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Resumen

La Optogenética es una técnica en auge basada en la utilizacion de métodos genéticos y
opticos, con el fin de activar y/o inhibir funciones especificas de un grupo neuronal concreto.
Esta técnica se basa en proteinas fotosensibles denominadas opsinas, cuyos genes
codificantes se insertan junto al promotor de expresion en la poblacion neuronal de interés
mediante diversos métodos, siendo los sistemas de expresion viricos los mas utilizados. Las
opsinas son controladas mediante una combinacion de cable de fibra Optica y electrodo
denominada “optrodo”, el cual se encarga de administrar luz (laser o LED) a las células diana
para permitir la estimulacion neuronal. El interés principal por la optogenética es debido a
sus aplicaciones en Biomedicina, habiéndose estudiado su utilidad en tratamientos como la
epilepsia, el parkinson, patologias retinianas, patologias cardiacas, lesiones de médula
espinal, narcolepsia y adiccién a la cocaina. La técnica, que ya se ha probado en
experimentacién animal para algunas patologias, requiere de futuros avances en
experimentacion para solventar los diferentes interrogantes y lograr el tratamiento de las
diferentes patologias de forma exitosa a nivel humano, por lo que sus futuras aplicaciones

son sumamente prometedoras.
Summary

Optogenetics is a growing technique based on the use of genetic and optical methods, in order
to activate and inhibit specific functions of a specific neuronal group. This technique is based
on photosensitive proteins called opsins, whose coding genes are inserted together with the
expression promoter in the neuronal population of interest using various methods, with viral
expression systems being the most widely used. The opsins are controlled by a combination
of fiber optic cable and electrode called “optrode”, which oversees administering light (laser
or LED) to the target cells to allow neuronal stimulation. The main interest in Optogenetics
is due to its possible applications in Biomedicine, having studied its utility in treatments such
as epilepsy, Parkinson's, retinal pathologies, cardiac pathologies, spinal cord injuries,
Narcolepsy and cocaine addiction. The technique, which has already been tested in animal
experimentation for some pathologies, requires future advances in experimentation to solve
the different questions and successfully treat different pathologies at a human level, which is

why its future applications are extremely promising.



1 INTRODUCCION

1.1 Definicion e importancia
La optogenética se define como “la integracion de técnicas genéticas y Opticas con objeto de
activar o inhibir una funcion especifica en un grupo concreto de células en tejidos vivos”

(Roza Fernandez de Caleya, 2015).

Esta técnica se basa en la introduccion en las células de genes exdgenos a estas, genes que
codifican proteinas fotosensibles, capaces de modificar el comportamiento celular en

respuesta a destellos de luz provenientes de un laser o un LED (Abad Torrent, 2014).

El desarrollo actual de este método esta permitiendo importantes avances en el conocimiento
preciso de los circuitos neuronales que controlan conductas y estados motivacionales y
cognitivos especificos, como el aprendizaje o la memoria entre otros. Mediante la
activacién/inhibicion de una poblacion discreta de neuronas especificas permite un control
muy exacto de un proceso biologico en un sistema intacto, siendo los 3 sistemas posibles
células de cultivo, preparaciones in vitro o animales vivos. De hecho, hasta su desarrollo no
existia ningn método que permitiera el estudio in vivo de células individuales dentro de su
entorno, algo crucial para entender cualquier proceso bioldgico (Roza Fernandez de Caleya,
2015).

Si bien hoy en dia, la optogenética es utilizada fundamentalmente en neurociencias,
permitiendo el estudio de patologias como la enfermedad del Parkinson o la epilepsia, ofrece
un gran potencial en otras areas de conocimiento como es la Biomedicina, por su aportacion
a diversas enfermedades, abordando desde patologias cardiacas y Opticas, hasta el
tratamiento de la narcolepsia o la adiccién a la cocaina pasando por el desarrollo del cancer
(Abad Torrent, 2014).

1.2 Consideraciones y avances
Se considera que la optogenética ha permitido la aclaracion de numerosos interrogantes en
torno al desarrollo de importantes enfermedades y su tratamiento, y se prevé que seguira

haciéndolo en el futuro.

