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RESUMEN

La optogenética es una técnica, desarrollada recientemente, que permite el
control a través de la luz de la actividad de neuronas definidas genéticamente.
Las células son primero modificadas genéticamente para expresar unas
determinadas proteinas fotosensibles (opsinas), que son canales ionicos,
bombas proténicas, o receptores acoplados a proteinas G. Luego, las células
genéticamente modificadas son iluminadas con luz de una determinada longitud
de onda, activando o inhibiendo los canales i6nicos o las bombas de protones,
produciéndose la despolarizaciéon o hiperpolarizacién, y consecuentemente la
estimulacién o inhibicién celular. A lo largo del desarrollo de la optogenética,
diferentes variantes de opsinas se han ido descubriendo o creando a través de
ingenieria genética, por lo que ahora es posible estimular o inhibir la actividad
neuronal o las vias de sefalizacion intracelular, en escalas de tiempo rapidas o
lentas, con luz de diferentes longitudes de onda. Esta tecnologia permite un
control celular con una alta resolucion temporal y espacial. La optogenética ha
revolucionado el campo de la neurociencia, abriendo nuevas oportunidades para
el conocimiento de los mecanismos de la enfermedad neuroldgica y ofreciendo
nuevas perspectivas en el tratamiento de patologias como la epilepsia, el
Parkinson o la seccion medular. La traslacion de los estudios optogenéticos en
animales a la practica clinica, es un tema de futuro.

Palabras clave: Canalrodopsina, Halorodopsina, optogenética, vector viral,
ratén Cre recombinasa, laser, LED, epilepsia, parkinson, seccion medular.

ABSTRACT

Optogenetics is a recently developed technology that can be used to control the
activity of genetically-defined neurons with light. Cells are first genetically
engineered to express a lightsensitive opsin, which is typically an ion channel,
pump, or G protein—coupled receptor. When engineered cells are then illuminated
with light of the appropriated wavelength, opsin-bound retinal undergoes a
conformational change that leads to cannel opening or pump activation, cell
depolarization or hyperpolarization, and neural activation or silencing. Since the
advent of optogenetics, many different opsin variants have been discovered or
engineered, and it is now possible to stimulate or inhibit neuronal activity or
intracellular signaling pathways on fast or slow timescales with a variety of
different wavelengths of light. This technology allows optical control of genetically
targeted biological systems at high temporal and spatial resolution. The
depolarization or silencing can be optically induced on a millisecond time scale.
Optogenetics has revolutionized the field of neuroscience, it opens new
opportunities for more systematic delineation of disease mechanisms and better
treatments, in pathologies such as epilepsy, parkinson, and spinal cord secyions.
Although recent developments in optogenetics have largely focused on
neuroscience, it has lately been extended to other clinical applications, including
cardiac and retinal pathology.

Key words: Channelrhodopsin, Halorhodopsin, optogenetics, viral vector, Cre
mouse, laser, LED, epilepsy, parkinson, spinal cord injury.
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1. INTRODUCCION

La optogenética es una nueva técnica que permite el control selectivo
(estimulacion o inhibicidn), mediante pulsos de luz, de células especificas a las
que se les ha transfectado proteinas fotosensibles que no poseen de manera
natural. Esta nueva técnica permite controlar una poblacion de células sin afectar
a las células de alrededor, aportando una elevada resolucién espacial y temporal.

En el desarrollo de esta técnica, el primer paso fue la identificacion, en
algas y bacterias, de los genes codificantes de proteinas de membrana
fotosensibles. Ello dio paso a la elaboracion de construcciones genéticas en las
que, junto a la secuencia codificante de las proteinas fotosensibles se
incorporaba el promotor responsable de que tales proteinas se expresasen solo
en las células deseadas. El siguiente paso fue la transfeccién de este material
genético al animal deseado, utilizando como vector un virus (adenovirus o
lentivirus), que se inyecta en el animal. Finalmente, se desarrollaron electrodos
de fibra Optica (optrodos) capaces de permitir el acceso de luz laser de una
determinada longitud de onda (verde, amarilla o azul), al 6rgano diana, para abrir
canales fotosensibles, de los que resultara la activacion o inhibicion de la célula
correspondiente.

Aunque las técnicas de optogenética estan siendo utilizadas en muy
diversas areas de la investigacion biomédica, es en el campo de la neurologia
donde encuentra sus principales aplicaciones.

Los organismos invertebrados, gracias a su sistema nervioso central
mucho mas simple nos ofrecen la ventaja de poder experimentar con cada una
de las neuronas identificadas, lo que nos permite alcanzar un conocimiento mas
sofisticado del comportamiento y el control del sistema nervioso en estos
organismos.

Sin embargo, los animales vertebrados tienen un sistema nervioso
mucho mas amplio, complejo y variable. El cerebro de los vertebrados posee
cientos de millones de neuronas en roedores y cientos de billones en humanos,
conteniendo distintos tipos celulares con distintos patrones de expresion
molecular, actividad fisioldgica y conectividad topoldgica. Por lo que, a pesar de
gue se ha avanzado en este campo existen todavia muchas limitaciones en el
conocimiento y control de los circuitos cerebrales. Las técnicas tradicionalmente
usadas para investigar y controlar la funcion cerebral, como la estimulacion
eléctrica mediante insercion de electrodos o la estimulacion farmacologica, nos
aportan poca resolucién espacial y temporal respectivamente.

El control preciso de la actividad neuronal tanto en espacio como en
tiempo se consigue con la optogenética, una novedosa y prometedora via de
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abordaje de multitud de patologias, especialmente las neuroldgicas, como la
epilepsia. En el 2010 fue elegida “Método de Afo” entre todos los campos de la

ciencia y la ingenieria por la revista Nature Methods.

2. BREVE HISTORIA DE LA OPTOGENETICA

En 1979 Francis Crick —el descubridor de la doble hélice del DNA-
defendia que el gran reto para entender el cerebro y sus funciones y para
combatir sus enfermedades, era poder controlar de manera precisa un tipo de
células dejando las demas inalteradas [Crick FH, 1979]. Hasta hace muy poco,
la Unica forma que teniamos de estimular un cierto grupo de neuronas era la
insercion de electrodos, lo que da muchos problemas; entre ellos, que al aplicar
una sefal eléctrica se afectan todas las neuronas que hay alrededor sean del
tipo que sean. La idea de utilizar luz para controlar selectivamente modelos de
actividad neuronal especifica dentro de los diferentes subtipos de células del
cerebro fue sugerida por primera vez hace poco mas de una década [Zemelman
et al., 2002] y supuso la solucion al reto expuesto por Crick dos décadas antes.

Un afio después del articulo de Zemelman, se describié [Nagel et al.,
2003] en el alga Chlamidomonas Reinhardii, la presencia de una opsina, la
denominada channelrhodopsin2, cuya activacion mediante luz azul, permitia el
flujo de cargas positivas al interior celular, produciéndose la despolarizacién de
la célula. Se trataba, por tanto, de canales celulares de membrana cuya apertura,
en respuesta a la luz, permitia la activacién celular. Este potencial avance
culminé cuando, dos afios mas tarde, se demostro [Boyden et al., 2005] que se
podia expresar la opsina del alga en las neuronas de mamiferos, haciéndolas,
por tanto, sensibles a luz azul. De esta manera, con pulsos laser de luz de 400nm
(luz azul) se podia estimular la actividad neuronal. Dos afios mas tarde,
miembros de este mismo grupo de investigacion describieron la
halorhodopsina, una opsina presente en arqueobacterias como las
Natronomonas pharaonis que, tras ser expuesta a luz amarilla, trasporta iones
CI- al interior celular y desencadena su hiperpolarizacion, lo que significa la
inhibicidn de la actividad neuronal.

A partir de estos estudios iniciales, las herramientas de la optogenética
han evolucionado de manera exponencial gracias, entre otras cosas a la
ingenieria genética. La optogenética se ha utilizado para analizar diferentes
mecanismos biolégicos in vitro e in vivo y se considera una herramienta
prometedora para aplicar clinicamente, como método terapéutico de muchas
enfermedades, como por ejemplo la epilepsia, trastornos visuales, secciones
medulares, etc.



3. HERRAMIENTAS DE LA OPTOGENETICA
3.1. Canales i6nicos fotosensibles

Las herramientas béasicas de la optogenética son las opsinas: proteinas
fotosensibles de membrana que son canales idnicos o bombas protonicas,
capaces de modificar la actividad de las células en la que se expresan, cuando
éstas son expuestas a una luz de determinada longitud de onda (Fig.1).

