ojo del sujeto 
previamente obtenida. El método comprende comparar el número de células apoptóticas y también puede 
comprender comparar células específicas en una imagen con las mismas células en una imagen anterior. En el 
último caso, las células pueden estar en apoptosis en una imagen pero no en la otra, lo que refleja la progresión de 

E10777076
22-06-2018ES 2 674 713 T3

 



 
 

 3

la enfermedad o la eficacia del tratamiento administrado. 
 
El cambio en el número de células apoptóticas puede proporcionar a un médico información sobre la progresión de 
la enfermedad. Un aumento en el número de células apoptóticas puede indicar la progresión de la enfermedad. Del 
mismo modo, a medida que la enfermedad alcanza sus últimas fases, puede observarse una disminución en el 5 
número de células apoptóticas. El médico experto es capaz de diferenciar las fases de acuerdo con el número de 
células vistas en una imagen o usando una comparación con una o más imágenes adicionales. 
 
Cuando se comparan células específicas, es ventajoso poder superponer con precisión una imagen sobre otra. Se 
pueden superponer una, dos o tres o más imágenes adicionales. 10 
 
La enfermedad es preferiblemente una enfermedad neurodegenerativa ocular. La expresión "enfermedades 
neurodegenerativas oculares" es bien conocida por los expertos en la técnica y se refiere a enfermedades causadas 
por la pérdida gradual y progresiva de neuronas oculares. Incluyen, pero sin limitación, glaucoma y retinopatía 
diabética. 15 
 
El término "marcador apoptótico" se refiere a un marcador que permite que las células que experimentan apoptosis 
se distingan de las células vivas. Adicionalmente, el marcador preferiblemente debería ser capaz de distinguir las 
células apoptóticas de las neuronales. Por ejemplo, puede ser un compuesto o molécula que se une 
específicamente a células apoptóticas, pero no a células vivas o células necróticas, o uno o más compuestos o 20 
moléculas que se unen específicamente a células vivas y células necróticas, pero no a células apoptóticas. Los 
marcadores apoptóticos incluyen, por ejemplo, la familia de proteínas anexina. Las anexinas son proteínas que se 
unen reversiblemente a las membranas celulares en presencia de cationes. Las anexinas útiles en la invención 
pueden ser naturales o pueden ser recombinantes. La proteína puede ser un fragmento completo o tal vez funcional, 
es decir, un fragmento o porción de una anexina que se une específicamente a las mismas moléculas que la 25 
proteína completa. Además, se pueden usar derivados funcionales de tales proteínas. Están disponibles una 
diversidad de anexinas, tales como las descritas en la Publicación de Solicitud de Patente de Estados Unidos N.º 
2006/0134001A. Una anexina preferida es la Anexina 5, que se conoce bien en la técnica. Otras anexinas que 
pueden usarse como marcadores apoptóticos incluyen las Anexinas 11, 2 y 6. Se conocen otros marcadores 
apoptóticos en la técnica incluyendo, por ejemplo, el dominio C2A de sinaptotagmina I, duramicina, análogos de 30 
isatin sulfonamida no peptídicos, tales como WC-II-89, y ApoSense, tales como NST-732, DDC y ML-10 (Saint-
Hubert et al., 2009). 
 
Como alternativa, el marcador puede ser una molécula o compuesto liberado o expresado por una célula durante la 
apoptosis o durante la necrosis, pero no liberado o expresado por células vivas o una molécula o compuesto 35 
liberado o expresado por una célula viva pero no durante una o ambas de la apoptosis o la necrosis. También se 
pueden usar otras indicaciones de actividad celular para identificar células apoptóticas o necróticas. Por ejemplo, se 
pueden observar cambios en la función mitocondrial, pueden usarse especies de oxígeno reactivo (ROS) como 
marcadores, al igual que los iones de calcio. 
 40 
El marcador apoptótico está marcado, preferiblemente con una etiqueta visible. En particular, la etiqueta es 
preferiblemente una etiqueta optimizada por longitud de onda. El término "etiqueta optimizada por longitud de onda" 
se refiere a una sustancia fluorescente, que es una sustancia que emite luz en respuesta a la excitación, y que ha 
sido seleccionada para su uso debido a una mayor relación señal-ruido y, por lo tanto, una mejor resolución de 
imagen y sensibilidad, mientras que al mismo tiempo cumple la norma de seguridad de exposición a la luz para 45 
evitar efectos fototóxicos. Las longitudes de onda optimizadas incluyen longitudes de onda de infrarrojo y de 
infrarrojo cercano. Dichos marcadores se conocen bien en la técnica e incluyen colorantes tales como IRDye700, 
IRDye800, D-776 y D-781. También se incluyen sustancias fluorescentes formadas conjugando dichos colorantes 
con otras moléculas tales como proteínas y ácidos nucleicos. Se prefiere que las longitudes de onda optimizadas 
causen poca o ninguna inflamación en la administración. Una etiqueta preferida optimizada por longitud de onda es 50 
D-776, ya que se ha encontrado que causa poca o ninguna inflamación en el ojo, mientras que otros colorantes 
pueden causar inflamación. Los colorantes optimizados también demuestran preferiblemente una estrecha 
correlación entre el nivel de fluorescencia que puede detectarse histológicamente y el que puede detectarse in vivo. 
Se prefiere particularmente que exista una correlación sustancial, especialmente una correlación 1:1 entre la 
fluorescencia histológica e in vivo. 55 
 
El marcador apoptótico marcado puede prepararse usando técnicas estándar para conjugar una etiqueta optimizada 
por longitud de onda con un compuesto marcador. Dichas etiquetas pueden obtenerse de fuentes bien conocidas 
tales como Dyomics. Las técnicas apropiadas para conjugar la etiqueta con el marcador son conocidas en la técnica 
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y pueden proporcionarse por el fabricante de la etiqueta. 
 
Para generar una imagen de células apoptóticas, el marcador etiquetado se administra al sujeto, por ejemplo, por 
inyección intravenosa o por administración tópica. El área del sujeto a someter a formación de imágenes, el ojo, se 
coloca dentro del campo de detección de un dispositivo de imágenes médico. A continuación, se toman imágenes de 5 
las longitudes de onda de emisión del marcador etiquetado y se construye una imagen para que se proporcione un 
mapa de las áreas de muerte celular. La generación de la imagen puede repetirse para permitir que la apoptosis se 
controle durante un periodo de tiempo. Puede controlarse en tiempo real. Se prefiere particularmente controlar la 
apoptosis de las células retinianas, especialmente las células nerviosas retinianas. Las células nerviosas retinianas 
incluyen células ganglionares de la retina (RGC), células bipolares, amacrinas, horizontales y fotorreceptoras. 10 
 
Se puede adquirir una imagen "promediada" a partir de la imagen original usando un software desarrollado 
específicamente para imágenes de autofluorescencia (von Ruckmann et al., 1995; Wade y Fitzke, 1998) y una 
desviación estándar de puntos en comparación con el fondo creado. Para eliminar el ruido de fondo, los puntos con 
un área por encima de un cierto umbral se cuentan como "células" y aquellos con un área debajo del umbral indican 15 
ruido. El número de células apoptóticas obtenidas se conoce como recuento DARC. 
 
Se describe también un método para diagnosticar una enfermedad que genera una imagen de células apoptóticas 
en un ojo del sujeto, habiéndose administrado el marcador apoptótico marcado al sujeto, y también se describe el 
análisis del patrón de distribución de células apoptóticas. 20 
 
El método también puede comprender administrar un marcador apoptótico marcado al sujeto, especialmente por vía 
intravenosa o tópica. 
 
Preferiblemente, la enfermedad es una enfermedad neurodegenerativa, especialmente una enfermedad 25 
neurodegenerativa ocular, especialmente glaucoma. 
 
Es posible identificar la enfermedad mediante la distribución de células apoptóticas. En particular, al preparar un 
mapa de densidad que muestra la distribución de células apoptóticas, se puede demostrar la distribución de la 
muerte celular. A partir de ese mapa, es posible diferenciar entre diferentes enfermedades neurodegenerativas que 30 
tienen distintos patrones de actividad apoptótica. 
 
Los términos "enfermedades neurodegenerativas oculares", "marcador apoptótico" y "etiqueta" son como se ha 
descrito anteriormente. 
 35 
El método usado para generar la imagen retiniana de las células apoptóticas es como se ha descrito anteriormente. 
Una vez que se obtiene una imagen de células apoptóticas del ojo, se puede construir un mapa de densidad de 
estas células usando un software estándar. De nuevo, puede ser útil superponer un mapa con uno o más mapas 
generados en un momento anterior y el método puede incluir esta etapa o la etapa de comparar el mapa con uno o 
más mapas generados previamente. 40 
 
El método puede estar relacionado con la distinción entre glaucoma y otras enfermedades. 
 
Un método de estadificación de la enfermedad controlando la actividad o la muerte celular que comprende generar 
una imagen de la actividad celular o la muerte celular en el ojo de un sujeto, un primer marcador marcado y un 45 
segundo marcado que se ha administrado al sujeto, en el que el primer y el segundo marcadores son marcadores de 
diferentes fases de apoptosis, o de dos de la actividad celular, la apoptosis y la necrosis, y en el que las etiquetas 
son diferentes, y también se describe la evaluación de la fase de la enfermedad mediante el estudio de los 
marcadores de colocalización. 
 50 
Un método para diferenciar entre diferentes fases de muerte celular que comprende generar una imagen de muerte 
celular en el ojo de un sujeto, un primer marcador de muerte celular marcado y un segundo marcador de muerte 
celular marcado, en el que el primer y segundo marcadores son marcadores de diferentes fases de apoptosis, o de 
apoptosis y necrosis, y en el que las etiquetas son diferentes, habiéndose administrado al sujeto, y también se 
describe la evaluación de la magnitud de las diferentes fases de muerte celular mediante el estudio de los 55 
marcadores de colocalización. 
 
El método también puede comprender administrar un primer marcador de muerte celular marcado y un segundo 
marcador de muerte celular marcado al sujeto. 
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Los dos marcadores pueden ser marcadores de necrosis y apoptosis. Las etiquetas pueden ser etiquetas 
optimizadas por longitud de onda. 
 
El método de acuerdo también se puede usar para cuantificar las diferentes fases de muerte celular. 5 
 
El término "muerte celular" se refiere a cualquier proceso que incluye, por ejemplo, la muerte de una célula por 
apoptosis y necrosis. 
 
Los términos "marcador apoptótico" y "etiqueta" son como se ha descrito anteriormente. 10 
 
El término "marcador necrótico" se refiere a un marcador que permite que las células que experimentan necrosis se 
distingan de las células vivas y las que experimentan apoptosis. Por ejemplo, puede ser un compuesto o molécula 
que se une específicamente a células necróticas pero no a células vivas o células apoptóticas, o uno o más 
compuestos o moléculas que se unen específicamente a células vivas y células apoptóticas pero no a células 15 
necróticas. Los marcadores necróticos incluyen, por ejemplo, yoduro de propidio (PI), un agente intercalante que se 
une a ácido nucleico con poca o ninguna preferencia de secuencia. Se conocen en la técnica otros marcadores 
necróticos que incluyen pirofosfato, antimiosina, glucarato, hipericina y sus derivados, tales como ácido hipericin 
monocarboxílico y ácido pamoico, tal como ácido bis-hidrazida-bis-DTPA pamoico. En particular, se han usado 
99mTc-pirofosfato, 111In-antimiosina, y 99mTc-glucarato. 20 
 
El marcador necrótico marcado puede administrarse por vía local o sistémica de una manera similar al marcador 
apoptótico marcado mencionado anteriormente. 
 
El método usado para generar la imagen retinal de células apoptóticas y células necróticas es como se ha descrito 25 
anteriormente. La colocalización de células apoptóticas y células necróticas puede estudiarse generando gráficos de 
dispersión y umbrales de color de co-localización utilizando el software ImageJ con el plugin de Análisis de 
Correlación de Intensidad. Cuando se construyen gráficos de dispersión de color y en bruto de la intensidad de 
fluorescencia del marcador apoptótico y necrótico, los datos pueden analizarse mediante la adopción de umbrales 
establecidos automáticamente por el plugin, permitiendo de este modo la separación de las diferentes fases de 30 
muerte celular en función de si son marcadores positivos apoptóticos, es decir, apoptosis temprana, marcadores 
apoptóticos y necróticos doblemente positivos, es decir, apoptosis tardía, y marcador necrótico positivo, es decir, 
necrosis. Los recuentos de intensidad de fluorescencia derivados de gráficos de dispersión en bruto se utilizan para 
cuantificar cada fase de la muerte celular. De nuevo, la colocalización de las células necróticas y apoptóticas se 
puede comparar con las de una fase anterior comparando la imagen con una imagen generada previamente, 35 
particularmente superponiendo las dos o más imágenes, como con los métodos descritos previamente. 
 
Puede ser útil distinguir entre las fases de la apoptosis y entre la necrosis y la apoptosis con el fin de determinar la 
fase de la enfermedad, la fase de apoptosis y qué régimen de tratamiento se debe seguir. 
 40 
Es particularmente útil poder estadificar o diagnosticar una enfermedad, ya que permite seleccionar un curso de 
tratamiento particular y, opcionalmente, que se monitorice. Por consiguiente, el método incluye opcionalmente 
administrar al sujeto un tratamiento para el glaucoma u otra enfermedad neurodegenerativa. 
 
Los tratamientos para el glaucoma se conocen bien en la técnica. Los ejemplos de tratamientos para el glaucoma se 45 
proporcionan en la descripción detallada. Otros tratamientos pueden ser apropiados y pueden seleccionarse por el 
médico experto sin dificultad. 
 