Estos canales se encuentran en algunos tipos de bacterias, arqueas y
algas (opsinas Tipo I). En estos microorganismos sirven para una variedad de
funciones como, por ejemplo, controlar el movimiento de sus flagelos para
permitir el desplazamiento hacia una fuente luminosa o la huida de entornos
peligrosos. Estas opsinas se componen de una proteina transmembrana que
funciona como una bomba o canal i6nico, y se pueden utilizar tal como se
encuentran en la naturaleza o ser disefiadas para optimizar su funcionamiento.

Es importante puntualizar que las opsinas necesitan la presencia de
retinal (retinaldehido), una de las muchas formas de Vit A, para llevar a cabo su
funcion. De tal manera que, cuando el retinal se une a la opsina, el complejo
opsina-retinal se convierte en fotosensible. El foton provoca la isomerizacion del
retinal, lo que induce un cambio conformacional en la opsina, la apertura de los
canales iénicos o la activacion de la bomba de protones; lo que lleva a un cambio
en el potencial de membrana, y con ello la activacion o inhibicion neuronal [Guru
et al., 2015].

Afortunadamente, el retinal esta presente en cantidades suficientes en
el tejido neuronal de los mamiferos, lo que permite aplicar la optogenética sin
necesidad de administrar retinal de manera exdgena. Sin embargo, los
organismos invertebrados, como Drosophila, necesitan suplementos de retinal
para que las opsinas puedan llevar a cabo su funcion.

También podemos encontrar opsinas en células animales, que
participan en funciones como la visién o los ritmos circadianos. Estas son
conocidas como opsinas Tipo Il y se trata de receptores acoplados a proteinas
G que al recibir el estimulo luminoso inician una cascada de sefializacion, y en
consecuencia los cambios producidos en la actividad neuronal son mas lentos
gue con las opsinas tipo I. Debido a su estructura mas simple y a su cinética mas
rapida, las opsinas tipo | son el objetivo principal en investigacion y por lo tanto
en las que nos centraremos en este trabajo.
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Figura 1. El principio optogenético: cambiar el potencial de voltaje de la membrana de las
células excitables. a) Herramientas de excitacion celular: La activacién de la Channelrhodopsin-
2 (ChR2) de Chlamydomoas reinhardtii y Channelrhodopsin-1 Volvox carteri (VChR1) hace que
se abran los canales de cationes no selectivos lo que conduce a la despolarizacién de las células
diana. Herramientas de inhibicién celular: Archaerhodopsin-3 (Arch) de Halorubrum sodomense
funciona como bomba de protones y conduce a la hiperpolarizacion de la célula diana, al igual
gue la bomba de cloruro de Natronomonas Pharaonis (NpHR). b) Espectro de luz al que son
sensibles las diferentes proteinas de membrana. Tomado de [Rein and Deussing, 2012].

Como comentdbamos anteriormente, el primer paso para el desarrollo de
la optogenética fue la identificacion de los genes codificantes de las proteinas de
membrana fotosensibles (opsinas). Actualmente se conocen la secuencia de tres
genes que codifican estos tres canales de membrana sensibles a la luz:
Channelrhodopsin, Halorhodopsin y Archaerhodopsins (Fig 3). Ademas,
mediante técnicas de ingenieria genética, se han disefiado nuevas opsinas con
propiedades adaptadas a las necesidades de problemas especificos de
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investigacion. A continuacion, vamos a describir, de manera concisa, las
propiedades de algunas de estas opsinas (Fig 2).

Canalrodopsinas (Channelrhodopsins o ChRs)

Presentes en el alga verde Chlamidomonas Reinhardii, intervienen en
la homeostasis y fototropismo de la misma. Son canales cationicos localizados
en la membrana celular, que se activan con luz azul. Al exponerse las algas a
este tipo de luz se abren los canales y permiten el flujo de cargas positivas al
interior celular, principalmente iones Na* e H*, pero también K* y Ca?*. Se
produce una despolarizacion celular y por lo tanto se estimula la actividad
neuronal.

La primera opsina utilizada para controlar la actividad neuronal fue la
Channelrhodopsin-2 (ChR2), una de las dos ChRs expresadas por la
Chlamidomonas Reinhardii. La ChR2 es un canal catidnico que responde a luz
azul (460 nm) permitiendo el paso de cargas positivas al interior de la célula,
despolarizandola.

En 2005, la ChR2 se introdujo en neuronas del hipocampo cultivadas y
se comprobo6 que podia controlar la actividad neuronal con elevada resolucion
temporal: pulsos muy breves (milisegundos) de luz azul inducian potenciales de
accion individuales con una frecuencia de 30 espigas por segundo.

Desde esta primera demostracion de la utilidad de la ChR2 para el
control de la actividad neuronal, las herramientas en optogenética han
evolucionado de manera exponencial y se han descubierto y disefiado mediante
ingenieria genética diferentes opsinas con una gran variedad de propiedades

(Fig. 2).

Opsinas ultrarrapidas (Ultrafast opsins)

Un area de especial interés en el desarrollo de las ChRs ha sido la
creacion, mediante mutaciones dirigidas, de opsinas con una cinética mas rapida
(ChETA, ChEF/ChIEF), acelerando el tiempo de desactivacion de la opsina tras
su activacion por la exposicion a la fuente luminosa.

Estas opsinas resultan especialmente adecuadas para aquellas
situaciones donde se necesita controlar actividades neuronales extremada-
mente rapidas, como es el caso de las fast-spiking inhibitory parvalbumin
neurons, interneuronas corticales inhibitorias que expresan parvalbumina
(proteina fijadora de calcio) y estan implicadas en la generacion de los ritmos



gamma [Sohal et al., 2009]. Otra ventaja de estas opsinas ultrarrapidas es que
reducen la posibilidad de que se genere mas de un potencial de accion (dos o
tres espigas) en respuesta a un unico pulso de luz.

Opsinas biestables (Step-Function opsins o SFOs)

En algunos disefios experimentales puede que lo que se pretenda sea
modificar la actividad espontanea de una poblacion neuronal mas que controlar
la generacion de cada potencial de accion. Para este fin fueron disefiadas las
Step-function u opsinas biestables (SFOs). Se crearon modificando la ChR2 con
el objetivo de aumentar el tiempo en el que este canal se mantiene abierto. La
primera SFO se genero introduciendo una mutacion en la ChR2 en la posicion
C128. Con esta mutacion se conseguia mantener abierto el canal durante
decenas de segundos tras un breve pulso de luz azul, permitiendo una
despolarizacion sostenida (step) [Berndt et al.,, 2009]. Otra variante, con
mutacion en D156A, permitia mantener los canales abiertos durante minutos
[Bamann et al., 2010]. Combinando ambas mutaciones ChR2 (C128/D156A) se
obtuvo una SFO que mantenia la apertura de los canales, y por lo tanto la
despolarizacién neuronal en respuesta al estimulo luminico, durante media hora.
[Yizhar et al., 2011].

Estas opsinas son particularmente utiles para manipular la actividad
neuronal en el estudio de patrones de comportamiento o de conducta, donde
conectar al animal a una fibra Optica puede ser complicado. De esta manera, los
animales solo tendrian que estar unidos al cable de fibra 6ptica un tiempo breve
para iniciar la actividad neuronal con un pulso de luz azul, pudiendo ser
desconectados a continuacién y seguir manteniendo la actividad neuronal
inducida por la luz, lo que permitiria estudiar sus patrones de comportamiento.
Finalmente, los animales podrian ser conectados de nuevo a la fibra 6ptica, para
finalizar la alta actividad neuronal mediante un pulso de luz amarilla.
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Figura 2. Imagen de algunas de las actuales opsinas conocidas. El color indica el color
Optimo de luz utilizada en las diferentes opsinas y Tof indica la velocidad de desactivacion.
Tomada de [Guru et al., 2015].

Opsinas con un espectro de excitacion desplazado (Spectral shifted
Excitatory Opsins)

Actualmente, se esta poniendo esfuerzo en el desarrollo de opsinas con
un espectro de excitacion desplazado con respecto al de las primeras opsinas,
con el objetivo de conseguir un control éptico independiente de las diferentes
poblaciones neuronales [Guru et al., 2015].

El desarrollo de opsinas desplazadas hacia el rojo (red-shifted opsins) ha
sido un objetivo inicial debido a dos razones. En primer lugar, estas opsinas
podrian ser usadas en combinacion con la ChR2 sensible a luz azul, sin
superponerse. En segundo lugar, una opsina sensible a una longitud de onda
larga, puede ser util para hacer posible una penetracion profunda de la luz dentro
del tejido reduciendo la dispersion, lo que haria posible una estimulacion luminica
no invasiva.