En particular, cuando se identifica que la apoptosis se encuentra en la fase inicial, puede ser útil tratar con cualquier 
fármaco neuroprotector que module la muerte de las células nerviosas. 50 
 
DESCRIPCIÓN DETALLADA 
 
La invención se describirá ahora en detalle, solo a modo de ejemplo, con referencia a las figuras, en las que: 
 55 

La Figura 1 muestra una imagen retiniana DARC original, una imagen promediada obtenida usando un 
software para imágenes de autofluorescencia y la desviación estándar resultante de los puntos. 
La Figura 2 muestra la imagen retiniana DARC de la Figura 1 que diferencia entre "células" y ruido. Los 
puntos verdes con un umbral de área ≥10 indican "células"; los puntos rojos con áreas <10 indican ruido. 
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La Figura 3 muestra un escotoma arqueado inferior (imagen tomada de Clinical Methods The History, 
Physical and Laboratory Examinations, 3ª Ed.) 
La Figura 4 muestra un mapa de densidad de color de una imagen retiniana de las Figuras 1 y 2. 
La Figura 5 muestra la detección de células marcadas con fluorescencia usando la oftalmoscopía con láser 
de barrido confocal (cSLO). La detección simultánea de múltiples marcadores se logró personalizando la 5 
cSLO como se indica a continuación: para la identificación de la anexina 488, se empleó una longitud de 
onda de láser de argón de 488 nm, y un fotodetector de estado sólido con un filtro de corte de 521 nm y un 
filtro de corte de 550 nm; para DiI, se usó un láser verde cristalino bombeado por diodo con una longitud de 
onda de 532 nm con filtros de corte de 550 nm y de corte de 600 nm; se usó el mismo láser para la 
visualización de PI pero con un corte de 650 nm. El gráfico de la inserción muestra los espectros de emisión 10 
de fluorocromos marcadores celulares usados en el estudio. La anexina V marcada por Alexa Fluor 488 
(verde; Anexina 488), DiI (azul, perclorato de 1,1'-dioctadecil-3,3,3',3'-tetrametilindocarbocianina) y yoduro 
de propidio (rojo; PI) tienen máximos de excitación/emisión de 495/519, 550/570 y 532/649 nm, 
respectivamente. (a-d) Se adquirieron imágenes monocromas de cada área de la retina usando la 
configuración láser apropiada y se colorearon. Se produjeron imágenes tricolores combinando cada una de 15 
las imágenes en escala de grises del cSOI en los canales verde (a, anexina 488), azul (b, DiI) y rojo (c, PI) 
de una imagen en color RGB, y se fusionaron para formar la imagen mostrada en (d) (barra de escala 100 
μm). 
La Figura 6 muestra el análisis de vídeo en intervalos de tiempo de los cambios en los marcadores 
celulares in vivo. (a-g) Las secuencias tomadas de la secuencia de vídeo (vídeo complementario 1) en un 20 
ojo de rata tratado con SSP con células ganglionares de la retina (RGC; Dil, azul) y anexina V intravítrea 
(verde) y yoduro de propidio (PI, rojo), revelan una distribución aleatoria y aparición de células teñidas con 
anexina V y PI, pero demuestran el claro aumento en la tinción de PI en el tiempo. (DI, azul; anexina V, 
verde; yoduro de propidio, rojo; puntos de tiempo y barra de escala de 100 μm, como se indica). (f-g) 
Proyecciones de intensidad de fluorescencia promedio de la secuencia de vídeo usando el plugin ImageJ 25 
RGB Zprojector con anexina/PI (f) y los tres canales (g). (h) El análisis temporal de las intensidades 
promedio de anexina (verde) y PI (rojo) tomadas de cada histograma de secuencia de imágenes, demuestra 
que los perfiles de anexina y PI cambian significativamente con el tiempo con un marcado aumento en la 
tinción de PI tardía. 
La Figura 7 muestra diferentes patrones y fases de muerte celular in vivo. (a-b) Muestra aleatoria (n = 30) 30 
de células individuales seleccionadas según si eran positivas para DiI (puntos blancos, células ganglionares 
retinianas marcadas de forma retrógrada con DiI, a) y teñidas con anexina V-488, IP o ambas durante un 
vídeo de lapso de tiempo (puntos de color azul claro, b). (c-p) Se identificaron tres patrones de etiquetado 
fluorescente: "PI solo" (puntos rojos, c, y la célula representativa con flecha en los fotogramas de vídeo e-g 
con el perfil de intensidad de señal correspondiente en h), "Anexina primero" (positivo a anexina V y 35 
posteriormente positivo a PI, puntos de color verde c, i-l), "Perfiles similares" (etiquetado positivo para 
ambos colorantes al mismo tiempo, puntos de color amarillo, c, m-p). Los tiempos medios con respecto a la 
intensidad máxima (d) revelaron que la apariencia de las células "PI solo" era significativamente más rápida 
que las células de "anexina primero" o "perfiles similares". Los perfiles de intensidad de anexina V y PI 
cambiaron significativamente con el tiempo (h, l, p). Estos resultados proporcionan evidencia de que las 40 
células neuronales in vivo muestran una heterogeneidad considerable con respecto a la cinética de muerte 
celular necrótica y apoptótica, y también el momento relativo de la exposición a fosfatidilserina (fase 
temprana) y condensación nuclear (fase tardía). Puntos de tiempo y barra de escala 100 μm como se 
indica. 
La Figura 8 muestra el análisis de las fases de muerte celular en un modelo de ratón de muerte de RGC 45 
inducida por Abeta. (a-b) Imágenes retinianas de gran angular que muestran el ojo derecho tratado con 
Abeta (a) y el ojo izquierdo tratado con Abeta + MK801 (b) de un solo ratón. MK801 reduce el número de 
células positivas a anexina V (verde) y PI (rojo) 72 horas después de la aplicación de Abeta intravítrea (25-
35). Para evaluar la magnitud de la apoptosis tardía, los inventores estudiaron la colocalización de PI y 
anexina V utilizando el software ImageJ con el plugin de análisis de correlación de intensidad. (c-d) Los 50 
diagramas de dispersión muestran la distribución de la intensidad de fluorescencia de anexina y PI en los 
ojos mostrados en a y b, Abeta solo (c) y Abeta + MK801 (d). (e) Los umbrales se establecieron 
automáticamente por el plugin para cada análisis (superposición de color en C y D), y la cuantificación de 
cada fase de muerte celular se realizó a partir de los datos generados (e). El tratamiento con MK801 redujo 
los niveles globales de muerte celular (azul, Total), principalmente reduciendo el número de células en la 55 
apoptosis de fase tardía (amarillo, Anx+/PI+) y la necrosis (roja, PI+). (f-g) Imágenes retinianas de gran 
angular que muestran el ojo derecho tratado con Abeta (f) y el ojo izquierdo tratado con Abeta + PMA (g) de 
un solo ratón. (h-i) PMA aumentó el nivel de positividad de anexina V (verde) y PI (rojo) como se muestra en 
los gráficos de dispersión correspondientes. (j) La cuantificación de todos los animales tratados muestra 

E10777076
22-06-2018ES 2 674 713 T3

 



 
 

 7

que PMA aumenta significativamente (p <0,05) los niveles globales de muerte celular (azul, total), la mayor 
parte de lo cual se debe a un aumento significativo (p <0,05) en el número de células en la fase temprana 
de la apoptosis (verde, Anx+). (k) Comparación de las fases celulares en todos los modelos Abeta y SSP 
usando análisis de gráficos de dispersión de colocalización. En los puntos de tiempo previamente 
establecidos de máxima apoptosis (Abeta = 72 h y SSP = 2 h), ambos modelos muestran una tendencia 5 
similar sin diferencia significativa en la magnitud de cualquier fase de muerte celular. Sin embargo, ambos 
modelos muestran significativamente más RGC en las fases de apoptosis tardía (p >0,05, amarillo, 
Anx+/PI+) y necrosis (p >0,05, rojo, PI+) que la apoptosis temprana (verde, Anx+). Las barras de error 
tienen intervalos de confianza del 95 %, * p <0,05. 
La Figura 9 muestra la historia natural de la muerte celular en el modelo de neurodegeneración hipertensiva 10 
ocular crónica (OHT). (a-f) Las células se marcaron retrógradamente usando DiI (A), y se analizaron a 
intervalos durante 8 semanas. La imagen de mayor aumento (caja verde en (a)) tomada en el tiempo cero 
(b) muestra la densidad normal de RGC, con pocos cambios a las 3 semanas (c). Sin embargo, hubo un 
marcado abandono de RGC 8 semanas después de la inducción quirúrgica de una IOP elevada (d). Cuando 
se analizaron los datos con respecto a la identificación de apoptosis en estas mismas células, era evidente 15 
que las RGC que eran positivas a anexina V a las 3 semanas (e) ya no eran identificables a las 8 semanas 
(f), confirmando que las células originalmente clasificadas como que experimentan apoptosis se habían 
degenerado cinco semanas después. (g) Solo se identificó una pequeña proporción de RGC en la apoptosis 
en fase temprana (anexina V solamente) en comparación con la apoptosis en fase tardía (tanto tinción con 
anexina V como con PI) a las 3 semanas. (h) El tratamiento con MK801 en animales en el momento de la 20 
cirugía redujo significativamente el número tanto de células apoptóticas como necróticas 3 semanas 
después del tratamiento. (i) El análisis cuantitativo de los datos de colocalización para PI y anexina V 
confirmó que se encontraban significativamente más células en la apoptosis de fase tardía (p >0,05, 
amarillo, Anx+/PI+) que en la necrosis (rojo, PI+). El tratamiento con MK801 condujo a una reducción 
significativa (p <0,05) en el número de células en proceso de muerte (Total), principalmente debido a una 25 
disminución significativa en los niveles de necrosis (p >0,05, rojo, PI+) y muerte celular apoptótica tardía (p 
>0,05, amarillo, Anx+/PI+). Barra de escala 100 μm como se indica, las barras de error representan 
intervalos de confianza del 95 %, *p <0,05. 
La Figura 10 muestra la muerte celular retiniana en el modelo Triple Transgénico de Alzheimer. (a-b) 
Imágenes retinianas de gran angular representativas de ratón transgénico triple de Alzheimer (3xTg-AD, a) 30 
de 14 meses adquirido 2 horas después de PI intravítrea (rojo) y anexina (verde), en comparación con (b), 
un ratón de control PS1KI de 18 meses. (c) Cuantificación de los datos del diagrama de dispersión de 
colocalización que muestran significativamente más RGC en la fase temprana de apoptosis (p <0,05, verde, 
Anx+) y relativamente pocas células necróticas (p <0,05, rojo, PI+) en 3xTg-AD en comparación con el 
control. (d-e) Imágenes retinianas de ojos de un animal 3xTg-AD de 14 meses (d) y un animal envejecido de 35 
control (e) adquiridas 2 horas después de la administración de PMA al mismo tiempo que anexina 
intravítrea (verde) y PI (rojo). (f-g) La cuantificación de los datos generados por el análisis de diagrama de 
dispersión de colocalización mostró que el tratamiento con PMA aumentó significativamente la apoptosis 
temprana (p <0,05, verde, Anx+) y disminuyó la apoptosis tardía (p <0,05, amarillo, Anx+/PI+) en modelo de 
3xTg-AD (g). PMA también aumentó el nivel de apoptosis temprana en los animales envejecidos de control 40 
(p <0,05, verde, Anx+), aunque no en la misma medida (30,3 % en el control envejecido en comparación 
con el 61,4 % en 3xTg-AD). *p <0,05 
La Figura 11 muestra que los cambios en la función mitocondrial pueden identificarse en las células de la 
retina. 
Figura 11A. Imágenes de células vivas de cambios en la despolarización mitocondrial (Abramov AY et al. J 45 
Neurosci 24: 565-75, 2004). Los cambios en la señal de Rho123 se midieron en un cultivo de astrocitos 
corticales en respuesta a Aβ 25-35 (50 M) en presencia de glutamato 1 mM (A), succinato de metilo 10 mM 
(B), y glutamato 1 mM en una solución salina libre de Ca2 con la adición de EGTA 500 M (C). En presencia 
de glutamato o succinato de metilo, todavía se observan despolarizaciones mitocondriales transitorias 
reversibles rápidas, pero la despolarización mitocondrial lenta progresiva se suprimió casi por completo; en 50 
comparación con el trazo de control del mismo día que se muestra en A como una línea discontinua. En 
presencia de glutamato y la ausencia de Ca2+ externo, se eliminó toda la respuesta. En D se muestran una 
serie de imágenes extraídas de una secuencia temporal que muestra cambios en el potencial mitocondrial 
en respuesta a Aβ en presencia de succinato de metilo. Se ha de apreciar que la señal Rh123 en algunas 
células se vuelve transitoriamente muy brillante, pero luego se restaura y muestra un aumento adicional con 55 
FCCP en la imagen final. La imagen final con FCCP muestra la primera imagen adquirida inmediatamente 
después de la aplicación de FCCP, ya que la señal continuó siendo aún más brillante con una saturación de 
la pantalla en este rango. Se indica el tiempo de cada imagen en la secuencia (minutos). Se muestra un 
análisis del efecto del glutamato sobre diferentes componentes de la respuesta en E, y se muestran las 
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mediciones del aumento medio en la fluorescencia de Rh123 a los 30 min en respuesta a A en presencia de 
glutamato, succinato de metilo, y TMPD/ascorbato en F. *p0,01; **p0,001 
Figura 11B. Las primeras investigaciones muestran los efectos de la rotenona intravítrea sobre el potencial 
de membrana mitocondrial (MMP) en un ojo de ratón in vivo. La administración intravítrea de rotenona (20 
μM, 1u1) dio como resultado señales fluorescentes de Rho123 más fuertes en la retina (D), en comparación 5 
con el ojo de control (B) y el valor inicial (A, C). El análisis estadístico mostró que la rotenona indujo una 
despolarización significativa de la membrana mitocondrial en comparación con el control del vehículo (E). 
Figura 11C. Usando el mismo análisis, se buscaron los efectos de Aβ25-35 en MMP in vivo en un ojo de 
ratón. Rho123 es una sonda fluorescente, utilizada para detectar los cambios en la densidad fluorescente 
mitocondrial. La administración de Aβ25-35 (como se muestra en C "estrella") mostró una fuerte señal 10 
fluorescente a nivel de RGCL (B). El análisis cuantitativo mostró que la administración de Aβ dio como 
resultado una pérdida significativa del MMP en la retina con unos minutos de retraso, en comparación con 
el valor basal (A) (C, p <0,01). La línea de puntos en C representa la fluorescencia inicial antes de inyectar 
Rho123. 
Figura 11D. Detección de cambios metabólicos retinianos inducidos por FCCP in vivo en un ojo de ratón. 15 
Puede visualizarse una administración intravítrea de FCCP (Carbonilcianuro-p-trifluorometoxi-
fenilhidrazona), un potente desacoplador de mitocondrias, provoca un aumento de la autofluorescencia en 
tiempo real in vivo en la retina de los ratones, sugiriendo cambios en la actividad metabólica de las células 
oculares tales como NADH y FAD. 
La Figura 12 muestra que los cambios en la función ROS pueden identificarse en las células de la retina. 20 
Figura 12A. Rotenona (A, B) y PMA (C, D) indujeron la producción de ROS in vitro (Wood-Kaczmar A et al, 
PLoS ONE 3:e2455, 2008) Rotenona, un inhibidor del complejo mitocondrial 1, causó un aumento 
significativo de la producción de ROS en células de control, y este aumento fue aún mayor en células 
knockdown PINK1 (kd) medidas por fluorescencia MitoSox (A, B). (PINK1 es un factor genético, que 
desempeña un papel neuroprotector en las mitocondrias de las neuronas de mamíferos contra el estrés 25 
oxidativo. Las células PINK1 kd parecen haber perdido el efecto protector). La aplicación de éster de forbol 
PMA (1 μg/ml), un activador de la NADPH oxidasa, indujo un aumento en la generación de ROS a partir de 
cultivos de astrocitos medidos utilizando fluorescencia de luminiscencia de lucigenina (C, D). La respuesta 
de lucigenina se revirtió mediante la adición de superóxido dismutasa para eliminar el superóxido (A), lo que 
demuestra la especificidad de la respuesta, y se bloqueó por DPI (B). 30 
Figura 12B. Los efectos de la rotenona en la producción de ROS en la retina del ratón in vivo. Producción 
de ROS visualizada con DHE (dihidroetidinio). DHE es un agente no fluorescente, que reacciona con ROS 
intracelularmente para producir un producto oxidativo fluorescente que puede detectarse. Rotenona (50 μM, 
lul) se inyectó por vía intravítrea en un ojo (C57) y se inyectó el mismo volumen de vehículo (solución 
salina) en el ojo contralateral. A continuación, se inyectó DHE (1 ul) por vía intravítrea y se obtuvieron 35 
imágenes de ambos ojos para detectar la producción de ROS utilizando una máquina SLO. Mientras que no 
se pueden detectar señales en los niveles iniciales en ambos ojos (A, C), la administración de rotenona 
indujo señales fluorescentes más fuertes de la producción de ROS en la retina (D) en comparación con el 
vehículo de control (B), que fue significativamente diferente (E, p <0,0001). 
Figura 12C. Los efectos de PMA en la producción de ROS en retina de ratón in vivo. Se inyectó PMA (50 40 
μg/ml, 1 μl) por vía intravítrea en un ojo y solución salina (1 μl) en el ojo contralateral. Se inyectó 
simultáneamente DHE (1 ul) para detectar la producción de ROS. Similar a la rotenona, PMA dio como 
resultado niveles significativamente más altos de producción de ROS (D, E) que el vehículo de control (B, 
E), y no se observó ninguna señal en ningún ojo antes de la inyección de PMA (A, B). 
Figura 12D. Los efectos de Aβ25-35 en la producción de ROS in vivo. Se inyectó por vía intravítrea DHE en 45 
los dos ojos de un ratón para detectar la producción de ROS. La administración de Aβ25-35 (5 nmol) en el 
ojo contralateral dio como resultado señales fuertes de fluorescencia de ROS en la capa de células 
ganglionares de la retina (RGCL, D), en comparación con el control (B) y el valor inicial (A y C). Cambios en 
la fluorescencia como se muestra en E con la cuantificación de los datos que permiten el análisis 
estadístico, que mostraron que Aβ indujo un aumento significativo de la producción de ROS en la retina en 50 
comparación con el control (E, p <0,0001). 
La Figura 13 muestra que los cambios en la homeostasis del Ca2+ pueden identificarse en las células de la 
retina. 
Figura 13A. Imágenes confocales de la respuesta de Ca2+ a Aβ25-35 (Abramov AY et al. J Neurosci 23: 
5088-95, 2003). En un cocultivo de hipocampo cargado con fluo-4, las imágenes confocales durante la 55 
exposición a Aβ muestran que el cambio en [Ca2+]c puede originarse como un cambio focal que se difunde 
a través de la célula y puede restringirse al espacio subplasmalémica a, Serie de tiempo de imágenes 
confocales tomadas durante una sola respuesta transitoria a [Ca2+]c en un astrocito. Ha de apreciarse que 
la respuesta comienza con un aumento focal en [Ca2+]c (punta de flecha) seguido de la propagación más 
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lenta a través de la célula. Esto se ilustra adicionalmente en b, que muestra un gráfico de la señal con el 
tiempo en cuatro ubicaciones diferentes en la celda (se indica con un código de color en la imagen 
insertada). La rápida tasa de aumento en el punto de afluencia contrasta con el aumento mucho más lento 
visto en lo profundo del citosol de la célula. B, Serie de imágenes tomadas de otro astrocito durante una 
respuesta a Aβ 25-35, mostrando de nuevo que la señal de [Ca2+]c puede estar restringida a la periferia de 5 
la célula y no se puede propagar a través de la célula. La primera imagen de la secuencia muestra los datos 
brutos, mientras que las imágenes posteriores muestran la relación de la secuencia de imágenes con 
respecto a la primera imagen de la secuencia. 
Figura 13B. Los efectos de Aβ25-35 en señales de calcio in vivo en un ojo de ratón. La administración 
intravítrea de Fura rojo, un indicador de calcio fluorescente, produjo una señal de calcio débil en la retina (B) 10 
en comparación con el valor inicial (A). Diez minutos después de la aplicación de Aβ25-35 (5 nmol) (como 
se muestra D) sin embargo, se detectó una señal fluorescente más fuerte en la RGCL (C). El análisis 
cuantitativo reveló que Aβ indujo un aumento significativo de las señales de calcio en la retina, en 
comparación con el pretratamiento (D, p <0,001). 
Figura 13C. Se obtuvieron imágenes in vivo de ratones transgénicos de calcio con proteínas indicadoras de 15 
Ca2+ fluorescentes codificadas genéticamente (FCIP). Transitorios de calcio inducidos por Aβ25-35 en un 
ojo de ratón transgénico de calcio. Comparado con el valor inicial (A), la administración intravítrea de Aβ25-
35 indujo una señal de calcio fluorescente inmediata en la retina (B) y la señal pareció aumentar 
significativamente minutos más tarde (C). El análisis de la señal fluorescente después de la inyección de Aβ 
en t = o, se muestra gráficamente con la fluorescencia vista en las áreas identificadas por cuadros de 20 
colores en el recuadro (D, E). 
La Figura 14 muestra que los cambios en la homeostasis de Ca2+ pueden usarse como un marcador para 
controlar la respuesta al tratamiento. 
Figura 14A. Efecto de la ciclosporina sobre la despolarización mitocondrial inducida por ionóforos y [Ca2+]c. 
(Abramov AY et al. Cell Calcium 33: 101-12, 2003). Imagen de células vivas que muestra la medición 25 
simultánea de [Ca2+]c. con Fura-2 y TMRM (un fluoróforo catiónico permeable a la membrana) en células 
HepG2 preincubados con lum CsA durante 30 min y durante los experimentos. (A) ionomicina 10 um (B) 4-
BrA23187 50 um (un ionóforo neutro), (C) ferutinina 50 um (un ionóforo de origen natural electrogénico, que 
se cree que induce la apertura de MPTP)). CsA impidió completamente la despolarización mitocondrial 
inducida por ferritinina. 30 
Figura 14B. Imágenes DARC in vivo de ojos de rata OHT 3 semanas después de una presión intraocular 
(IOP) elevada que muestra una apoptosis de RGC aumentada (puntos blancos) en Control (A) en 
comparación con ojos tratados con CoQ10 (B). (C) muestra el porcentaje de reducción en la apoptosis de 
RGC en el modelo de OHT de glaucoma experimental con tratamiento con CoQ10 tópico en comparación 
con el control (las flechas de color naranja indican tratamiento tópico los Días 0, 1, 7, 21 y 42). CoQ10 35 
redujo significativamente la apoptosis de RGC a las 3 y 6 semanas. 
Figura 14C. Secciones transversales histológicas de retina teñidas para Cicofilina D. Ojos de rata normales 
(A), OHT (B) y tratados con CoQ10 (C) que muestran un aumento de Ciofilina D (CyD, rojo, Vector rojo, 
azul, tinción nuclear de hematoxilina) en la retina tratada con CoQ10 en la capa de RGC 3 semanas 
después de la inducción de OHT, lo que sugiere que CoQ10 aumenta la CyD. 40 
Figura 14D. Gráficos que muestran la puntuación promedio de clasificación histológica de retinas de ojos de 
rata de control, OHT y OHT tratados con CoQ10 a las 3 y 12 semanas después de una IOP elevada, lo que 
muestra un aumento significativo de CyD en ojos CoQ10 a las 3 pero no a las 12 semanas. Esto sugiere 
que existe una asociación en la reducción de la apoptosis de RGC observada en ojos CoQ10 y el nivel de 
apoptosis de RGC, 45 
las Figuras 15 a a f muestran etapas de procesamiento de imágenes para el etiquetado celular. 

 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Modelos animales 50 
 
Para estas investigaciones en ratas, los inventores usaron modelos establecidos de apoptosis neuronal retiniana 
(Cordeiro et al., 2004). Todos los procedimientos cumplieron las regulaciones locales y nacionales y se realizaron 
bajo anestesia general. Se usaron ratas Dark Agouti (DA) adultas, 150-200 g, en todos los experimentos con ratas. 
 55 
Para los estudios experimentales de glaucoma, los inventores usaron un modelo establecido de hipertensión ocular. 
18 ratas fueron sometidas a cirugía para elevar la presión intraocular (IOP) mediante inyección de solución salina 
hipertónica (1,8 M) en dos venas epiesclerales como se ha descrito anteriormente (Cordeiro et al., 2004). Los ojos 
contralaterales y no operados actuaron como controles. Se obtuvieron imágenes de los animales a las 0, 3, 8 y 16 
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semanas, sacrificando al menos 3 animales en cada punto de tiempo para su histología inmediatamente después de 
la obtención de imágenes. Un subgrupo de animales (n = 4) se trató en el momento de la cirugía con el antagonista 
de NMDA MK801 (0,6 nmol; Tocris Cookson Ltd, Bristol, Reino Unido). Se obtuvieron imágenes de estos animales a 
las 3 semanas y luego se sacrificaron para la histología. 
 5 
Para el análisis de la apoptosis de RGC inducida por estaurosporina, 14 ratas DA recibieron 0,5 μg de 
estaurosporina intravítrea (SSP) en 5 μl de solución salina tamponada con fosfato (PBS); ambos de Sigma Aldrich 
Reino Unido, para inducir la apoptosis de RGC como se ha descrito previamente (Cordeiro et al., 2004). Se 
obtuvieron imágenes de los animales de inmediato durante hasta 6 horas, después de lo cual se sacrificaron para 
realizar la histología. 10 
 
Para el análisis de Abeta, se inyectó por vía intravenosa Aβ25-35 recién preparada (Sigma - Aldrich, 3,40 nmol) 
(Dahlgren et al., 2002) en ratones C57 (n = 10) (Maass et al., 2007). Se obtuvieron imágenes de los animales a las 
72 horas. Para los estudios de EA 3xTg-AD, se evaluaron 4 ojos (todos mujeres, 14 meses) con 2 ojos de ratones de 
control envejecidos (PS1KI; hembras, 18 meses). Se obtuvieron ratones 3xTg-AD y control PSlKI de una colonia 15 
(mantenida en CeSI) establecida después de un generoso regalo de Frank Laferla. Se administró acetato de 
miristato de forbol intravítreo (1 μl de 10 μg/ml) a los ojos izquierdos de animales 3xTg-AD, al mismo tiempo que la 
anexina V y PI. 
 
Etiquetado fluorescente in vivo 20 
 
Para identificar RGC, las retinas se marcaron retrógradamente usando diferentes agentes en estudios piloto 
mediante su aplicación a ambos colículos superiores, como se ha descrito previamente (Cordeiro et al., 2004). Los 
estudios piloto identificaron a Dil (perclorato de 1,1'-dioctadecil-3,3,3 ', 3'-tetrametilindocarbocianina, solución al 10 
%; Molecular Probes, Cambridge Biosciences, Reino Unido) como mejor que DiAsp (yoduro de 4-(4-25 
(didecilamino)estiril)-N-metilpiridinio (4-Di-10-Asp), Fluorogold o Rodamina B. Dil se aplicó 10 días antes de todos los 
procedimientos de tratamiento con ratas detallados anteriormente. Dil es un rastreador neuronal lipófilo de 
dialquilcarbocianina de cadena larga, que no afecta a la viabilidad celular, el desarrollo o las propiedades fisiológicas 
celulares básicas (Honig y Hume, 1989). 
 30 
Utilizando un método descrito recientemente por los inventores, a las ratas se les dieron 2,5 μg de anexina V 
marcada con Alexa Fluor 488 intravítrea en 5 μl de PBS para identificación de la apoptosis de RGC, 2 horas antes 
de la formación de imágenes in vivo (Cordeiro et al., 2004). Para los ratones, los inventores usaron 1 μl de una 
solución de 0,25 mg/ml de anexina marcada con IR (anexina-IR) en inyecciones intravítreas como se ha descrito 
previamente (Schmitz-Valckenberg et al., 2008). 35 
 
Para identificar RGC necróticas en ratas (2 μl) y ratones (1 μl), se administró yoduro de propidio (PI; 0,4 mg/ml, 
solución al 1 %, Sigma-Aldrich, Dorset, Reino Unido) por vía intravítrea al mismo tiempo que la anexina, 2 horas 
antes de la obtención de imágenes in vivo. PI se intercala en ácidos nucleicos, se une al ADN bicatenario, pero solo 
cruza la membrana plasmática de células no viables. Por lo tanto, las células que han perdido la integridad de la 40 
membrana se identifican mediante tinción con PI de color rojo fluorescente a través de los núcleos. 
 