La primera opsina red-shifted, VChR1, identificada en Volvox carteri,
responde a una longitud de onda de 535 nm, desplazada significativamente hacia
el rojo en comparacion con la ChR2 (460 nm). Sin embargo, se encontraron
dificultades con la utilizacion de esta opsina en mamiferos debido su baja
corriente. Se genero otra variante, la C1V1 (por fusion de la secuencia N-terminal
de ChR1 con la secuencia C-terminal de VChR1) que siendo sensible también a
una longitud de onda de 539 nm, tuvo mejor acogida. A pesar de ello, hay que
tener en cuenta que presenta una cinética de desactivacion larga al compararla
con la ChR2.

Otra variante de opsina red-shifted, ReaChR, ha mejorado el trafico
transmembrana en células de mamiferos con una cinética mas rapida y una
corriente mayor. Ademas, esta opsina, al estar significativamente mas
desplazada al rojo, es sensible a una longitud de onda de 590-630 nm, lo que
nos permite estimular a las células a través del craneo sin necesidad de utilizar
técnicas invasivas.

A pesar de que las opsinas descritas anteriormente responden
principalmente a longitudes de onda desplazadas al rojo, también presentan
cierta absorcion residual de luz azul. Esto puede ocasionar una comunicacion
cruzada entre los canales. No obstante, dos opsinas descubiertas
recientemente, han supuesto un avance hacia la resolucion de este problema.
Chrimson (una opsina con un espectro de excitacion de 450 nm, desplazada al
rojo desde la ChRs previa) y Chronos (una opsina sensible a la luz azul y verde,
con una elevada sensibilidad a la luz y una cinética rapida). Las diferencias en la
longitud de onda de la luz necesaria para activar cada una de estas opsinas,
permite que cuando éstas se utilizan de manera combinada en diferentes
poblaciones neuronales, se consiga una estimulacion independiente de cada una
de las poblaciones neuronales dentro de una misma zona del cerebro,
evitandose la superposicion.

Halorodopsinas (Halorhodopsins o NpHR)

Localizadas en arqueobacterias como las Natronomonas pharaonis, se
trata de proteinas de membrana que constituyen bombas de iones cloruro.
Cuando estas proteinas se exponen a la luz amarilla, trasportan activamente
iones CI al interior celular, causando su hiperpolarizacion e inhibicion de la
actividad neuronal. Este grupo de opsinas tiene el inconveniente de que su
expresion en las neuronas es mas pobre que la de las ChRs.
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Archaerhodopsins (Arch, Mac, BR)

Estas opsinas también se encuentran en especies de arqueobacterias.
Son bombas de protones hacia el exterior celular, que se activan con luz verde
o amarilla, y responden a ella bombeando cargas positivas a exterior, es decir,
causando hiperpolarizacion celular y por lo tanto inhibicion de la actividad
neuronal.

Més recientemente, también se han desarrollado opsinas inhibitorias con
espectro desplazado al rojo: Spectral shifted Inhibitory Opsins. Las bombas
de protones y de iones cloruro descritas anteriormente son significativamente
mas red-shifted que la ChR2. Aun asi, se busca el desarrollo de opsinas
inhibitorias aun mas red-shifted, con el mismo objetivo, descrito anteriormente,
de conseguir una estimulacion luminica no invasiva, evitando la penetracion en
el cerebro [Guru et al., 2015].

Opsinas controladoras de sefiales intracelulares (optoXRs).

Las opsinas presentes en vertebrados (opsinas tipo Il), a diferencia de las
descritas anteriormente, son receptores acoplados a proteinas G que al recibir
el estimulo luminoso inician una cascada de sefializacion, modificando de esta
manera la actividad celular. Utilizando este rasgo caracteristico de las opsinas
tipo I, se desarroll6 [Airan et al., 2009] una familia de opsinas denominadas
optoXRs. Reemplazando  determinados receptores (como por ejemplo
receptores adrenérgicos) por estas opsinas, se podria modificar de manera
selectiva diferentes cascadas de sefializacion con un estimulo luminoso, de
manera dirigida y con precision temporal. Es decir, controlar la actividad
bioquimica de la célula mediante luz.

3.2. Los métodos de transfeccién de canales

La expresion eficiente de los genes codificantes de opsinas es
fundamental para lograr la manipulacion especifica del tipo celular diana. Esto
se puede lograr de varias maneras.

Un método muy extendido, porque permite un estrecho control sobre la
localizacion espacial de expresion de la opsina, es el uso de vectores virales.
Este procedimiento consiste en inyectar en la region de interés del cerebro, un
virus disefiado que contiene el gen que codifica la opsina junto a un promotor
especifico.
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Figura 3. Tipos principales de opsinas empleadas para el control optico de la actividad
neuronal. (A-C) Respuesta fisiologica de (A) Archaerhodopsinas (hiperpolarizacién), (B)
Halorhodopsinas (hiperpolarizacién), (C) Channelrhodopsinas (despolarizacién), tras la
exposicion a la luz. (D) Efectos de los canales Archaerhodopsinas durante y después de 5
segundos de exposicién a luz amarilla, sobre la actividad neuronal cortical piramidal. Arriba:
actividad neuronal de una neurona representativa, suprimida durante la exposicion, y tasa media
de descargas instantaneas. Media global de la tasa de descargas antes, durante y después de
la exposicién. (E) Actividad de Halorhodopsinas para mediar el cese de espigas en una neurona
hipocampal. Arriba: estimulacién neuronal. Medio: hiperpolarizaciéon inducida por luz amarilla.
Abajo: combinacion de ambas. La luz bloquea las espigas pero se mantienen intactas durante
los periodos de oscuridad. (F) Efecto de pulsos de luz azul sobre la actividad de dos neuronas
hipocampales que expresan Channelrhodopsina. Tomado de [Boyden et al., 2011].

Varios vectores virales tales como lentivirus, virus adeno-asociados,
virus de la rabia, adenovirus canino, y el virus herpes simplex se han
utilizado para introducir opsinas a diferentes animales, incluyendo el ratén, rata,
pez cebra,y en modelos de primates. Sin embargo, la carga de material genético
gue estos virus pueden transportar es limitada, lo que hace que el tamafio del
promotor no pueda ser muy grande, reduciendo de este modo la diversidad de
tipos de células que pueden modificarse de manera especifica y dirigida y con
una expresion suficiente.

Este método de transfeccion se utiliza de rutina cuando se tiene como
células diana todas las neuronas, usando la sinapsina humana (hsyn) como
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promotor, o cuando se quiere apuntar a las neuronas excitadoras usando como
promotor en este caso CaMKlla (Tabla I).

Cell Population Promoter

Pan-neuronal Synapsin, hThy1

Glutamatergic (excitatory) CaMKII
GABAergic (inhibitory) VGAT

Dopaminergic THp
Serotonergic TPH
Cholinergic ChAT
Purkinje cells L7
Oligodendrocytes MBP
Astrocytes gfaABC1D
Activity-dependent promot- Fos, Arc
ers

Tabla |. Promotores de células especificas utilizados para modificacion genética dirigida.
CaMKII = Quinasa calcio-calmodulina dependiente tipo II; ChAT = colina acetiltrasferasa; hThyl
= timocito humano-1; MBP = proteina mielina basal; THp = promotor de tirosina hidrixilasa; TPH
= promotor de triptdfano hidroxilasa; VGAT = trasportador vesicular de GABA. Modificada de
[Pendharkar et al., 2016].

Algunos vectores virales se han desarrollado para dirigir ciertos tipos de
células especificas genéticamente definidas por un promotor, como comentamos
en el parrafo anterior, pero la mayor parte de tipos celulares requieren mayor
cantidad de material genético para conseguir esa especificidad que el que se
puede trasportar con este método de trasfeccion.

La limitacidn que se presenta con los vectores virales, puede ser evitada
usando animales transgénicos que expresen una opsina en una poblacion
neuronal particular. De esta manera, se pueden utilizar promotores que
supongan grandes fragmentos de material genético, para permitir asi una
expresion mas especifica.

Sin embargo, la generacion de una linea transgénica estable requiere
un esfuerzo considerable, por lo que el uso de estos animales es muy restringido.
Ademas, no se logra el estrecho control sobre la localizacion espacial de
expresion de la opsina que se consigue con la inyeccién del vector viral.
Finalmente, sera necesario generar una nueva linea de raton transgénico, cada
Vez que se requiera una nueva opsina.
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Las lineas de ratones con Cre recombinasa en combinacion con
vectores virales, son actualmente una de las estrategias dominantes utilizadas
para dirigirse a tipos de células genéticamente definidos, ya que ofrecen una
mayor flexibilidad. Cre recombinasa es una enzima que cataliza la
recombinacién entre dos sitios loxP (secuencias especificas de 34 pares de
bases) que flanquean un gen u otro material genético de interés. El material
genético que se encuentra entre ellos, “floxed DNA”, se recombina cuando la
enzima Cre esta presente, pero no cuando esta ausente.