Obtención de imágenes 
 
Se obtuvieron imágenes retinianas in vivo de todas las ratas a intervalos regulares y establecidos después del 45 
tratamiento experimental, usando un prototipo de oftalmoscopio láser de barrido confocal Zeiss (cSLO), como se ha 
descrito previamente (Cordeiro et al., 2004; Maass et al., 2007). La obtención de imágenes se realizó bajo anestesia 
general con animales que se mantuvieron en un marco estereotáxico, con las pupilas dilatadas. Se usaron láseres y 
filtros diferentes para los diferentes fluorocromos: para la excitación de Alexa Fluor 488 se empleó una longitud de 
onda de láser de argón de 488 nm, y un fotodetector de estado sólido con un filtro de corte de 521 nm y un filtro de 50 
corte de 550 nm; para DiI, se usó un láser verde cristalino bombeado por diodo con una longitud de onda de 532 nm 
con filtros de corte de 550 nm y de corte de 600 nm; se usó el mismo láser para la visualización de PI pero con un 
corte de 650 nm. El cSLO utilizado en este estudio es el mismo que se ha descrito previamente y con modificaciones 
que cumplen los estándares establecidos para la seguridad y la exposición a la luz (Cordeiro et al., 2004; Schmitz-
Valckenberg et al., 2008). Los inventores han desarrollado un software escrito especialmente para permitir el 55 
procesamiento óptimo de señales fluorescentes de baja luz, lo que ha ayudado enormemente a obtener estas 
imágenes de células vivas (Cordeiro et al., 2004). Se adquirieron imágenes monocromas de cada área usando la 
configuración láser apropiada y se colorearon. Se produjeron imágenes en tres colores combinando cada una de las 
imágenes en escala de grises del cSLO con los canales rojo (PI), verde (anexina 488) y azul (DiI) de una imagen en 
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color RGB. Las imágenes se procesaron de esta manera porque el color rojo, verde y azul (RGB) es universalmente 
aceptado como el método más informativo para mostrar la colocalización. Se aplicó el plugin de análisis de 
correlación de intensidad de ImageJ para generar gráficos de dispersión de colocalización y umbrales de color (Li et 
al., 2004). Se construyeron gráficos de dispersión en color y en bruto de anexina y de intensidad de fluorescencia PI, 
por lo que los datos pudieron analizarse de manera similar a los datos obtenidos mediante análisis FACS in vitro. La 5 
separación de las diferentes fases de muerte celular según si eran como positivas a anexina V (apoptosis temprana), 
doblemente positivas a anexina V y PI (apoptosis tardía) y positivas a PI (necrosis) se habilitó mediante la adopción 
de umbrales establecidos automáticamente por el plugin para cada análisis. Los recuentos de intensidad de 
fluorescencia derivados de gráficos de dispersión en bruto se usaron para cuantificar cada fase de la muerte celular. 
 10 
En ratones, los inventores usaron instrumentación como se ha descrito previamente (Maass et al., 2007; Schmitz-
Valckenberg et al., 2008), con un cSLO modificado (Heidelberg Retina Angiograph 2, Heidelberg Engineering, 
Dossenheim, Alemania) y una lente de campo amplio (55°). Se usaron los ajustes de angiograma de fluoresceína 
(láser de argón de 488 nm) y verde de indocianina (láser de diodo IR 790 nm) para detectar PI y anexina marcada 
con IR, respectivamente. Se usó el mismo software para analizar imágenes secuenciadas de vídeo como se ha 15 
descrito anteriormente con imágenes monocromas retinianas completas de cada ojo grabadas y coloreadas. Las 
imágenes de doble color se produjeron al combinar cada una de las imágenes en escala de grises del cSLO con el 
rojo (PI) y verde (anexina IR) de una imagen en color RGB. 
 
Análisis 20 
 
Se usó el software ImageJ con plugins específicos para crear gráficos de superficie en 3D, proyecciones RGB y 
analizar la colocalización (JaCoP y el Análisis de Correlación de Intensidad). Los datos gráficos de los valores 
medios se concibieron con intervalos de confianza del 95 %, y las comparaciones entre los grupos se realizaron 
mediante ANOVA o prueba t de Student para ojos emparejados, con un nivel de significación p <0,05. 25 
 
Ejemplos 
 
El recuento DARC 
 30 
La imagen retiniana DARC, una imagen "promediada", se adquiere a partir de la imagen original usando un software 
desarrollado específicamente para imágenes de autofluorescencia (von Ruckmann et al., 1995; Wade y Fitzke, 
1998) y se crea una desviación estándar de puntos en comparación con el fondo (Figura 1). Para eliminar el ruido de 
fondo, los puntos con un área por encima de un cierto umbral, por ejemplo, 10, se cuentan como "células" y aquellos 
con un área debajo del umbral indican ruido. El número de células apoptóticas obtenidas se conoce como recuento 35 
DARC. En la Figura 2, hay 633 puntos en total y 319 se identifican como células. Por consiguiente, el recuento 
DARC para esta imagen es de 319. 
 
El patrón DARC de distribución 
 40 
Un escotoma es un área de visión deficiente rodeada por todos lados por una visión relativamente mejor. Las fibras 
arqueadas rodean el fascículo papilomacular, que se origina arriba, abajo y temporal a éste. Las lesiones del 
fascículo arqueado producen escotomas arqueados o cuneiformes y estos son característicos del glaucoma (Figura 
3). 
 45 
De manera similar, la distribución de células apoptóticas a lo largo del fascículo papilomacular permitirá la 
diferenciación entre diferentes enfermedades neurodegenerativas del ojo. Por ejemplo, el glaucoma tendrá un patrón 
focal (típicamente arqueado) de muerte del nervio retiniano después del fascículo papilomacular, mientras que en 
enfermedades, tal como la neurodegeneración diabética, será difuso. 
 50 
La Figura 4 muestra un mapa de densidad de color de la misma imagen mostrada en las Figuras 1 y 2. 
 
La personalización de los equipos de obtención de imágenes permite la detección de etiquetado de triple 
fluorescencia 
 55 
Para detectar simultáneamente tres fluorocromos diferentes, se personalizó un prototipo de oftalmoscopio de barrido 
láser confocal Zeiss (cSLO, Cordeiro et al., 2004) para permitir la detección de diferentes longitudes de onda de 
emisión. Los parámetros utilizados se basaron en marcadores de células marcadas por fluorescencia bien 
establecidos seleccionados para tener propiedades espectrales distintas y una superposición mínima, y la recogida 
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de luz emitida se optimizó con los filtros apropiados (Figura 5). Diversos marcadores de muerte celular que pueden 
diferenciar la apoptosis y la necrosis se conocen bien por los expertos en la técnica. La obtención de imágenes in 
vivo de la apoptosis se basa en el direccionamiento de moléculas marcadoras, tales como las caspasas iniciadoras 
(caspasa 8 y 9), las caspasas efectoras (caspasa 3 y 7), la fosfatidilserina (PS), que está expuesta en el exterior de 
la membrana celular de las células apoptóticas como una señal para la fagocitosis, y la fosfatidiletanolamina (PE), 5 
que está presente en la superficie de las células apoptóticas y desempeña un papel regulador. Los marcadores 
apoptóticos incluyen, pero sin limitación, anexina V, dominio C2A de sinaptotagmina I, duramicina, análogos de 
isatin sulfonamida no basados en péptidos, tal como WC-II-89, y ApoSense, tal como NST-732, DDC y ML-10. Por el 
contrario, la obtención de imágenes de necrosis in vivo aprovecha la pérdida de la integridad de la membrana celular 
permitiendo el intercambio de macromoléculas entre el entorno intracelular y extracelular, lo que no es posible en 10 
células viables. Los marcadores necróticos incluyen, pero sin limitación, yoduro de propidio (PI), pirofosfato, 
antimiosina, glucarato, hipericina y sus derivados, tales como ácido hipericina monocarboxílico y ácido pamoico, 
tales como ácido bis-hidrazida-bis-DTPA pamoico. En el presente estudio, para la identificación de células 
apoptóticas, los investigadores usaron anexina V marcada con Alexa Fluor 488 que tiene un máximo de 
excitación/emisión de 495/519 nm, con un láser de argón y un fotodetector de estado sólido con un filtro de corte de 15 
521 nm y un filtro de corte de 550 nm (Cordeiro et al., 2004); para identificar las RGC apoptóticas necróticas y 
tardías los inventores usaron PI, con máximos de excitación y emisión de 532 nm y 649 nm, respectivamente, con 
detección usando un láser verde cristalino bombeado por diodo con una longitud de onda de 532 nm, y un filtro de 
corte de 650 nm en el fotodetector. Después de la evaluación empírica de varios compuestos diferentes, incluyendo 
DiAsp (yoduro de 4-(4-(didecilamino)estiril)-N-metilpiridinio (4-Di-10-Asp), Fluorogold y Rodamina B, los 20 
investigadores determinaron que DiI era el marcador de RGC más adecuado en estos modelos de rata, con 
máximas de excitación y emisión de 550 nm y 570 nm, respectivamente. El mismo láser utilizado para PI se utilizó 
para la visualización de DiI pero con filtros de corte de 550 nm y 600 nm de corte. 
 
Este sistema permitió la formación de imágenes de longitudes de onda múltiples con alta resolución y sensibilidad, y 25 
una transferencia mínima (Figura 5). Los filtros fueron elegidos específicamente para los fluorocromos utilizados, 
pero en principio se pudo estudiar un número diverso de marcadores fluorescentes utilizados en una amplia gama 
de protocolos establecidos de biología celular con la modificación adecuada del sistema cSLO, destacando el uso de 
la retina como modelo para estudiar procesos celulares in vivo. 
 30 
La obtención de imágenes in vivo permite el seguimiento longitudinal de los cambios en los marcadores celulares en 
el tiempo 
 
Después de definir los parámetros funcionales de la tecnología, los investigadores investigaron a continuación su 
aplicación in vivo usando modelos animales de neurodegeneración. La estaurosporina (SSP), un conocido inhibidor 35 
no selectivo de la proteína cinasa, se usa rutinariamente como un potente inductor de la apoptosis neuronal en 
ensayos in vitro (Belmokhtar et al., 2001). Los investigadores han establecido previamente que SSP puede 
emplearse convenientemente in vivo para inducir una onda rápida y bastante síncrona de apoptosis de RGC que se 
detecta fácilmente usando anexina V (Cordeiro et al., 2004; Maass et al., 2007). Por lo tanto, los investigadores 
primero estudiaron los efectos de SSP en ratas en las que las RGC se habían marcado retrógradamente con DiI, 40 
seguido de la administración intravítrea de SSP, anexina V-488 y PI. 
 
En este modelo, las secuencias de vídeo de lapso de tiempo (Figura 6a-e y Vídeos complementarios 1-2) de áreas 
retinianas únicas durante 5 horas revelaron una distribución aleatoria y la aparición de células apoptóticas y 
necróticas, destacadas particularmente por el gráfico de superficie tridimensional (Vídeo complementario 2), y las 45 
proyecciones de intensidad promedio de la secuencia de lapso de tiempo mostrada en la Figura 6f-g (generada por 
el plugin ImageJ RGB Zprojector). El análisis gráfico de los histogramas de secuencia de imágenes demostró que los 
perfiles de intensidad promedio de anexina V y PI cambiaron significativamente en el tiempo (ejemplos mostrados en 
la Figura 6h). 
 50 
Estos resultados demuestran la prueba del principio de que esta técnica permite el seguimiento de cambios en 
células retinianas individuales en el mismo ojo en el tiempo, con la capacidad de analizar temporal y 
cuantitativamente los cambios en la intensidad de fluorescencia. Hasta donde sabemos, esta es la primera 
demostración de imágenes de múltiples longitudes de onda de alta resolución utilizadas para visualizar la muerte de 
neuronas individuales in vivo. 55 
 
Identificación de patrones de marcadores de muerte de células individuales rastreadas en el tiempo in vivo (ejemplo 
comparativo) 
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Los investigadores evaluaron a continuación si el multietiquetado de las células in vivo permitió la resolución de 
diferentes patrones de muerte celular apoptótica y necrótica. Debido a la rápida cinética y al modo de muerte celular 
predominantemente apoptótico inducido por SSP, los investigadores investigaron de nuevo el triple etiquetado 
simultáneo en ratas. Aunque la cinética precisa del inicio de la positividad a la anexina V y el desarrollo de la tinción 
de PI variaba de una célula a otra, el rastreo de células individuales permitió delinear la historia natural de los 5 
patrones de fluorescencia. 
 
En este modelo de SSP (Cordeiro et al., 2004) se identificaron células individuales de fotogramas, y se seleccionó 
una muestra aleatoria (n = 30) según si eran positivas para DiI (es decir, puntos blancos que identificaban RGC 
individuales, Figura 7a) y se tiñeron con anexina V-488, PI, o ambos. El análisis de vídeo de las células individuales 10 
rastreadas seleccionadas que cumplen estos criterios (etiquetadas artificialmente como puntos de color azul claro en 
la Figura 7b) usando el software ImageJ y el plugin Time Series Analyzer permitió construir perfiles de intensidad de 
anexina V y PI. A partir de estos perfiles, se descubrió que típicamente se observaron tres patrones de etiquetado 
fluorescente, como se ilustra en la Figura 7c, que es un mapa de colores que muestra la distribución de las células y 
los patrones de tinción. En primer lugar, se encontró que algunas células estaban marcadas solo con PI ("PI solo", 15 
puntos rojos, Figura 7c); otras fueron inicialmente positivas para anexina V y posteriormente se volvieron positivas 
para PI ("Anexina primero", puntos verdes, Figura 7c), mientras que otras se volvieron positivas para ambos tintes 
aproximadamente al mismo tiempo ("Perfiles similares", puntos amarillos, Figura 7c). Los patrones de etiquetado 
fluorescente parecen estar distribuidos aleatoriamente. 
 20 
El seguimiento de la tinción con anexina V-488 y PI en células individuales se muestra claramente en los fotogramas 
de vídeo ampliados que ilustran células representativas que muestran los patrones específicos de etiquetado 
fluorescente (señalados con flechas en la Figura 7, por ejemplo, "PI solo"; i-k "Anexina primero"; y m-o "Perfiles 
similares") con gráficos correspondientes de la intensidad de la señal en el tiempo (Figura 7h, l, p). En cada caso 
ilustrativo, los perfiles de intensidad de anexina V y PI cambiaron significativamente en el tiempo. Los tiempos 25 
medios con respecto a la intensidad máxima de esta muestra aleatoria (Figura 7d) revelaron que las células "PI solo" 
tendían a aparecer con una cinética significativamente más corta que las células "Anexina primero" o "Perfiles 
similares". Además, las células que se convirtieron en positivas para anexina V, invariablemente también se 
volvieron positivas para PI, ya sea en una hora o por coincidencia. 
 30 
Estos resultados proporcionan evidencia de que las células neuronales in vivo muestran una heterogeneidad 
considerable con respecto a la cinética de la tinción del marcador de muerte de células necróticas y apoptóticas, y 
por inferencia también el tiempo relativo de exposición a fosfatidilserina (apoptosis en fase temprana) y 
condensación nuclear (apoptosis en fase tardía). 
 35 
Evaluación de las fases de muerte celular in vivo (ejemplo comparativo) 
 
El análisis de FACS in vitro permite que las células se clasifiquen como en apoptosis temprana (positivas para 
anexina V solo), necrosis (PI solo) o apoptosis en fase tardía (positivas tanto para anexina V como para PI). Para 
cuantificar la magnitud de la apoptosis de fase tardía in vivo, los investigadores estudiaron los niveles individuales de 40 
anexina V, PI y su colocalización utilizando el modelo Abeta de muerte de RGC recientemente desarrollado (Guo et 
al., 2007). Las ventajas de esta metodología están bien establecidas en el campo de la biología celular y 
proporcionan una instantánea del estado de la muerte de RGC en cualquier momento. Los investigadores también 
evaluaron los efectos del tratamiento con el bloqueador de canales de NMDA MK801, con los mismos métodos 
analíticos. 45 
 
Usando el modelo Abeta, los investigadores evaluaron los efectos de la Abeta intravítrea (Aβ25-35) de la cual los 
investigadores han demostrado recientemente que induce la apoptosis de RGC en ojos de roedores (Guo et al., 
2007). La muerte significativa de RGC ocurrió 72 horas después de la administración intravítrea de 3,40 nmol de 
Aβ25-35 en el ojo derecho, un tiempo que según el trabajo previo los investigadores había demostrado producir 50 
niveles pico de apoptosis (Figura 8). El ojo izquierdo de cada animal se trató con MK801 intravítreo 0,40 nmol al 
mismo tiempo que Abeta. Las imágenes retinianas de ángulo amplio se registraron 2 horas después de la anexina 
intravítrea (verde) y PI (rojo), tal como se ha descrito previamente (Guo et al., 2006). Una imagen típica de un ojo 
derecho tratado con Aβ25-35 (Figura 8a) en comparación con el ojo izquierdo tratado con MK801 del mismo ratón 
(Figura 8b), demuestra que el tratamiento con MK801 reduce la cantidad de células positivas para anexina V (verde) 55 
y PI (rojo). 
 
Para evaluar los niveles relativos de apoptosis temprana, apoptosis tardía y necrosis, los investigadores estudiaron 
la colocalización de PI y anexina V utilizando el software ImageJ con el plugin de análisis de correlación de 
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intensidad (Li et al., 2004). Se construyeron gráficos de dispersión en bruto y en color de intensidad de fluorescencia 
de anexina y PI a partir de datos generados por plugin para cada animal. Los gráficos de dispersión 
correspondientes (azul) de los ojos mostrados en la Figura 8a-b se ilustran en la Figura 8c-d. Los datos se 
analizaron de manera similar a los datos obtenidos mediante análisis FACS in vitro, con cuatro cuadrantes (líneas 
medias sombreadas en superposición de color como rojo, verde, azul y amarillo) que permiten la separación de las 5 
diferentes fases de la muerte celular como positivo para anexina V (apoptosis temprana, verde), doble positivo para 
anexina V y PI (apoptosis tardía, amarillo) y positivo para PI (necrosis, rojo). Los umbrales se ajustaron 
automáticamente por el plugin para cada análisis de cada ojo. Después, los investigadores usaron los recuentos de 
intensidad de fluorescencia de los gráficos de dispersión en bruto para cuantificar cada fase de la muerte celular. El 
tratamiento con MK801 redujo claramente los niveles globales de muerte celular (Total), pero más particularmente el 10 
número de células en la apoptosis tardía y la necrosis (Figura 8e). Curiosamente, hubo un pequeño aumento en el 
número de células apoptóticas de fase temprana (Anx+) en los ojos tratados con MK801 (Figura 8e). Dado que están 
destinadas a convertirse en Anx+/PI+, esto sugiere que aunque los resultados generalmente respaldan el papel 
neuroprotector de los antagonistas de NMDA en la muerte celular inducida por Abeta (Miguel-Hidalgo et al., 2002), 
es posible que los efectos protectores de MK801 parezcan transitorios debido a su única aplicación en estos 15 
experimentos. 
 
Para evaluar adicionalmente el poder analítico de la técnica, a continuación se investigó si el nivel de estrés 
oxidativo en los ojos tratados con Abeta influía en la fase de muerte celular y si esto era posible de visualizar in vivo. 
Las imágenes de células vivas de cultivos gliales/neuronales han sugerido que Abeta aumenta el estrés oxidativo 20 
neuronal al activar la NADPH oxidasa en la microglía, un efecto que es potenciado por el acetato de miristato de 
forbol (PMA) (Abramov et al., 2005). La Figura 8f-g se toma del ojo derecho no tratado (F) y el ojo tratado con PMA 
(G) izquierdo de un animal tratado 72 horas antes con 3,40 nmol de Aβ25-35. Se administró PMA (0,016 nmol) o 
vehículo al mismo tiempo que anexina V intravítrea y PI, y se obtuvieron imágenes 2 horas después. PMA aumentó 
el número de células positivas para anexina V (verde) (Figura 8f, g), que se confirmó mediante los gráficos de 25 
dispersión de colocalización (Figura 8h, i). La cuantificación de la fluorescencia en todos los animales reveló que 
PMA aumentó significativamente (p <0,05) los niveles globales de muerte celular en el modelo Abeta, pero en 
particular, el número de células que experimentan apoptosis en fase temprana (Figura 8j). Estos resultados 
respaldan la hipótesis de que PMA potencia el daño de ROS inducido por Abeta a través de rutas 
predominantemente apoptóticas (Abramov et al., 2005). 30 
 
Usando la misma metodología, los investigadores compararon a continuación los niveles relativos de fases de 
muerte celular entre los modelos agudos de SSP y Abeta de muerte de RGC, en los puntos temporales en los que 
los investigadores demostraron previamente que se producía la positividad máxima de anexina V de RGC, es decir, 
a las 2 y 72 horas respectivamente (Cordeiro et al., 2004; Guo et al., 2007). Las imágenes se volvieron a analizar 35 
para todos los animales tratados usando gráficos de dispersión de colocalización y la misma metodología que se ha 
descrito anteriormente. La Figura 8k ilustra que tanto los modelos SSP como los modelos Abeta presentan patrones 
similares de muerte celular en el momento de la apoptosis máxima. Los perfiles de muerte celular en ambos 
modelos mostraron significativamente más células en la fase tardía de la apoptosis (p <0,05) en comparación con la 
necrosis o la apoptosis temprana. 40 
 
La historia natural de la muerte celular en modelos crónicos relacionados con el glaucoma 
 
Una vez demostrada la aplicación de esta técnica en dos modelos agudos de muerte de RGC, los investigadores 
investigaron a continuación modelos de neurodegeneración retiniana crónica, que se asemejan más a la enfermedad 45 
humana. El grupo ha caracterizado previamente, usando el perfil in vivo e histológico de la apoptosis de RGC, un 
modelo experimental de rata de glaucoma de presión intraocular crónicamente elevada (OHT) (Cordeiro et al., 2004; 
Guo et al., 2006). Las RGC se marcaron retrógradamente usando métodos descritos previamente con DiI (Cordeiro 
et al., 2004; Guo et al., 2007) y se obtuvieron imágenes de animales repetidamente después de la administración de 
la anexina V intravítrea en diferentes momentos para generar secuencias de vídeo de lapso de tiempo (Figura 9 a-f y 50 
Vídeo complementario 3). La evaluación de RGC marcadas intactas en el modelo de glaucoma (identificado por DiI, 
azul, Figura 9a) reveló cambios drásticos en RGC individuales. Como se esperaba, al compararse con el número de 
células identificadas al inicio (Figura 9b) y a las 3 semanas (Figura 9c), el número de RGC marcadas evidentes a las 
8 semanas se redujo marcadamente (Figura 9d) después de la inducción quirúrgica de presión intraocular elevada 
(IOP). El análisis de la inducción de la apoptosis en estas retinas reveló que aquellas RGC que eran positivas para 55 
anexina V a las 3 semanas (Figura 9e) habían desaparecido a las 8 semanas (Figura 9f), lo que sugiere que una 
onda de apoptosis sigue al evento de elevación de la IOP inicial, lo que va seguido de la depuración de las células 
muertas. 
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A continuación, se analizó la secuencia temporal de los cambios de anexina V y DiI durante este periodo. Utilizando 
un método similar al descrito anteriormente para la Figura 6, los investigadores construyeron una proyección 
tridimensional de intensidad máxima de las secuencias de vídeo de lapso de tiempo (vídeo complementario 3), 
usando Image J RGB Zprojector y el plugin JaCoP. La proyección permitió la evaluación cuantitativa de la máxima 
tinción con anexina V y DiI en cada píxel en la misma área retiniana estudiada en el tiempo. Aunque hubo una alta 5 
relación de superposición de tinción de anexina V con DiI (0,63, lo que confirma la presencia de apoptosis a nivel de 
las RGC), hubo una relación muy baja (0,072) de células DiI también positivas para la anexina V. Esto demuestra 
que solo algunas RGC fueron alguna vez positivas para anexina V y que la apoptosis no es la única ruta 
responsable de la muerte celular en este modelo, o que la positividad para la anexina V es transitoria (como se 
muestra en la Figura 7). 10 
 
Los investigadores luego investigaron la presencia de células apoptóticas y necróticas usando PI y anexina V. A las 
3 semanas en el modelo de OHT solo se identificó una pequeña proporción de RGC en la apoptosis temprana en 
comparación con la apoptosis tardía, como se ve en una imagen típica en Figura 9g. La cuantificación de las fases 
de muerte celular se realizó usando gráficos de dispersión de colocalización descritos previamente. Hubo un 15 
aumento significativo (p <0,05) en las células en la apoptosis de fase tardía en comparación con la necrosis o la 
apoptosis en fase temprana (Figura 91I). De hecho, la mayoría de las células marcadas estaban en la apoptosis de 
fase tardía (Anx+/PI+), presentando relativamente pocas células los marcadores de diagnóstico de la necrosis (PI+) 
o la apoptosis en fase temprana (Anx+). Esta distribución de las células en proceso de muerte es muy similar a la 
observada tanto en los modelos SSP como en los modelos Abeta (Figura 8k) en el momento del pico de apoptosis. 20 
 
Los investigadores evaluaron a continuación si el tratamiento neuroprotector alteró el número relativo de células en 
cada una de las fases de muerte celular, usando el antagonista de NMDA MK801, que los investigadores han 
demostrado previamente que es eficaz en este modelo (Guo et al., 2006). El tratamiento con MK801 en el momento 
de la elevación de la IOP redujo significativamente el número de células positivas tanto para anexina V como para PI 25 
(Figura 9h). El análisis de diagrama de dispersión de colocalización mostró una reducción significativa de los 
marcadores de muerte celular totales (p <0,05) y específicamente una reducción significativa tanto en la apoptosis 
de fase tardía como en la necrosis, en comparación con los ojos OHT no tratados 3 semanas después de la 
inducción de IOP elevada. 
 30 
Evaluación de las fases de la muerte celular en el modelo transgénico triple de Alzheimer 
 
Cada vez hay más evidencia de la participación de la retina en la EA, usando la demostración técnicas histológicas 
de que la apoptosis de RGC se produce en modelos de EA transgénicos dobles (Ning et al., 2008; Shimazawa et al., 
2008). Para determinar si la sincronización de la muerte de RGC se pudo evaluar in vivo en otro modelo de 35 
neurodegeneración crónica, los investigadores aplicaron luego esta técnica a un modelo de EA transgénico triple 
(3xTg-AD). Este es un modelo de EA cada vez más utilizado, que sobreexpresa APPSwe y tauP301L, además de 
portar una mutación PS1M146V knock-in, y actualmente es el único modelo transgénico existente con 
neuropatología tanto de Abeta como de tau (Sensi et al., 2008). Se produce una acumulación temprana de Abeta 
intraneuronal, que disminuye a medida que se depositan las placas extracelulares, similar al desarrollo de la 40 
enfermedad y en los cerebros de los pacientes con síndrome de Down (LaFerla et al., 2007). 
 