Con este método de transfeccion, un vector viral que contiene el gen de
la opsina de interés flanqueado por dos sitios loxP, es inyectado en la zona del
cerebro de interés del animal transgénico que expresa la Cre recombinasa en un
tipo especifico de células. A pesar de que el virus infecte a todas las células, la
opsina se soOlo se expresara en el tipo de células que expresen la Cre
recombinasa, resultando por tanto una expresion dirigida y especifica (Fig 4).

Este método también tiene la ventaja de que es "actualizable". Una linea
de ratones Cre existente se puede utilizar para muchos tipos diferentes de
experimentos con muchas opsinas diferentes, con s6lo un cambio de vector viral,
algo muy importante dada la velocidad actual del desarrollo de la opsinas.

Este método se ha extendido recientemente usando recombinasas
alternativas (por ejemplo Dre o FLP), en combinacién con la recombinasa Cre,
gue permite marcar las células con mas de una proteina.

3.3. Los sistemas de iluminacion

Una vez que la opsina se expresa en las células deseadas, el paso final
de la optogenética es la administracién, a estas células, de luz de una
determinada longitud de onda que desencadene la excitacion o inhibicion de las
mismas, dependiendo del caso. Las fuentes de luz mas cominmente utilizadas
son el laser y los diodos emisores de luz (LEDs). Al final del apartado
comentaremos las ventajas y desventajas de cada una de estos métodos de
iluminacién.
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Figura 4. Uso potencial de Cre-lox y promotores especificos de células, para dirigir la
expresién de genes tanto espacial como temporalmente. (A) Lentivirus (LV- sinapsina doble
mCherry floxed) inyectado en la circunvolucion dentada del hipocampo de un ratdn nestin-cre.
(B) La Cre expresada en las neuronas progenitoras nestina-positivas, hace que se recombine
mCherry y permite la expresion en las nuevas neuronas a medida que se diferencian en
neuronas granulares. La expresién de mCherry esta por tanto restringida a las neuronas
granulares nacidas después de la inyeccion de virus. Tomada de [Parr-Brownlie et al., 2015].

Cada opsina tiene un rango diferente de longitudes de onda al que va a
responder. Idealmente, la célula se iluminara sélo con la longitud de onda a la
qgue responde la opsina expresada por la célula, de tal manera que cualquier
cambio en el comportamiento de la célula se atribuira a un efecto de la opsina
expresada y no a cualquier otro efecto fotosensible.

Los laseres son ideales por esta razdn, ya que tienen un rango espectral
estrecho (la distribucion de longitudes de onda en la salida), una alta potencia y
baja divergencia a la salida, lo que hace que pueda ser acoplado a la fibra optica
con alta eficiencia. La investigacion también se esta realizando con otras fuentes
de luz, pero la mayoria tienen una anchura de banda espectral mas grande y una
mayor dificultad de acoplamiento a la fibra 6ptica, como es el caso de los LEDs.
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Las longitudes de onda utilizadas en la investigacion optogenética
abarcan todo el espectro de luz visible. Dependiendo de las opsinas que se
expresen, un laboratorio de optogenética puede requerir fuentes de iluminacién
en azul (450-480 nm), verde (520-560 nm), amarilla (570-600 nm), o rojo (600-
780 nm). A veces una combinacion de longitudes de onda se utiliza para activar
y silenciar comportamientos celulares alternativamente. En este caso, se
emplean los laseres con multiples longitudes de onda, ya que permiten el uso
del mismo sistema de aplicacion del haz a la vez que permite un cambio rapido
entre las longitud de onda administradas.

El suministro de luz al sitio de destino se puede lograr de varias
maneras. El método més sencillo consiste en conectar la fuente de luz
directamente al animal. Esto es sencillo, pero la adicién de peso a la cabeza del
animal puede plantear cuestiones practicas o sugerir preguntas sobre si esta
influyendo en su comportamiento. Otra manera es a través de espejos de
exploracién, que dirigen el haz en el sitio diana, pero esto tiene la desventaja de
requerir la inmovilizacion del animal y, por lo tanto, restringe los tipos de
comportamientos que pueden ser investigados.

Debido a estas desventajas, el método méas popular para la
investigacién de la conducta consiste en utilizar una fibra éptica de peso ligero

(Fig 5).

Figura 5. Cable de fibra éptica ligero unido a un laser. Tomado de [laserglow].

La administracion de luz a través de microelectrodos de fibra Optica
(optrodos) supone una gran ventaja cuando se trata de manipular
optogenéticamente estructuras intracraneales especificas situadas en una zona
profunda del cerebro. Estas fibras Opticas de pequefio diametro (~ 200 um)
minimizan el dafo tisular y pueden acoplarse de manera eficiente a las fuentes
de luz laser.
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La fibra Optica se puede cortar a la longitud apropiada para apuntar una
region especifica del cerebro y, o bien puede utilizarse directamente en el craneo
o0 insertarse a través de una canula para facilitar manipulaciones farmacoldgicas
simultaneas. Adema4s, pueden colocarse de forma bilateral o utilizarse en otras
configuraciones si se quieren controlar grandes regiones del cerebro. Es decir,
la baja divergencia y alta potencia del haz de laser permite utilizar varios
componentes Opticos y se pueden combinar con otras técnicas para manipular
la actividad de neuronas individuales o lograr ciertos patrones de estimulacion.

Los primeros experimentos se realizaron utilizando laseres. Como
hemos dicho anteriormente, su alta potencia, el rango espectral estrecho y la
baja divergencia que presentan en la salida hace que sea facil de acoplar en la
fibra Optica, con una eficiencia muy alta. Los laseres todavia dominan el campo
de iluminacion en optogenética, basandose en estas consideraciones
tecnoldgicas. El hecho de que los laseres hayan sido utilizados en experimentos
anteriores de manera eficaz, hace que muchos investigadores no se atrevan a
probar diferentes formas de iluminacion.

Sin embargo, estudios recientes han demostrado que los LEDs son una
opcién viable. LEDs de alta potencia, en las longitudes de onda optogenética
mas comunes, estan actualmente disponibles para ciertos experimentos,
ofreciendo algunas ventajas con respecto a los laseres.

Caracteristicas como su bajo coste, su pequefio tamafio y bajo consumo
de energia hacen que los LED sean una opcién atractiva para la estimulacién
Optica, cuando se requiere iluminacion multiple o para utilizarlos en dispositivos
inalambricos portatiles. Sin embargo, la baja eficiencia de acoplamiento del LED
a la fibra optica limita la utilidad de fuentes de luz LED para determinadas
situaciones. La baja potencia resultante en la punta de la fibra, y la generacién
de calor puede resultar problematicos.

La eleccién de la fuente de luz mas adecuada dependerd de la
naturaleza de la investigacion. No hay una fuente de luz superior en todos los
contextos, por lo que es importante tener en cuenta las ventajas y desventajas
en cada caso, antes de tomar una decision. Los laseres ofrecen todavia una
potencia de salida tras su acoplamiento de la fibra y un bajo ancho de linea
espectral, que no puede ser igualada por los LED, como se ilustra en la imagen

(Fig 6).
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Figura 6. Comparacién de los espectros de salida con una fuente de luz laser respecto a
un LED. La escala en ambas iméagenes es la misma, para ilustrar la diferencia significativa en la
anchura de banda espectral. Tomada de [laserglow].

4. APLICACIONES CLINICAS DE LA OPTOGENETICA

4.1. Estudio y tratamiento de la epilepsia.

El objetivo principal en la investigacién de la epilepsia es comprender
los mecanismos que subyacen a las convulsiones para que los pacientes con
epilepsia puedan recibir un tratamiento eficaz o curarse, a ser posible, sin efectos
secundarios significativos.

La estimulacion eléctrica y el tratamiento farmacolégico con
antiepilépticos, han sido las bases de la investigacion de la epileptogénesis y del
tratamiento de la epilepsia durante muchos afos. Sin embargo, estas técnicas
tienen ciertos inconvenientes. La estimulacion eléctrica genera grandes
artefactos que interfieren con registro eléctrico y carece de especificidad
espacial; es imposible estimular subclases especificas de neuronas. Por su
parte, el tratamiento farmacolégico nos ofrece muy poca resolucién temporal.
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La epilepsia afecta aproximadamente al 1% de la poblacién mundial. A
pesar de la eficacia del tratamiento con drogas antiepilépticas, mas del 20% de
pacientes tienen crisis epilépticas refractarias a la terapia médica y muchos
pacientes experimentan efectos secundarios a la misma. Por lo tanto, hay una
necesidad de encontrar nuevas terapias para estos pacientes. [Bentley et al.,
2013].

La neuromodulacion a través de la optogenética, permite el control
espacio-temporal preciso de las células y circuitos implicados, ofreciendo una
esperanza a estos pacientes, ya que ha demostrado su eficacia en el tratamiento
de las crisis epilépticas en modelos animales.

A continuacion hablaremos sobre los avances mas recientes en el
desarrollo de esta prometedora técnica en el tratamiento de la epilepsia y como
puede contribuir la optogenética al conocimiento y al tratamiento de la epilepsia
en un futuro.

4.1.1. Inhibicion de células piramidales

Las neuronas piramidales corticales son la unidad de exictacion primaria
en las estructuras del prosencéfalo (teléncefalo y diencéfalo; o lo que es lo
mismo, los hemisferios cerebrales, el talamo y el hipotdlamo). La formacion de
nuevos circuitos de excitacion recurrente después de lesiones cerebrales es un
importante contribuyente a la epileptogénesis; se ha encontrado un aumento de
excitacion de las neuronas piramidales en casos de epilepsia crénica. [Zhao et
al., 2015].

Una estrategia de terapia optogenética consiste en usar el promotor
CaMKII Il unido a una opsina inhibitoria como la halorhodopsina NpHR3.0. El
promotor CaMKIl Il hard que la expresion de dicha opsina se produzca
Gnicamente en las neuronas piramidales. La fotoestimulacion inducira la
inhibicién de estas neuronas excitatorias, reduciendo asi la actividad epiléptica.

(Fig 7).

A través de lentivirus que contienen informacién genética del promotor
CaMKIl II unido a la NpHR cultivado con cortes de tejido de hipocampo, se
consiguid su expresion en células piramidales. Tonnesen et al. demostraron que
tras estimulacién luminica, la inhibicion de las neuronas piramidales que
expresan NpHR fue eficaz en la atenuacion del exceso de excitacion tras inducir
una crisis epiléptica [Tonnesen et al., 2009].

También se han demostrado algunos resultados in vivo en el hipocampo
y neocortex. En un modelo in vivo de epilepsia del l6bulo temporal (TLE),
inducida por la inyeccion de pilocarpina-litio, Sukhotinsky et al, utilizando la
eNpHR3.0 con CaMKIl lla como promotor, fueron capaces de retrasar la
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aparicion de convulsiones 6 min en comparacion con los controles, y de reducir
la elevada actividad gamma (biomarcador de actividad excitatoria) [Sukhotinsky
et al., 2013].

En otro modelo in vivo de epilepsia de I6bulo temporal, inducida por la
inyeccion de &cido cainico, en el que los investigadores utilizaron también el
promotor CaMKIl lla y la opsina inhibitoria NpHR en un ratén Cre dependiente,
el 57 % de las convulsiones se detuvo al segundo de la administracion luminica,
y la duracion de las mismas disminuyé en un 70% [Krook-Magnuson et al., 2013].
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Figura 7. Control de actividad epiléptica en ratones expresando halorhodopsin (HR) en
células piramidales en un modelo de epilepsiadel I6bulo temporal. a) Generacion de ratones
que expresan HR en células excitatorias. b) Protocolo experimental. c-e) Deteccién de actividad
epiléptica (linea verde), emision de luz amarilla aleatoriamente en el 50% de eventos (luz: linea
amarilla en el ejemplo d, sin luz en e). f) Distribucion de la duracién de las crisis post-deteccion
con luz (amarillo) y sin luz, control (en gris parcheado). KA=4cido kainico. Tomado de [Bentley
etal., 2013].
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4.1.2. Excitacion de interneuronas inhibitorias (o subpoblaciones de
interneuronas)

Se trata de limitar tanto el inicio como la propagacion del ataque
epiléptico. Esta otra estrategia optogenética para modular la actividad epiléptica
y prevenir el inicio de convulsiones, consiste en estimular las interneuronas a
través de opsinas que produzcan su despolarizacion, como ChR2 o C1V1, junto
diferentes promotores [Zhao et al., 2015].

Podemos tomar como objetivo a todas las interneuronas, utilizando en
este caso como promotor el acido y-aminobutirico (GABA); o seleccionar ciertas
subpoblaciones de interneuronas, utilizando promotores como parvalbumina
(PV), colecistoquinina (CCK), neuropéptido Y (NPY), y la somatostatina (SST).
Estas subclases de interneuronas tienen una diferente conectividad funcional a
las neuronas principales. Por ejemplo, las células que expresan SST, marcan
dominios dendriticos, mientras que otras, por ejemplo, las que expresan PV,
marcan compartimentos perisomaticos, con diferente resultado funcional en la
generacion del potencial de accién en las células principales. Esto hace que
podamos excitar diferentes subclases de interneuronas de manera especifica,
consiguiendo una inhibiciobn somatica o dendritica segun el promotor que
utilicemos.

Se ha demostrado eficacia en la influencia que tiene esta estrategia
optogenética sobre la actividad epiléptica tanto en estudios in vitro como in vivo.

4.1.3. Control de células excitatorias e inhibitorias.

Otra estrategia optogenética es tratar de influir tanto en las células
excitatorias e inhibitorias de forma simultanea.

Este enfoque puede llevarse a cabo de muchas formas. Sin embargo,
experimentalmente, lo que se intentd fue utilizar un promotor ubicuo como la
Synapsina unido a una opsina inhibitoria (eNpHR3.0) que puede hiperpolarizar
todos los tipos celulares. La synapsina humana, al ser un promotor pan-neuronal,
dirige la expresion de la eNpHR3.0 tanto en neuronas excitatorias como
inhibitorias.

Una estrategia que todavia no se ha llevado a cabo seria excitar
interneuronas e inhibir las células piramidales de forma simultanea.
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4.1.4. Control de otros componentes implicados en la epilepsia

En lugar de tratar de modificar directamente el propio foco epiléptico, la
optogenética también se ha utilizado tomando como objetivo otras areas del
cerebro que pueden interaccionar con la gran red de circuitos implicados en la
generacion de convulsiones epilépticas.

Una de estas estructuras es el tdlamo. En un estudio, [Paz et al., 2013]
tras inducir una convulsion cortical mediante photothrombosis de colorante rosa
de Bengala, se inyecto el virus con la informacion genética para eNpHR3.0 bajo
el promotor CamKIl, en el tAlamo. Se utilizé un sistema optogenético de circuito
cerrado (véase mas adelante), para la deteccion de convulsiones en tiempo real
y su interrupcion, y se vio que la iluminacion con luz amarilla (594nm) a través
de un optrodo multisitio, interrumpio las actividades electroencefa-lograficas de
epilepsia en el tAlamo y la corteza. Por otra parte, también se encontré que la luz
laser en la intensidad utilizada para silenciar las convulsiones no afecté a los
ritmos fisioldgicos normales en los animales estudiados. Sin embargo, aunque
los autores muestran ejemplos de la terminaciébn completa de algunas
convulsiones no esté claro si esto se produjo en todos los ataques o convulsiones
0 solo en algunos.

Otra diana potencial del tratamiento optogenético de la epilepsia es el
cerebelo. Se demostro [Krook-Marnuson et al., 2014] una modesta reduccién de
la duracion de los ataques epilépticos del 33% y ningun efecto en el intervalo
entre las crisis tras la iluminacion del hemisferio cerebeloso en un ratén con
ChR2 en las células que expresaban parvalbumina. La iluminacion de la linea
media del cerebelo es més eficaz, ya que se vio que retrasaban, con un aumento
del 175%, el tiempo entre una convulsién y otra. La expresién de la opsina
restringida a las neuronas de Purkinje, la salida del cerebelo, se consigui6 en
ratones utilizando como promotor la PCP2 (proteina de células de Purkinje 2)
con ChR2 como opsina. Tras la iluminacion sobre la linea media del cerebelo, la
duracion de las convulsiones disminuy6 y el tiempo entre las convulsiones
aumento.