Estudios de transgénicos previos (Ning et al., 2008; Shimazawa et al., 2008) han demostrado que en la línea de 
ratón de EA APP/PS1 doble, el nivel de apoptosis de RGC aumentaba con la edad, siendo más preponderante a los 
27 que a los 7,8 meses. Sin embargo, en estos estudios, los congéneres de tipo salvaje envejecidos (27 meses) no 45 
se evaluaron. La Figura 10a muestra la apariencia típica del ojo de una imagen de 3xTg-AD de 14 meses a las 2 
horas después de PI intravítreo y anexina-IR junto con imágenes del ojo de forma similar de un control de 18 meses 
(ratón transgénico PS1KI que no muestra neuropatología Abeta y tau (Oddo et al., 2003)) (Figura 10b). Para 
cuantificar los niveles de las diferentes fases de muerte celular, los investigadores utilizaron de nuevo los datos 
generados a partir de un análisis de gráfico de dispersión de colocalización, que mostró significativamente más RGC 50 
en la fase de apoptosis temprana (p <0,05, verde, Anx+) y menos necrosis (p <0,05, rojo, PI+) en 3xTg-AD en 
comparación con el control envejecido (Figura 10c). Estos datos muestran que mientras que un bajo nivel de muerte 
celular apoptótica y necrótica ocurre como una correlación del envejecimiento sano normal en ratones, en los 
ratones con EA hay un aumento significativo en los números relativos de RGC en la apoptosis en fase temprana. 
 55 
A continuación, se investigó si el estrés oxidativo en los ojos con EA influía en la fase de muerte celular y si esto 
podía visualizarse in vivo. Como la acumulación de Aβ intraneuronal y las placas Abeta extracelulares son 
características de este modelo (LaFerla et al., 2007), los investigadores plantearon la hipótesis de que la adición de 
PMA revelaría si el nivel de Abeta en este ratón transgénico es suficiente para modular la respuesta retiniana in vivo 
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(Abramov et al., 2005). Por lo tanto, los investigadores compararon los efectos de PMA en animales 3xTg-AD de 14 
meses (Figura 10d) y animales de control envejecidos (Figura 10e). PMA pareció aumentar el nivel de tinción de 
anexina en los ojos tratados de ambos animales. Sin embargo, la cuantificación reveló que aunque el tratamiento 
con AMP aumentó significativamente la apoptosis en fase temprana tanto en ojos de control como en ojos 3xTg-AD 
(p <0,05, Figura 10f-g), la magnitud del aumento fue mucho menor en los ojos de control en comparación con 3xTg-5 
AD (30,3 % en control envejecido, 61,4 % en 3xTg-AD). PMA también disminuyó la apoptosis tardía (p <0,05) en el 
modelo 3xTg-AD y la necrosis (p <0,05) en los ojos de control. 
 
Estos hallazgos muestran que PMA estimula una mayor tasa de apoptosis en fase temprana (tinción de anexina V 
sola) en animales 3xTg-AD, y son consistentes con los datos en la Figura 8 que muestran un efecto similar de PMA 10 
en el modelo de muerte de RGC aguda mediada por Abeta. 
 
Procesamiento de imágenes para etiquetado celular 
 
Como se ha mencionado anteriormente, es ventajoso poder superponer una imagen sobre otra y ser capaz de 15 
identificar y seguir la apoptosis en células específicas. 
 
Fase 1. Preprocesamiento La luminancia y/o el contraste de las regiones que constituyen imágenes de "mosaico" 
pueden ser heterogéneas y esto es muy problemático para el procesamiento de imágenes que se basa en técnicas 
de filtro + umbral (como es típico en biología celular). Para hacer frente a esto, se emplea un "control de ganancia" 20 
de luminancia local y contraste local (elemento novedoso n.° 1) que minimiza las fluctuaciones de 
luminancia/contraste de escala gruesa y conserva los detalles finos. Este proceso consiste en calcular la desviación 
media y estándar de los niveles de gris en el espacio de un píxel dado y convertir la luminancia de píxeles en una 
"puntuación z" de luminancia eficaz. Específicamente, la luminancia media ponderada de Gauss es una versión 
difusa gaussiana del original  25 
 

 
 

donde I es la imagen fuente y Gs es un filtro gaussiano bidimensional (desviación estándar, s). La desviación 
estándar ponderada de Gauss se puede calcular de la siguiente manera:  30 

 

 
 

y la imagen final preprocesada es entonces:  
 35 

 
 
A continuación, esta imagen se procesa con un filtro de paso de banda laplaciano-gaussiano (∆2Gt) convencional 
(con desviación estándar, t) para destacar la estructura de imagen isotrópica de alta energía. La ventaja del 
preprocesamiento se ilustra en la Figura 15. La Figura 15a es la imagen original y 15b el resultado de filtrarla con el 40 
filtro ∆2Gt. Se han de tener en cuenta las respuestas de filtro débiles (bajo contraste) en la parte inferior izquierda de 
la imagen. La Figura 15c muestra la versión preprocesada de la Figura 15a (generada con las Ec. 1-3) y la Figura 
15d una versión filtrada de laplaciana de la imagen preprocesada. Se ha de tener en cuenta que la respuesta del 
filtro ahora es mucho más uniforme espacialmente que en 1b y que la vasculatura candidata y la estructura celular a 
través ahora es visible en toda la imagen, y seguirá siéndolo después del umbral global (usado rutinariamente, y a 45 
continuación, para aislar la estructura de imagen discreta). 
 
Fase 2. Identificación celular Para etiquetar la estructura de la imagen como células, primero se aplica el umbral 
de imagen estándar a las imágenes filtradas. Luego se emplea "análisis de Blob" en las regiones aisladas que 
resultan para calcular su longitud a lo largo de la longitud de los ejes mayor (Lmaj) y menor (Lmin), su área (A) y su 50 
centroide ([Cx,Cy]). Luego se realiza una categorización novedosa de la estructura de la imagen basada en estas 
estimaciones. En la imagen de la Figura 15e se han categorizado blobs como células (rojo), vasos (verde) o ruido 
(azul), basándose en los siguientes criterios: Para ruido: A<Amin, y para vasos: (Lmaj /Lmin)>Aspectomin. Todas las 

E10777076
22-06-2018ES 2 674 713 T3

 



 
 

 17

demás características se clasifican como células. Esta exclusión de la estructura no celular usando criterios de 
tamaño combinado y relación de aspecto es novedosa. 
 
Fase 3. Análisis de densidad celular La fase final del procesamiento usa estimaciones de la ubicación de cada 
celda ([Cx,Cy]) para calcular los mapas de densidad celular. Para cualquier punto dado en una imagen, se genera 5 
una estimación del número medio (ponderado de Gauss) de celdas que están dentro de algún espacio que rodea el 
punto. La Figura 15f es el mapa de densidad resultante de dicho análisis de la imagen de células en la esquina 
superior derecha. El radio del anillo (inserción) indica el tamaño (±1σ) de la ventana gaussiana utilizada para calcular 
la densidad de peso. 
 10 
Ejemplos de tratamientos para el glaucoma 
 
Apoptosis de RGC glaucomatosas 
 
En el glaucoma crónico, la apoptosis de RGC parece ser un evento temprano (Kerrigan et al., 1997; Quigley, 2005; 15 
Quigley et al., 1995), con varios mecanismos implicados en la patogénesis de la muerte de RGC apoptóticas en el 
glaucoma, aunque aún no se ha identificado un único mecanismo causal. Aunque la IOP puede verse como un 
inductor directo de estrés y la apoptosis de RGC (Guo et al., 2005; Kwon et al., 2009), el daño a RGC puede 
producirse en presencia de una IOP "normal" (Sommer, 1989). El glaucoma parece ser de naturaleza multifactorial 
con factores genéticos y ambientales complejos (Fingert et al., 1999; Libby et al., 2005; Mabuchi et al., 2007; Ray et 20 
al., 2003). En condiciones de aumento de la IOP, el estrés mecánico sobre la lámina cribosa puede conducir a la 
degeneración axonal inicial, como lo sugieren Howell et al. usando el modelo de ratón DBA/2J de glaucoma. Este 
estudio también sugirió que es posible proteger las RGC contra dicho daño usando el alelo lento de la degeneración 
de Waller, lo que permitió la protección funcional del glaucoma en el modelo de ratón D2.Wlds (Howell et al., 2007). 
 25 
Se han identificado varios factores inductores de estrés diferentes tales como la hipoxia tisular (Kaur et al., 2008; 
Tezel et al., 2009) y la activación de células gliales (Lebrun-Julien et al., 2009). Los mecanismos que se cree que 
inician la cascada apoptótica en el glaucoma y, por lo tanto, dianas potenciales para la neuroprotección, se resumen 
en la Tabla 1. Estos incluyen: excitotoxicidad (Dreyer et al., 1996; Guo et al., 2006; Osborne et al., 1999; Salt y 
Cordeiro, 2006), disfunción mitocondrial (Mittag et al., 2000; Tatton et al., 2001; Tezel y Yang, 2004), plegamiento 30 
defectuoso de proteínas (Guo et al., 2007; McKinnon et al., 2002a; Yoneda et al., 2005), estrés oxidativo (Ko et al., 
2005; Tezel, 2006), inflamación (Tezel et al., 2001; Tezel et al., 2007) y privación de neurotrofina (Cui and Harvey, 
1995; Rudzinski et al., 2004). Para una revisión exhaustiva de los mecanismos de lesión de RGC véase (Qu et al., 
2010). 
 35 
Las posibles estrategias neuroprotectoras incluidas en este artículo se han seleccionado de acuerdo con la 
evidencia en relación con el glaucoma y/o otras afecciones neurodegenerativas. Por lo tanto, solo se han incluido 
aquellas terapias donde se ha identificado un mecanismo de acción, y el agente usado que se ha demostrado que 
modula el mecanismo. 
 40 
Los diversos mecanismos propuestos de muerte celular de RGC se han investigado mediante el uso de una 
diversidad de modelos tanto in vitro como in vivo, como se muestra en la Tabla 1. Las ventajas, desventajas y qué 
tan estrechamente estos diferentes modelos se correlacionan con el glaucoma de ángulo abierto primario (POAG) 
en el hombre, han sido recientemente el centro de algunas revisiones exhaustivas (Johnson y Tomarev, 2010). Es 
importante reconocer que todavía no existe un modelo perfecto de glaucoma, y trasladar los resultados de estudios 45 
preclínicos a estudios clínicos es a menudo problemático. 
 
Neuroprotección y excitotoxicidad 
 
La excitotoxicidad es el proceso patológico por el cual las RGC y otras células neuronales mueren como resultado 50 
del exceso de glutamato extracelular (Choi, 1992; Doble, 1999; Olney, 1969). El glutamato liberado de la célula 
apoptótica puede desencadenar la muerte necrótica de las células circundantes que se han salvado del insulto 
original, iniciando una cascada de autodestrucción, lesión celular adicional y muerte (Casson, 2006; Cheung et al., 
2008; Osborne et al., 1999). Varios estudios han confirmado el efecto neurotóxico del glutamato en la retina (Gross 
et al., 1999; Hyndman, 1984; Kawasaki et al., 2000; Luo et al., 2001), mientras que otros han sugerido una lesión y 55 
muerte de las RGC mediadas por glutamato en glaucoma (Brooks et al., 1997; Dreyer et al., 1996; Guo et al., 2006; 
Mcllnay et al., 2004; Moreno et al., 2005; Salt y Cordeiro, 2006). 
 
La modulación del receptor de NMDA ha constituido un área principal de investigación en la neuroprotección de 
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glaucoma (Dong et al., 2008; Guo et al., 2006). Los estudios in vivo e in vitro han sugerido que el bloqueo de los 
receptores tanto NMDA como no NMDA ofrece simultáneamente una protección óptima contra la neurodegeneración 
isquémica (Leinders-Zufall et al., 1994; Mosinger et al., 1991). Hay varios fármacos anti-excitotóxicos que se han 
investigado in vivo e in vitro, que ejercen sus acciones neuroprotectoras al superar la excitotoxicidad inducida por 
glutamato como se indica en la Tabla 1. 5 
 
Los antagonistas del receptor de NMDA más prominentes son MK801 y memantina. MK801, también conocido como 
maleato de (+)-5-metil-10,11-dihidro-5H-dibenzo[a,d]ciclohepten-5,10-imina, es un antagonista no competitivo del 
receptor de NMDA y ha demostrado potencial neuroprotector en el SNC durante muchos años (el-Asrar et al., 1992; 
Foster et al., 1988; Tamura et al., 1993). 10 
 
También se ha encontrado que MK-801 protege las RGC tanto in vitro (Tsuda, 2004) como in vivo en el modelo de 
lesión del nervio óptico (Russelakis-Carneiro et al., 1996), el modelo de rata con lesión retiniana inducida por láser 
(Solberg et al., 1997), y en modelos de ratas hipertensas (Chaudhary et al., 1998; Guo et al., 2006). El trabajo en el 
modelo experimental de isquemia retiniana inducida por alta IOP verificó el efecto neuroprotector de MK801 a 15 
mediar a través de la disminución de la expresión de Bad (Russo et al., 2008). El efecto de MK-801 in vivo sobre la 
apoptosis de RGC en un modelo de toxicidad retiniana inducida por estaurosporina mostró una reducción en el 
número de RGC apoptóticas en comparación con los controles (Guo et al., 2006). Desafortunadamente, MK801 no 
se usa clínicamente debido a su efecto neurotóxico (Fix et al., 1993; Olney, 1969), lo que se cree que es debido a la 
alta afinidad a los receptores de NMDA y su largo tiempo de permanencia en el canal (Lipton, 1993). 20 
 
La memantina, también conocida como 1-amino-3,5-dimetil-adamantano, es un derivado estructural de tres anillos 
del fármaco anti-influenza, amantadina (Cheung et al., 2008). Se cree que los grupos adicionales de amina (-NH2) y 
dos grupos laterales de metilo (-CH3) son responsables del aumento de la residencia y la afinidad por los receptores 
de NMDA en relación con la amantadina (Lipton, 2006). Sin embargo, Memantina presenta una fuerte dependencia 25 
del voltaje con una rápida cinética de bloqueo/desbloqueo, que muestra una potencia débil durante la transmisión 
sináptica normal (Johnson y Kotermanski, 2006). Una investigación preliminar sobre la memantina como agente 
neuroprotector en el glaucoma demostraron una reducción en la muerte neuronal inducida por NMDA in vitro 
(Pellegrini y Lipton, 1993). Resultados posteriores in vivo han mostrado una disminución de la pérdida de RGC en 
modelos de rata y ratón isquémicos e hipertensos (Kim et al., 2002; Lagreze et al., 1998; WoldeMussie et al., 2002), 30 
potencialmente a través de liberación reducida de citocromo c en la retina de ratón glaucomatoso (Ju et al., 2009). El 
tratamiento con memantina también dio como resultado una reducción en la contracción de las neuronas dentro del 
relevo del cuerpo geniculado lateral (LGB) contralateral (capas 1, 4 y 6), una diana principal para las células 
ganglionares de la retina (Yucel et al., 2006). 
 35 
La memantina está aprobada por la Food and Drug Administration (FDA) para el tratamiento de la enfermedad de 
Alzheimer moderada a grave (Reisberg et al., 2003) y es el único agente neuroprotector que ha completado el 
ensayo clínico de fase III en pacientes con OAG. El ensayo demostró que la memantina fue ineficaz por el criterio de 
valoración primario, ofreciéndose los mecanismos variables de la apoptosis ganglionar retiniana como explicación 
(Osborne, 2008), aunque el diseño inadecuado del estudio y el criterio de valoración inadecuado podrían ser motivos 40 
adicionales para este resultado. 
 