Ademéas del papel fundamental desempefiado por las células
piramidales y las interneuronas en la epileptogénesis, las células gliales,
especialmente los astrocitos y la microglia, también juegan un papel importante
en la fisiopatologia de la epilepsia, que puede suponer un objetivo importante
para la fotoestimulacion [Devinsky et al., 2013]. Los estudios en células gliales
no se han llevado a cabo aun, pero es de esperar que se investigue en ello en
un futuro muy proximo.
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4.1.5. Sistema optogenético de circuito cerrado

Aungue la iluminacion constante es factible, esta forma de aplicar la
optogenética puede interrumpir procesos corticales normales que estén
ocurriendo en la red neuronal patologica en los momentos que no haya crisis
epilépticas. Por lo tanto, se requiere de un método automatizado de deteccion y
prediccion de la crisis epiléptica que ponga en marcha la estimulacion luminica

(Fig 8).
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Figura 8. Disefio de un sistema de circuito cerrado. El EEG de entrada (azul) desde el
hipocampo del ratén es amplificado (Amp), digitalizado (A / D) y transmitido a un ordenador con
software de deteccion de convulsiones a tiempo real. Utilizando las caracteristicas de potencia
de la sefial, los spikes o la frecuencia, se detectan todos los algoritmos posibles. Los umbrales
para la potenciay los spikes (verde) se determinan usando integradores sintonizables que actlan
como filtros de paso bajo. Arriba: amplitud (parpura, durante una convulsién que se representa
en gris); Medio: spykes (por ejemplo, la amplitud, la frecuencia, la regularidad y la anchura de
pico, que se muestra en rojo); Abajo: potencia de la sefial representada en bandas de frecuencia
especifica en una misma convulsién, con colores célidos se representa una energia mas alta.
Una vez que se ha detectado una convulsion usando estos criterios seleccionados, en el 50%
de los eventos de forma aleatoria, el software activa la salida éptica (naranja) hacia el hipocampo
del ratén, a través de una sefal TTL desde el digitalizador al l4ser. Tomado de [Zhao et al., 2015].
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La incorporacion de un bucle de realimentacion haria el método
optogenético mas eficaz en la inhibicion de la actividad epileptiforme, como se
explica en la siguiente imagen, ya que el control podria aplicarse so6lo cuando las
ondas de convulsiones sean detectadas [Selvaraj et al., 2014].

4.1.6. Retos en lainvestigacion de la epilepsia. Perspectivas futuras

Varias preguntas fundamentales surgen en el campo de la optogenética
con respecto al impacto que tendré en la investigacion aplicada al tratamiento de
la epilepsia. Abundan preguntas sin contestar, muchas de las cuales son criticas
para que el marco y la direccion en los proximos afios permitan que la
optogenética evolucione a tratamientos clinicamente relevantes [Zhao et al.,
2015]. Vamos a analizar algunas de estas cuestiones.

4.1.6.1. Protocolo de fotoestimulacion.

Los parametros de iluminacién optimizados son la clave para el control
optogenético. La intensidad de la luz y la transmision de la luz a través del tejido
del cerebro han sido estudiadas experimentalmente y mediante calculos
tedricos. Sin embargo, los pardmetros de estimulacién espaciotemporal todavia
no son completamente entendidos en la investigacion optogenética de la
epilepsia. ¢Durante cuanto tiempo deberia aplicarse la fotoestimulacion? ¢La
iluminaciéon continua es mejor que la estimulacion intermitente? ¢Cual es la
frecuencia ideal de iluminaciéon? ¢La frecuencia y la duracién de la iluminacién
pueden tener impacto en el resultado final?

4.1.6.2. Aplicacién ala clinica humana.

Como hemos dicho, hay un nimero de problemas que deben ser resueltos
antes de que las técnicas optogenéticas se conviertan en una realidad
terapéutica (Chow and Boyden,2013). Esto incluye la transfeccion segura y
efectiva del correspondiente gen de canalrodopsina, la implantacion de
electrodos para el acceso de la luz o, alternativamente, el desarrollo de métodos
de iluminacion externos (no invasivos) y , finalmente, el disefio de algoritmos
fiables de deteccion de las convulsiones.

La terapéutica optogenética requerira la distribucion de construcciones
genéticas en el organismo, por medio de vectores virales, tal como se ha
experimentado ya en diferentes especies, incluidas raton, rata, pez cebra y
mosca,; pero esta tecnologia esta lejos de ser establecida en humanos.

Hay tres enfoques generales de distribucion del virus que contiene la
informacion genética de la opsina requerida (Samulski and Muzyczka, 2014). El
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primer enfoque es usar 6rganos deposito, tales como el higado o muasculo, para
efectuar la sintesis y secrecion de una proteina. En un segundo enfoque, la
inyeccion intravenosa sistémica se usaria para tratar enfermedades que afectan
a todas las células, tales como enfermedades de almacenaje de lisosomas. Un
mayor reto para la distribucion sistémica en la epilepsia ha sido el identificar
vectores capaces de cruzar la barrera hematoencefélica. La tercera alternativa
es una inyeccion directa, por cirugia, en una region especifica de un cerebro
enfermo (Sanftner et al., 2005).

Como explicabamos al principio, las opsinas sensibles a la luz desplazada
al rojo serian tiles para la inhibicién optogenética no invasiva porque la luz roja
penetra mas lejos en el tejido, incluso a través del craneo.

4.1.6.3. Deteccidén a tiempo real de la actividad epiléptica

Las convulsiones ocurren raramente con cualquier clase de periodicidad
fiable. Por tanto, la terapia optogenética para tener éxito, requerira un dispositivo
de circuito cerrado con algoritmos fiables de prediccién de convulsiones.

Aungue puede ser posible abortar las convulsiones una vez que han
empezado, la terapia ideal requerird la habilidad para prevenir las convulsiones
antes de que estas ocurran (Berényi et al.,, 2012). En el punto anterior
describiamos los mecanismos del dispositivo de circuito cerrado, que utiliza
como marcadores para predecir convulsiones parametros de EEG o datos de la
sefal registrada, tales como amplitud, frecuencia, o potencia (Krook-Magnuson
et al., 2013; Paz et al., 2013).

Recientemente, una nueva clase de microconvulsiones ha sido
identificada en el tejido epiléptico humano (Schevon et al., 2008; Stead et al.,
2010). Esas microconvulsiones, que ocurren en redes neuronales
extremadamente pequefias, juegan un papel importante en el inicio de las
convulsiones epilépticas (Kramer et al., 2010). Por otra parte, se han descrito
cambios hemodindmicos focales o vasoconstriccion previos al comienzo
electrofisiolégico de la convulsion, en un caso humano de lesién neo cortical y
en modelos animales (Zhao et al., 2007, 2011).

Hace tan so6lo 10 afios que la optogenética fue introducida en el campo
de la neurociencia. A pesar del enorme progreso en las herramientas épticas y
genéticas, y los prometedores resultados preliminares en animales, la aplicaciéon
de la optogenética como terapia para la epilepsia aun es limitada.
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4.2. OPTOGENETICA Y SECCION MEDULAR

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, el término "lesion médular
espinal” se refiere a "dafio en la médula espinal como consecuencia de un
traumatismo o de una enfermedad o por razones degenerativas". Debido a la
falta de datos, especialmente de los paises en desarrollo, no existe una
estimacion fiable de la prevalencia mundial de la lesién medular; pero de manera
aproximada, se puede decir que hay 40-80 casos por millon de habitantes.
Solamente en EE.UU. hay mas de 273.000 pacientes con lesion de la médula
espinal.

La mayoria de los casos de lesion medular se deben a traumatismos,
pero los casos por causas no traumaticas también estdn aumentando [World
Health Organisation].

La mayoria de los individuos que sufren una lesién medular mueren
antes de llegar al hospital, y los que sobreviven se enfrentan a un alto riesgo de
morbilidad y mortalidad. Ademas, los costes econdémicos relacionados con la
lesion medular son enormes y suponen una gran carga economica para la
economia de cualquier pais y, particularmente, para los paises en vias de
desarrollo. Ademas, no solo conlleva pérdidas econdémicas, sino también un gran
sufrimiento personal y familiar.

Después de la lesidn medular, las neuronas motoras se rompen y hay
una pérdida de la funcion motora del cuerpo. La optogenética puede jugar un
papel vital en la reconstruccién de los circuitos neuronales dafiados. Una opsina
o proteina sensible a la luz, puede ser expresada en las neuronas motoras y de
esta manera activarse tras ser estimuladas por una luz de determinada longitud
de onda (Fig 9). De lo contrario, las motoneuronas permanecen en estado latente
debido a la falta de regeneracién y también son incapaces de desarrollar
conexiones con otras neuronas en el otro lado de la lesién [Houle et al., 2006].

ChR2 gene expression

Figura 9. Bases del tratamiento experimental de la seccion medular mediante
optogenética. Inicialmente el gen de la ChR2 se expresa en las neuronas y después, tras
estimularles con luz de una longitud de onda especifica, se activan. Tomado de [Ahmad et al.,
2015].
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A continuacién, analizaremos algunos ejemplos concretos de aplicacion
de la optogenética en los casos de seccion medular [Ahmad et al., 2015].

4.2.1. Restauracion de la funcidn respiratoria después de la
seccion medular

De todas las secciones medulares, las lesiones a nivel cervical son las
mas comunes y suelen dar lugar a graves problemas respiratorios, ya que se
produce una interrupcion de la transmision bulboespinal al nucleo frénico
ipsilateral, lo que normalmente produce paralisis unilateral.

En un estudio [Alilain et al., 2008] se introdujo el vector viral Sindbis, que
contenia el gen ChR2, en la materia gris de la médula espinal de ratas después
de una seccion de la médula en la regidbn C2. Los resultados indicaron
claramente que se produjo la expresién de ChR2 tanto en las neuronas motoras
espinales y las interneuronas, y que tras la activacion de ChR2 por la luz azul,
hubo recuperacion de la actividad muscular y restauracion de la actividad
respiratoria en las ratas lesionadas.

4.2.2. Restauracion de la funcién vesical

Las secciones medulares dan como resultado, entre otras cosas, la
pérdida de funciones corporales bajas como el correcto funcionamiento de la
vejiga, o la funcion sexual; las cuales son dificiles de restaurar, disminuyendo
mucho la calidad de vida del paciente.

En un estudio de optogenética y lesion medular, se introdujeron los
genes de la ChR2 y halorhodopsina (NpHR) en la médula espinal de las ratas
antes de la lesion medular, para comprobar la funcién de la vejiga después de la
lesion [Awad et al, 2013]. Después de la lesidn, la funcién de la vejiga fue
restaurada tras la estimulacion de las neuronas con luz. Es decir, las
herramientas optogenéticas en neuronas motoras de la médula espinal
consiguen recuperar la funcién urinaria después de una seccion medular. Esto
se ha conseguido experimentalmente en ratas, y sobre la base de estos
prometedores resultados, puede ser ensayado Y utilizado en los seres humanos
para restablecer las funciones vesicales, entre otras, después de la lesion.
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4.2.3. El control de la funciéon muscular

Después de una seccién medular, hay una pérdida de conexion entre
las neuronas, motoras y sensoriales, del sistema nervioso central y periférico. Si
se estimula eléctricamente el sistema nervioso periférico, se induce la
contraccion muscular. Pero, como los nervios periféricos se componen de
diferentes axones sensoriales y motores, la estimulacion eléctrica no soélo
estimula los nervios motores indiscriminadamente sino que también causa
malestar sensorial considerable. Por lo tanto, es necesaria una activacion mas
especifica de los nervios que integran los troncos nerviosos.

Gracias a la gran especificidad que nos ofrece la optogenética, esta
técnica puede suponer la solucion al problema planteado en el parrafo anterior y
otros similares. En un estudio [Towne et al., 2013] se expreso el gen ChR2 en
las neuronas motoras de ratones. Tras ser estimulados luminicamente, se
consiguio la excitacion especifica de los axones de estas neuronas motoras,
consiguiendo de esta manera el control optogenético de la funcion muscular. Es
decir, que gracias a la estimulacion optogenética, se puede restaurar la funcién
muscular de una manera controlada y especifica después de la lesiébn medular u
otras lesiones cerebrales traumaticas; cobrando importancia en la medicina
regenerativa.

4.3. OPTOGENETICA Y PATOLOGIA RETINIANA

La optogenética es también una herramienta potencialmente util para
restaurar la vision en pacientes con degeneracion de los fotorreceptores [Yao et
al., 2012]. Los conos y los bastones de la retina de mamiferos son los principales
fotorreceptores. Tras el proceso de fototransduccion a nivel de los
fotorreceptores, la informacion luminosa se transmite por medio de una cadena
de células intermedias (células bipolares), a las células ganglionares de la retina.
Loa axones de las células ganglionares forman el nervio Optico, a través de
estaciones de relevo en tdlamo, finalizan en las &reas corticales que procesan a
informacion visual. La muerte de las células fotorreceptoras, causado por
enfermedades degenerativas de la retina como la retinitis pigmentosa (véase
mas adelante), pueden provocar una pérdida completa de la respuesta de la
retina a la luz, dejando parcialmente ciego al paciente.

La retinitis pigmentosa es una de las enfermedades oftalmolégicas
degenerativas hereditarias mas comunes. Como comentabamos anteriormente,
se produce la pérdida progresiva de los fotorreceptores, es decir de los conos y
los bastones. Los sintomas iniciales incluyen la ceguera nocturna, que
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progresivamente se intensifica y se pierde la vision periférica, causando la "vision
de tunel" o “cafiones de escopeta’.

Los conos y los bastones son las Unicas células de la retina que poseen
la capacidad de absorber fotones, por lo que la completa degeneracion de estas
células fotorreceptoras llevara finalmente a la pérdida de la vision central, y por
tanto a la ceguera.

A Visual cortex C

E non-dystrophic rat
;yP1

o : dystrophic rat
5 dystrophic rat

Pt i +
— AAV-ChR2

100 pv
30 ms

Figura 10. (A) Las células ganglionares de la retina que expresan ChR2 son capaces de
absorber los fotones directamente, omitiendo las vias mediadas por células bipolares. (B) Células
ganglionares de la retina que expresan la ChR2. (C) Potencial evocado visual, en una rata no
distréfica, una rata distréfica y otra rata distrofica pero a la que se ha transfectado la ChR2 a
través de un AAV. (D) Ratones transgénicos que expresan ChR2-YFP; las células colinérgicas
marcadas con ChaT, no expresan ChR2-YFP. Tomado de [Natasha et al., 2013].

Otra patologia retiniana que afecta al 45% de los pacientes mayores de
65 afios con deterioro de la vision, es la degeneracion macular. En estos
pacientes, se conserva la vision periférica, pero no la central [Natasha et al,
2013].
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A. Vias de administracion de los vectores virales B. Circuito retiniano simplificado
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Figure 11. Diferentes opciones para el tratamiento optogenético de la retinitis pigmentosa. A.
Esquema anatomico del ojo humanio. Los vectores virales pueden ser inyectados en el humor
vitreo o en la retina. Las inyecciones subretinianas presentan el inconveniente de poder dafiar
un tejido ya muy fragil por el proceso degenerativo. B. Esquema simplificado de un circuito
retiniano mostrando los dos tipos de circuitos (ON y OFF). No se han reprersentado todos los
tipos celulares. C. Estadio avanzado de degeneracion retiniana en el cual, ciertos conos
subsisten como células atrofiadas (“durmientes”). La re-fotosensibilizacion del circuito puede
conseguirse mediante la expresion de ChR2 en las células ganglionares (accesibles por via intra
vitrea), por la expresién de ChR2 en las células bipolares de tipo ON, o de NpHR en los conos
“durmientes” (accesibles por inyeccion subretiniana o intravitreal). Tomada de [Vandecasteele et
al., 2015].

Desafortunadamente, no existe en la practica clinica ningan tratamiento
eficaz para cualquiera de estas patologias. Sin embargo, la optogenética y el
descubrimiento de la ChR2 ofrecen una esperanzadora opcion terapéutica para
estas patologias.

Recientemente se ha demostrado que la expresion de la opsina ChR2
en las células ganglionares [Doroudchi et al., 2011], puede restaurar habilidades
visuales simples en ratones y ratas genéticamente ciegos, ya que son capaces
de responder al estimulo luminoso directamente, omitiendo las vias mediadas
por fotorreceptores y células bipolares (Fig 10). Ademas, la coexpresion de
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ChR2/haloR en las células ganglionares de la retina puede producir respuestas
ON-OFF, dependiendo de la longitud de onda del estimulo de luz [Zhang et al.,
2009].

Estos experimentos indican que la optogenética puede ser una terapia
viable y eficaz para tratar enfermedades relacionadas con la ceguera. Ademas,
este método nos ofrece la ventaja de poder ser utilizado como agente terapéutico
para estas patologias visuales, independientemente de la etiologia de la
degeneracion retiniana. La figura 11 muestra las hipotéticas vias de tratamiento
optogenético de la retinitis pigmentosa en humanos [Vandecasteele et al., 2015).

4.4. OPTOGENETICA Y PARKINSON

La enfermedad de Parkinson es una patologia neurodegenerativa que
afecta a mas de seis millones de personas en todo el mundo. Esta causada por
la pérdida progresiva de las neuronas dopaminérgicas de la "sustancia negra".
Estas neuronas se proyectan sobre un conjunto de estructuras subcorticales: los
ganglios basales (Fig 12).

Los ganglios basales estan implicados en funciones cognitivo-motoras,
tales como el control y la ejecucion de movimientos voluntarios, la seleccion de
programas motores, emocionales y cognitivos adaptados al contexto ambiental,
el aprendizaje procedimental y la formacion de habitos de comportamiento.

La denervacion dopaminérgica de los ganglios basales provoca una
serie de cambios patoldgicos en su actividad. Aparece una triada de sintomas
motores bastante incapacitantes (temblor en reposo, rigidez y bradicinesia), junto
con una serie de trastornos cognitivos que van desde sintomas leves (déficit de
atencion, memoria o funciones ejecutivas, tales como la planificacion acciones
del sujeto) hasta la demencia [Lang and Lozano, 1998].