DNQX es un antagonista del receptor AMPA que ha demostrado una mayor potenciación de la supervivencia de 
RGC que MK-801 (Yoneda et al., 2003), mientras que se ha demostrado que Riluzol previene o disminuye la 
apoptosis inducida por la presión y mejora la recuperación de ondas ERG, destacando los beneficios del 45 
direccionamiento de múltiples receptores en la muerte celular excitotóxica. 
 
Otra posible ruta neuroprotectora es a través de la mediación de los receptores de acetilcolina (ACh), como lo 
demuestran los estudios sobre el inhibidor de la ACh esterasa, galantamina, un fármaco clínicamente utilizado en el 
tratamiento de la EA. La galantamina activa potencialmente el AchR muscarínico, lo que conduce a la protección de 50 
las RGC independientemente de los niveles de IOP (Almasieh et al., 2010). 
 
Disfunción mitocondrial y terapia 
 
Las mitocondrias son la principal fuente de energía dentro de las células y el sitio principal de producción de ROS, 55 
por lo que es una diana principal para reducir el estrés oxidativo. Una disminución en el potencial de la membrana 
mitocondrial y un aumento en la permeabilidad de la membrana se han visto implicados como un factor causal de la 
apoptosis de las RGC en el glaucoma (Mittag et al., 2000; Tatton et al., 2001; Tezel y Yang, 2004). Los estímulos 
relacionados con el glaucoma tal como la hipoxia, el TNF-α y el estrés oxidativo pueden desencadenar la ruta de la 

E10777076
22-06-2018ES 2 674 713 T3

 



 
 

 19

muerte de RGC mediada por mitocondrias. En el estrés glaucomatoso, las mitocondrias regulan el exceso de Ca2+ 
citosólico, lo que conduce a la acumulación intramitocondrial de Ca2+, la despolarización de la membrana 
mitocondrial y la producción de ROS (Kristian y Siesjo, 1998). Se ha demostrado que esto desencadena la liberación 
de proteínas inductoras de apoptosis, tales como citocromo c (Nickells, 1999) y CPP32 (activadores de caspasa 3) a 
través de la apertura del poro de transición de permeabilidad mitocondrial (PTP) (Hirsch et al., 1997; Marchetti et al., 5 
1996). 
 
Se han propuesto varios compuestos, descritos en la Tabla 1, para potenciar la energía disponible dentro de la 
célula y evitar la despolarización mitocondrial. 
 10 
CoQ10, también conocida como ubiquinona, desempeña un papel indispensable en el metabolismo energético y 
presenta el mayor potencial como neuroprotector. Sirve como un cofactor dentro de la cadena respiratoria, 
transportando electrones y facilitando la producción de ATP. Se ha encontrado que es altamente eficaz como 
neuroprotector en modelos animales de enfermedades neurodegenerativas, tales como la enfermedad de Parkinson, 
la enfermedad de Huntington, y la ataxia de Friedreich (Beal, 2003). Su efecto neuroprotector, demostrado en RGC 15 
tanto in vivo como in vitro, se cree que es multifactorial (Nakajima et al., 2008; Nucci et al., 2007b), ejercido no solo a 
través de la mediación del transporte de electrones del complejo I y II al complejo III dentro de la cadena de 
transporte de electrones sino también a través de sus propiedades antioxidantes, regulación de la expresión génica 
e inhibición de la PTP (Cheung et al., 2008; Papucci et al., 2003). 
 20 
Tratamientos de plegamiento defectuoso de proteínas 
 
Los depósitos de amiloide, que consisten en agregados de Ap, son un rasgo característico de varias enfermedades 
neurodegenerativas tales como Alzheimer (Pepys, 2006), enfermedad de Parkinson (Bayer et al., 2002), y deterioro 
cognitivo leve (Attems y Jellinger, 2006; Verwey et al., 2008; Villemagne et al., 2008). También se han visto 25 
implicados recientemente en la patogénesis del daño retiniano (Shimazawa et al., 2008), la degeneración macular 
relacionada con la edad (AMD) (Johnson et al., 2002), y el glaucoma (Goldblum et al., 2007; Guo et al. al., 2007; 
McKinnon et al., 2002a; Yoneda et al., 2005). 
 
Los fármacos designados para dirigirse al β-amiloide (Aβ) incluyen inhibidores de β-secretasa (BSI) tales como N-30 
benciloxicarbonil-Val-Leu-leucinal (Z-VLL-CHO) que se ha encontrado que reduce la apoptosis de RGC in vitro e in 
vivo (Guo et al., 2007; Yamamoto et al., 2004), así como los anticuerpos rojo Congo y Anti-Aβ (Guo et al., 2007; 
Lorenzo y Yankner, 1994). La terapia triple, dirigida a diferentes fases de la ruta Aβ usando BSI, anticuerpos anti-Aβ 
y rojo congo, mostró un efecto neuroprotector superior sobre la apoptosis de RGC en una hipertensión ocular de rata 
en comparación con tratamientos singulares (Guo et al., 2007). 35 
 
También son de interés con respecto al plegamiento defectuoso de proteínas las proteínas de choque térmico 
(HSP), un grupo de chaperonas moleculares especializadas que median diversas funciones fisiológicas dentro de las 
células. Las HSP están reguladas positivamente en condiciones estresantes para restaurar la integridad estructural 
normal (Soti et al., 2005). 40 
 
Varias familias de HSP se han visto implicadas en enfermedades neurodegenerativas (Pepys, 2006), y la apoptosis 
de RGC glaucomatosas (Guo et al., 2007; McKinnon et al., 2002a), con niveles aumentados de autoanticuerpos 
circulantes con respecto a alfa-cristalinas y HSP27 (Tezel et al., 1998), y el aumento de la inmunotinción de HSP-60, 
HSP-27 en RGC y los vasos sanguíneos de la retina en pacientes con glaucoma (Tezel et al., 2000). Se ha 45 
demostrado que la administración sistémica de Geranilgeranilacetona, un agente antiulceroso, en el modelo de 
glaucoma de rata, aumenta la expresión de HSP-72 con una marcada reducción en la pérdida de RGC (Ishii et al., 
2003), posiblemente a través de interacciones con diferentes proteínas cinasa tal como Akt cinasa, y la inhibición de 
NF-KB (Neckers, 2007; Thomas et al., 1998). Los fármacos dirigidos al plegamiento defectuoso de proteínas en el 
glaucoma se resumen en la Tabla 1. 50 
 
Terapia y estrés oxidativo 
 
El estrés oxidativo es una afección patológica en la que la tasa de producción de especies de oxígeno reactivo 
(ROS) excede la capacidad antioxidante del cuerpo. Las ROS son metabolitos altamente reactivos parcialmente 55 
reducidos del oxígeno molecular, que contienen un electrón desapareado. ROS se genera principalmente a través 
de la cadena de transporte de electrones a niveles relativamente bajos durante el metabolismo aeróbico y 
desempeña una parte integral en la transducción de señales. La isquemia, potencialmente por desregulación 
vascular y lesión por reperfusión en las células, son indicios críticos de estrés oxidativo (Flammer et al., 1999), lo que 
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conduce a una generación adicional de ROS con depleción de ATP y fallo mitocondrial, desencadenando las rutas 
de muerte celular mitocondrial dependiente de caspasa e independiente de caspasa (Murphy, 1999). Los niveles 
aumentados de ROS aumentan la peroxidación lipídica, la peroxidación de proteínas (Siu y To, 2002) y las rupturas 
de cadenas individuales en ácidos nucleicos (Finkel, 1998; Finkel y Holbrook, 2000). También se ha encontrado que 
las ROS inducen la activación y disfunción de las células de Muller, generando más material oxidativo (Neufeld y Liu, 5 
2003; Tezel et al., 2003; Yuan y Neufeld, 2001). 
 
El posible papel de ROS en el glaucoma ha conducido a la investigación de múltiples antioxidantes como posibles 
agentes neuroprotectores resumidos en la Tabla 1. 
 10 
La melatonina, un potente antioxidante de origen natural con actividad captadora de radicales libres, que presenta 
un papel crítico en la circulación del humor acuoso y muestra potencial como neuroprotector (Dubocovich et al., 
1997; Sugden et al., 1997; Wiechmann et al., 1999; Wiechmann y Wirsig-Wiechmann, 1994). Se cree que sus 
acciones neuroprotectoras están mediadas por múltiples mecanismos incluyendo la reducción de las rupturas 
monocatenarias y bicatenarias en el ADN (Sun et al., 2002), el aumento de la fosforilación de Akt (Kilic et al., 2005a; 15 
Lee et al., 2006; Tajes Orduna et al. al., 2009), reducción de la apoptosis inducida por NO (Siu et al., 2004) y la 
inhibición de los poros de transición mitocondrial y la liberación del citocromo c (Andrabi et al., 2004; Jou et al., 2004; 
Kilic et al., 2004). La melatonina demostró un efecto neuroprotector sobre las RGC in vivo (Siu et al., 2004; Tang et 
al., 2006), también protegió a las neuronas de retina de conejo in vitro (Cazevieille y Osborne, 1997). Ginkgo Biloba 
ha sido parte de la medicina tradicional china y japonesa durante muchos siglos (Evans, 2002; Samuelsson, 1999), 20 
para tratar una amplia gama de enfermedades, incluida la enfermedad de Alzheimer (Kanowski et al., 1996; 
Kanowski y Hoerr, 2003; Yancheva et al. al., 2009), AMD (Rhone y Basu, 2008) y glaucoma de baja tensión 
(Quaranta et al., 2003). Sin embargo, los datos autoinformados del estudio 2002 National Health Interview mostraron 
que no hubo una asociación significativa entre los pacientes con glaucoma y el uso de Gingko biloba (Khoury et al., 
2009). El extracto de Ginkgo biloba (EGb761) contiene dos compuestos principales: 24 % de glucósido de flavona y 25 
6 % de terpenoides. El glucósido de flavona está compuesto por quercetina, kaempferol e isorhamnetina glucósidos 
(1-3), y los terpenoides están compuestos por A, B, C, D y J ginkgólidos y bilobalida. El extracto también contiene 
ácidos orgánicos tales como ácido cinurénico, ácido 6-hidroxicinurénico, ácido vainílico, ácido shikímico y ácido 
glucúrico (Hirooka et al., 2004). Se encontró que EGb 761 es un excelente antioxidante, que inhibe eficazmente la 
apoptosis inducida químicamente (Thiagarajan et al., 2002), además de poseer actividades de factores de activación 30 
tanto antiinflamatorios como antiplaquetarios. EGb 761 también tiene un efecto vasomodulador sobre los vasos 
sanguíneos, donde aumenta la velocidad del flujo sanguíneo ocular (Chung et al., 1999). Además, a través de la 
inhibición del NO, el factor activador de plaquetas (PAF) y la catecol-O-metiltransferasa (COMT) aumenta el flujo 
sanguíneo cerebral (Diamond et al., 2000). EGb 761 ha demostrado efectos neuroprotectores sobre las RGC en un 
modelo de glaucoma de rata (Hirooka et al., 2004). Aunque el mecanismo exacto del efecto neuroprotector de EGb 35 
761 aún se desconoce, se han propuesto todos los mecanismos de reducción de la transducción de señal 
dependiente de Ca2+, la inhibición de la forma patológica inducible de la enzima NO sintasa (iNOS) (Bastianetto et 
al., 2000b) y su posible efecto sobre la ruta Aβ (Augustin et al., 2009; Bastianetto et al., 2000a). 
 
Estrategias antiinflamatorias e inmunológicas 40 
 
La creciente evidencia en estudios clínicos y experimentales sugiere fuertemente la participación del sistema inmune 
en el glaucoma (Tezel et al., 2009). El daño neuronal sostenido en el glaucoma y otras afecciones 
neurodegenerativas isquémicas puede desencadenar respuestas inmunes, lo que conduce a una producción 
excesiva de linfocitos T. Los linfocitos T activados posteriormente atacan a los antígenos presentados a su receptor 45 
por el complejo principal de histocompatibilidad 9 (MHC 9). Se ha demostrado la regulación positiva de las moléculas 
MHC de clase II en células gliales de rata y la estimulación de la activación de linfocitos T en tejido cultivado 
retiniano y del nervio óptico (Tezel et al., 2007). En un modelo de rata desprovisto de linfocitos T debido a la 
timectomía hubo un aumento de la muerte de RGC después del aplastamiento del nervio óptico (Yoles et al., 2001). 
Además, varios estudios de investigación mostraron que el aumento del sistema inmune por transferencia pasiva de 50 
linfocitos T dirigidos contra proteínas básicas de mielina o la inmunización activa con el péptido derivado de mielina 
reduce la pérdida de RGC después de la lesión del nervio óptico (Schwartz, 2001). Se ha informado de un hallazgo 
similar en ratas a las que se les inyectaron linfocitos T de proteína básica antimielina activados después del 
aplastamiento parcial del nervio óptico (Moalem et al., 1999; Moalem et al., 2000). La liberación de TNF-α, una 
potente citocina proinflamatoria, y su posterior unión al receptor de muerte, Receptor-1 de TNF-α (TNR-R1), 55 
desencadena un componente dependiente de caspasas y un componente independiente de caspasa de las rutas de 
promoción de la muerte mitocondrial. El complejo TNF-α-R es capaz de reclutar proteínas adaptadoras que activan 
la caspasa 8, lo que a su vez activa la caspasa 3 (Pastorino et al., 1996; Tezel et al., 2004). 
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Las actividades de TNF-α están mediadas por interacción con dos receptores distintos, el receptor de TNF-1 que 
contiene el dominio de muerte (TNF-R1) y el receptor de TNF-2 que no contiene el dominio de muerte (TNF-R2) 
(Wajant y Scheurich, 2001). Se ha confirmado que TNFR1 media la mayoría de la actividad biológica de TNF-α 
(Chen y Goeddel, 2002) y se ha sugerido que participa en el proceso neurodegenerativo de glaucoma (Tezel et al., 
2001), la pérdida de células neuronales y la isquemia retiniana (Fontaine et al., 2002), mientras que TNF-R2 mostró 5 
actividad neuroprotectora, reduciendo la isquemia retiniana (Fontaine et al., 2002). 
 
Los fármacos antiinflamatorios, que se dirigen a la ruta de señalización de TNF-α y presentan actividad 
neuroprotectora, se han convertido en un área de investigación cada vez más activa como se describe en la Tabla 1. 
 10 
El fármaco antiinflamatorio más prometedor es el Copolímero-1 (Cop-1), también conocido como acetato de 
glatiramero. Fue aprobado por la FDA para tratar la Esclerosis Múltiple (EM), Cop-1 es un análogo no 
encefalitogénico sintético de baja afinidad a la proteína básica de mielina, que desencadena una respuesta 
autoinmune neuroprotectora, al unirse a las proteínas MHC y mediante la reacción cruzada con diversos linfocitos T 
y mielina del SNC. Cop-1 presentaba actividad neuroprotectora sobre las RGC in vivo en el modelo de rata de 15 
aplastamiento del nervio óptico (Kipnis et al., 2000), en modelos animales de alta IOP (Bakalash et al., 2003, Ben 
Simon et al., 2006) y contra la excitotoxicidad inducida por glutamato (Schori et al., 2001). Se cree que este efecto 
neuroprotector está mediado por el aumento del número de linfocitos T en un modelo de glaucoma de rata (Li et al., 
2008). 
 20 
Privación de neurotrofinas 
 
Los factores neurotróficos, péptidos de peso molecular pequeño, ampliamente expresados en RGC (Jelsma et al., 
1993) tienen un papel indispensable en el crecimiento, la diferenciación y la supervivencia. Incluyen: factor de 
crecimiento nervioso (NGF) (Kaplan et al., 1991), factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF), neurotrofinas 4 y 25 
5 (NT4 y NT5) (Barde et al., 1982; Berkemeier et al., 1991) y NT3 (Hohn et al., 1990; Rosenthal et al., 1990) que 
ejercen sus efectos a través de cinasas relacionadas con tropomiosina (Trk). Varios estudios de investigación 
demostraron que el flujo de los factores neurotróficos del colículo superior en el SNC a las RGC se reduce 
notablemente en el modelo animal de glaucoma, donde tanto el transporte axonal retrógrado como anti-retrógrado 
están comprometidos (Anderson y Hendrickson, 1974; Hayreh et al., 1979; Rudzinski et al., 2004). Esto conduce a 30 
una reducción en el soporte trófico neuronal, lo que a su vez compromete la supervivencia neuronal y desencadena 
la apoptosis, como se observa en RGC después de la sección transversal del nervio óptico (Berkelaar et al., 1994). 
 
Se han investigado con éxito diversos factores de crecimiento como neuroprotectores, como se describe en la Tabla 
1. El NGF (factor de crecimiento nervioso) se ha identificado en varios estudios como neuroprotector en el modelo de 35 
glaucoma de Morrison al reducir la apoptosis de RGC mediante aplicación tópica (Colafrancesco et al., 2010 
Lambiase et al., 2009) además de mostrar efectos neuroprotectores funcionalmente en los estudios de pacientes 
(Lambiase et al., 2009). También se ha demostrado que la restauración de los niveles del receptor de NGF, TrkA, es 
neuroprotectora, proporcionando evidencia adicional de un papel para la ruta del NGF en Glaucoma (Colafrancesco 
et al., 2010). La participación de la ruta está respaldada por la evidencia de que una combinación de NGF, agonistas 40 
de TrkA y antagonistas de p75NTR son neuroprotectores (Lebrun-Julien et al., 2009). 
 
Sin embargo, la sostenibilidad sigue siendo una limitación. Después de un tratamiento prolongado con neurotrofinas, 
las RGC presentaron una disminución en la expresión del receptor de neurotrofina reduciendo la eficacia del 
tratamiento. Para superar este problema, se ha propuesto una combinación de tratamiento con neurotrofinas y 45 
terapia génica dirigida a la regulación ascendente de los receptores (Cheng et al., 2002). Se ha demostrado que la 
IOP elevada da como resultado una regulación ascendente transitoria de TrkA, una sobreexpresión del receptor 
TrkC truncado y la activación de los receptores P75 apoptóticos (Rudzinski et al., 2004). La administración exógena 
de neurotrofinas aumenta la fosforilación de los receptores Trk en la lámina cribosa y los astrocitos del nervio óptico 
(Lambert et al., 2004); mientras que la transferencia del gen TrkB protege las RGC in vivo en el modelo de axotomía 50 
(Cheng et al., 2002). 
 
El campo de la terapia génica en la neuroprotección se está expandiendo rápidamente (Liu et al., 2009; Wax y Patil, 
1994). En el glaucoma se está convirtiendo en un enfoque altamente accesible (Harvey et al., 2006), ya que la malla 
trabecular, el epitelio ciliar, el músculo ciliar, las células Müller y las RGC son estructuras diana apropiadas para la 55 
terapia génica, y se han probado diversos sistemas de administración (Borras et al., 2002). 
 
Un agente prometedor para la terapia de glaucoma es BIRC-4, también conocido como XIAP (IAP: inhibidores de la 
proteína de apoptosis). La inyección intravítrea de vector viral adenoasociado usando codificación de pollo-p-actina 
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(AAV-CBA) para BIRC4 humano en el modelo de rata de glaucoma crónico dio como resultado una marcada 
reducción en la apoptosis de RGC que se mantuvo durante 12 semanas. Se cree que este efecto neuroprotector 
está mediado por la inhibición directa de caspasa-3 y caspasa-8, manteniendo indirectamente la producción de 
neurotrofinas de células Muller e influyendo en la circulación del humor acuoso o una combinación de ambos 
(McKinnon et al., 2002b). 5 
 
Compuestos con múltiples mecanismos de acción: Brimonidina y estrógenos 
 
El tartrato de brimonidina al 0,2 % se conoce también como UK-14, 304, es un agonista adrenérgico α2 de tercera 
generación que atrae el interés de muchos investigadores en el campo de la neuroprotección. El efecto 10 
neuroprotector de Brimonidina en RGC se ha demostrado in vitro (Knels et al., 2008) e in vivo (Donello et al., 2001; 
Wheeler et al., 1999, WoldeMussie et al., 2001). Sin embargo, el modo de acción para Brimonidina sigue sin estar 
claro con diversos mecanismos propuestos. Se cree que el efecto positivo de Brimonidina en la supervivencia de 
RGC, que incluye una reducción en su tamaño de soma en un modelo de hipertensión ocular de rata, está mediado 
por la atenuación de la toxicidad del glutamato o la regulación ascendente de los factores neurotróficos derivados del 15 
cerebro (Hernandez et al. al., 2008). Sin embargo, en un modelo de rata de isquemia retiniana inducida por presión, 
se sugirió que el efecto neuroprotector de Brimonidina estaría mediado a través de la inhibición de la cascada 
apoptótica, posiblemente a través de la inducción de genes antiapoptóticos como bcl-2 y bcl-x, así como como 
cinasas reguladas por señal extracelular (ERK) y rutas de fosfatidilinositol-3' cinasa/proteína cinasa (Lai et al., 2002). 
Mientras que, el efecto de la Brimonidina en las RGC en retinas de rata aisladas, así como in vivo en modelos de 20 
glaucoma de rata y conejo se demostró que estaba mediado por la reducción de la reducción mediada por el α2-
adrenoceptor de cAMP intracelular (Dong et al., 2008). 
 
Un ensayo clínico que evaluó los efectos de la brimonidina no relacionados con la IOP demostró un deterioro del 
campo visual reducido en comparación con la trabeculoplastia con láser de 360° (Gandolfi et al., 2004), mientras que 25 
se esperan los resultados del tratamiento con brimonidina en el estudio del tratamiento del glaucoma a baja presión 
(Krupin et al., 2005). 
 
Los estrógenos, hormonas esteroides derivadas del colesterol, mantienen la función normal de diversos órganos, 
estando los receptores de estrógenos ERα y ERβ ampliamente expresados en tejidos retinianos humanos y 30 
animales (Kobayashi et al., 1998; Ogueta et al., 1999). El estrógeno ha demostrado efectos neuroprotectores en 
modelos animales de Alzheimer (Simpkins et al., 2005) y otras enfermedades neurológicas (Hoffman et al., 2006). 
Se cree que la acción neuroprotectora del estrógeno está mediada por múltiples mecanismos; la unión con los 
receptores de estrógenos ERα y ERβ (D'Astous et al., 2004; Dubal et al., 2001; Singer et al., 1996), la activación de 
genes antiapoptóticos tales como Bcl-2 y Bcl-xl (Garcia-Segura et al., 1998), la inhibición del estrés oxidativo 35 
mitocondrial (Razmara et al., 2007), la inhibición de la muerte neuronal inducida por p-amiloide, así como la 
estimulación de la ruta Akt/PI-3k (Honda et al., 2000 Zhang et al., 2001). El tratamiento con 17β-estradiol de 
neuronas corticales de rata expuestas a glutamato demostró una mayor integridad y función neuronal, posiblemente 
mediada por una reducción en los niveles de caspasa-3 y calpaína (Sribnick et al., 2004). Un análogo de estradiol 
también demostró efectos protectores sobre el RPE (Dykens et al., 2004; Yu et al., 2005) y sobre las RGC in vitro 40 
(Kumar et al., 2005) e in vivo (Nakazawa et al., 2006; Zhou et al., 2007). 
 
Conclusión 
 
La gestión de pacientes con glaucoma puede ser un desafío clínico para los oftalmólogos debido al hecho de que la 45 
mayoría de los pacientes con glaucoma son asintomáticos hasta que se produce una pérdida sustancial del campo 
visual. Sin embargo, durante los últimos años, se ha avanzado en la comprensión de los mecanismos tanto 
patogénicos como neuroprotectores involucrados en el glaucoma y su tratamiento. Históricamente, sin embargo, el 
traslado de fármacos preclínicos y experimentales a pacientes ha demostrado ser problemático debido a la falta de 
buenos modelos experimentales de la enfermedad; el estrecho índice terapéutico de los fármacos neuroprotectores 50 
debido a efectos secundarios no deseados en los pacientes, así como la falta de buenos criterios de valoración 
clínicos (Levin y Peeples, 2008). Ahora se cree que se necesitan mejores criterios de valoración clínicos para 
acceder a los nuevos agentes terapéuticos. Desafortunadamente, el fracaso del ensayo clínico de fase III de 
memantina en pacientes con glaucoma ha reducido el entusiasmo por las trayectorias neuroprotectoras (Osborne, 
2008). Sin embargo, los avances recientes en la tecnología de imágenes deberían proporcionar a los médicos e 55 
investigadores herramientas más fiables para acceder a los agentes neuroprotectores de eficacia (Cordeiro et al., 
2004; Cordeiro et al., 2009). Todavía no está claro si la neuroprotección en el glaucoma tiene un papel en los 
pacientes, y es probable que permanezca poco claro hasta que se publiquen ensayos clínicos de glaucoma bien 
diseñados y exitosos que demuestren la existencia de un fármaco que proporcione neuroprotección. 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un método para determinar una fase de una enfermedad neurodegenerativa, comprendiendo el 
método: 
generar una imagen in vivo de células apoptóticas en el ojo de un sujeto, habiéndose administrado al sujeto un 5 
marcador apoptótico marcado, y contar el número de células apoptóticas en la imagen, 
comprendiendo además el método comparar el número de células apoptóticas en la imagen con el número de 
células apoptóticas en una imagen del ojo del sujeto obtenidas previamente. 
 
2. Un método de acuerdo con la reivindicación 1, en el que la enfermedad es una enfermedad 10 
neurodegenerativa ocular. 
 
3. Un método de acuerdo con la reivindicación 2, en el que la enfermedad neurodegenerativa ocular es 
glaucoma o neuropatía diabética. 
 15 
4. Un método de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el marcador es una anexina, especialmente 
anexina V. 
 
5. Un método de acuerdo con la reivindicación 1, en el que la etiqueta es una etiqueta optimizada por 
longitud de onda. 20 
 
6. Un método de acuerdo con la reivindicación 1, en el que las células apoptóticas son células retinianas, 
tales como células nerviosas retinianas. 
 
7. Un método de acuerdo con la reivindicación 6, en el que las células apoptóticas son células 25 
ganglionares de la retina (RGC), células bipolares, amacrinas, horizontales y/o fotorreceptoras. 
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