La diana principal de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia
negra es el cuerpo estriado (nucleo caudado y putamen), que también es el punto
de entrada de las vias aferentes corticales a los ganglios basales. El cuerpo
estriado contiene dos poblaciones de neuronas que expresan receptores
dopaminérgicos de diferentes subtipos (D1 y D2). Segun el modelo clasico, las
neuronas que expresan el receptor D1 son responsables de la activacion de la
via directa, cuyo efecto es facilitar la ejecucion de los movimientos (efecto
procinético), y son activados por la dopamina. Las neuronas que expresan el
receptor D2 inhiben la via indirecta, la cual tiende a inhibir el movimiento (efecto
anti-cinético). De esta manera, al inhibir una via inhibitoria tienen un efecto
procinético de manera indirecta. Por lo tanto, la denervacion dopaminérgica de
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la sustancia negra, reduciria la actividad de la via directa (procinética), y activara
la via indirecta (anticinética) por desinhibicién, produciéndose en ambos casos
la inhibicion de los movimientos.

Actualmente, el principal agente terapéutico para luchar contra la
deficiencia de dopamina en la enfermedad de Parkinson, es la administracion de
levodopa (L-DOPA) por por via oral. Este tratamiento es eficaz a corto y medio
plazo, corrigiendo la actividad patologica de los ganglios basales y aliviando los
sintomas motores. Sin embargo, a medio-largo plazo esta terapia se vuelve
ineficaz, causando fluctuaciones motoras y discinesias tan invalidantes como los
sintomas que causa la propia enfermedad [Prashanth et al., 2011]. Es en esta
fase de la enfermedad, cuando se propone a algunos pacientes (solo el 15%) un
tratamiento neuroquirdrgico alternativo, desarrollado en la década de 1990: la
estimulacién cerebral profunda (ECP), de alta frecuencia eléctrica, de uno de los
componentes de los ganglios basales: el nlcleo subtaldmimco (STN) [Benabid
et al., 1994].

La neuromodulacion a través de la optogenética, aplicada en un
modelo de raton con enfermedad de Parkinson, ha sido capaz de identificar la
via neuronal cuya estimulacion es probablemente la responsable del efecto
terapéutico de la ECP [Gradinaru et al., 2009].

Investigadores de la Universidad de Stanford fueron capaces de
demostrar que la fotoestimulacion del haz cortico-motor subtalamico
(representado en verde en la figura 12) en una linea de ratones transgénicos que
expresen ChR2 en las neuronas de proyeccion de la neocorteza, pero no en las
neuronas del NST, es suficiente para reproducir los efectos de la estimulacién
cerebral profunda sobre el NST, explicado en el parrafo anterior [Drouot et al.,
2004].

Pero ademads, la optogenética ofrece una interesante alternativa
terapéutica a la estimulacién eléctrica, ya que tendria como objetivo sélo el
componente de conduccion del haz cortico-subtalamico (el de la corteza motora)
a diferencia de la ECP del NST, que puedan afectar a los componentes aferentes
corticales asociados y limbicos del NST, que puede conducir a la depresion,
hipomania, y sindromes confusionales [Mallet et al., 2007].
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Figura 12. Participacion de la via cértico-taldmica en el mecanismo de accién de estimulacion
de ndcleo subtalamico en los pacientes con Parkinson. A. La fotografia (Izquierda) y el dibujo
(derecha) representa un corte coronal del cerebro humano. Los ganglios basales en el dibujo se
muestran en un cddigo de colores que se corresponde con los utilizados en el diagrama B, y el
haz corticoespinal subtalamico se muestra en verde. B. Diagrama de conectividad de los ganglios
basales simplificado, que representa la via directa, la via indirecta y el haz corticoespinal
subtaldmico. En ratones, la fotoestimulacion (flecha azul) selectiva de las fibras aferentes en el
ndcleo subtalamico es suficiente para producir efectos antiparkinsonianos. D1 y D2: neuronas
estriatales expresando dopamina D1 y D2, respectivamente; GPe: globo palido externo; GPi:
globo palido interno; NST: ndcleo subtaldmico; SNC: sustancia negra pars compacta; SNR:
sustancia negra pars reticulata. Tomada de [Vandecasteele et al., 2015].
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4.5. OPTOGENETICA Y PATOLOGIA CARDIACA

La actividad eléctrica del corazén es el resultado de un sistema
organizado de células funcionalmente distintas, distribuidas espacialmente
dentro del corazon. La completa comprension de la funcion de estas estructuras
distintas, tanto en condiciones normales como patoldgicas, se ha visto
obstaculizada debido a la falta de herramientas con una resolucion espacial y
temporal que nos permitan manipularlas de manera selectiva e independiente.

flashes of blue light

E constant llumination with red light

A

Figura 13. Estimulaciéon e inhibicion de la actividad espontanea de células cardiacas
fotosensibles, debido a la transfeccion a las mismas de ChR2 y ArchT. (A- C) Cardiomiocitos con
Chr2 (verde) y ArchT (naranja), patrones de expresion se resaltan en B y C , respectivamente.
(D) Secuencia de 20 flashes de luz azul (470nm) que hace que se estimulen las células a una
frecuencia de 100 Hz. (E) Supresioén de la activacion espontanea debido a la iluminacién con luz
roja (624 nm) durante 30 s. Tomada de [Boyle et al., 2015].

La optogenética, como hemos destacado a lo largo del trabajo,
permite la estimulacion selectiva y especifica de los diferentes tipos celulares y
un preciso control espacio-temporal de la funcion bioldgica, incluyendo la
manipulacion de voltaje de la membrana, las concentraciones intracelulares, el
control del receptor, la expresion génica etc. La optogenética ofrece soluciones
potenciales y podria superar varias limitaciones de electroterapia convencional
para el tratamiento de algunas patologias cardiacas como son las arritmias,
teniendo un gran impacto en la investigacion cardiaca [Ambrosi et al., 2014].
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Una ventaja potencial importante de optogenética es que gracias a
la especificidad que nos ofrece, permite una estimulacion de un tipo de células a
baja energia. Por ejemplo, la estimulacién del haz de His para volver a
sincronizar la contraccion ventricular en pacientes con insuficiencia cardiaca,
rara vez se realiza con los métodos convencionales debido a altos umbrales de
estimulaciéon requeridos y el hecho de que la estimulacion eléctrica a menudo
excita tanto el haz de His como el tabique interventricular, dando lugar a patrones
anormales de activacion [Barba-Pichardo et al., 2013]. Sin embargo, la
optogenética nos permite la estimulacion del haz de His de manera especifica 'y
a baja energia, solucionando ambos problemas [Boyle et al., 2013].

Otra aplicacion clinica de la optogenética en patologia cardiaca es la
modulacién dinamica de la duracion del potencial de accién. Muchos trastornos
del ritmo son causados por potenciales de accion patologicamente alargados o
acortados. Las terapias farmacoldgicas para hacer frente a este problema son
imprecisas y carecen de especificidad. Un uso potencialmente beneficioso de la
optogenética es aplicar largos estimulos luminosos, de baja amplitud, para
modular dindmicamente la forma del potencial de accion en las células que
expresan la opsina. Recientemente se ha demostrado [Karathanos et al., 2014]
que la terapia basada en la optogenética da mejores resultados que el
tratamiento farmacol6gico para la restauracion de la duracion del potencial de
accion en un modelo de células auriculares en las condiciones del sindrome de
QT corto.

Por ultimo, la aplicacién clinica mas tentadora de la optogenética en
patologia cardiaca es la desfibrilacion cardiaca basada en la luz, ya que podria
ofrecer una alternativa completamente libre de dolor a las descargas eléctricas
usadas por los dispositivos actualmente existentes, a la vez que consume mucha
menos energia. La estimulacién selectiva y especifica del tejido o conjunto de
células junto con la baja energia requerida, evitaria la excitacion de los musculos
esqueléticos que rodean el corazén durante los choques de alta energia,
aliviando asi el dolor asociado a ello [Boyle et al., 2015].
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5. CONCLUSIONES

La optogenética es una nueva herramienta cientifica que permite
estimular células excitables, como las neuronas, en milisegundos con gran
resolucion temporal y espacial. Ha allanado el camino para un enorme nimero
de aplicaciones en las areas de las neurociencias bésicas y aplicadas.

Los resultados en modelos animales han proporcionado una gran
esperanza para la traslacion del uso de esta tecnologia a los seres humanos. En
el futuro, la optogenética podria ser una herramienta valiosa para el tratamiento
de muchas enfermedades neuroldgicas y cardiacas, pero es necesario seguir
trabajando para superar las limitaciones que todavia persisten.
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