El doctor Deisseroth, ganador del Premio Fundacién BBVA Fronteras del Conocimiento en
Biomedicina junto con Miesenbdck y Boyden por la creacién de la optogenética, prevé que
las aplicaciones médicas mas proximas de esta técnica estaran relacionadas con el sistema

nervioso periférico frente al central. Esto hace referencia a que, muy probablemente, se pueda
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utilizar la técnica para dolor postquirdrgico o ciertos tipos de ceguera. En cuanto a
enfermedades como el alzheimer, el parkinson o la epilepsia llegaran en un futuro mas lejano,

aunque ya existen prometedores resultados.

También ha hablado de sus esperanzas en cuanto a la técnica otro de los creadores, el
neurocientifico Edward Boyden, que esta centrado en la busqueda de tecnologias para
solucionar los interrogantes sobre el movimiento de la informacion por el cerebro, “En este
6rgano todo es mucho més complejo de lo que imaginamos. Mi esperanza es que en las
proximas décadas conozcamos su estructura, la visualicemos en accion y controlemos las
células cerebrales individualmente. Entonces podriamos hacer modelos computacionales y
comprender cémo emergen los pensamientos y las emociones de la red de circuitos
cerebrales” (Sanchez, 2016).

La opinion del doctor Miesenbdck es similar a la de otros investigadores. Explica lo
esperanzador de este método, recalcando la cautela con la que ha de ser tratado ya que aun
hay preguntas que han de ser resueltas. Este neurocientifico estudia en estos momentos los
circuitos cerebrales que ofrecen informacion sobre el mecanismo del suefio y la vigilia
(Sanchez,2016).

Aunque los primeros intentos en primates inferiores todavia no han dado los resultados
esperados en cuanto a control neuronal la optogenética es una técnica revolucionaria con
tecnologia innovadora, con aspiraciones a suceder a algunas de las técnicas clasicas de
investigacion cerebral y a crear un importante y nuevo camino en el desarrollo y control de

los procesos mentales y en la terapia de sus patologias (Morgado, 2016).

1.3 Breve historia de la Optogenética

Yaen el afio 1979, Crick sugirio la necesidad de conseguir el control preciso de un grupo de
neuronas sin alterar a sus vecinas, especulando incluso sobre conseguir esto mediante luz
(Roza Fernandez de Caleya, 2015). Considerable tiempo mas tarde, se realizé un experimento
en el que se comprobd el potencial del laser en la estimulacion de neuronas genéticamente
modificadas, utilizando los fotorreceptores rodopsina de Drosophila para controlar la
actividad neuronal en mamiferos (Zemelman et al., 2002). Pero no fue hasta el afio 2005,
cuando se pudo hablar de avances optogeneticos reales, ya que se logrd6 mejorar el
experimento realizado en 2002. En este experimento, se consiguié por primera vez usar
fotoestimulacion en neuronas modificadas genéticamente para el control de comportamiento

en un animal. Se demostré asi que la estimulacion mediante luz de grupos neuronales
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permitia cambios caracteristicos en el comportamiento de la mosca de la fruta. Activando
solo dos de los miles de neuronas, la Optogenética hacia que las moscas empezaran a volar
(Lima y Miesenbdck, 2005). En ese momento, la técnica ain seguia presentando problemas

relacionados con la proteina utilizada y su fotosensibilidad.

Estos inconvenientes relacionados con la eleccion de la proteina fueron solucionados en el
afio 2005, aunque ya desde 2004 se comenzd a trabajar con un tipo de proteinas capaces de
reaccionar a la luz de una forma mucho mas eficiente (Boyden et al., 2005). La técnica se
desarrolld a partir del descubrimiento de ciertas algas unicelulares que poseian unas proteinas
de membrana que se comportan como canales i0nicos en respuesta a la luz (Boyden et al.,
2005). La Optogenética surge tras la introduccion en neuronas por primera vez de genes
procedentes de algas unicelulares exdgenos a estas, que codifican dichas proteinas sensibles

alaluz.

Desde entonces la Optogenética ha seguido avanzando, por ejemplo, con proteinas que
reaccionan a distintas velocidades y a diferentes tipos de luz, ampliando asi la variedad de

funciones cerebrales que pueden ser estudiadas.

La Optogenética ha sido calificada como “el método del afio” el pasado 2011 por la revista

Nature Methods.

2. OBJETIVOS DEL TRABAJO DE FIN DE GRADO
1. Definir el método cientifico de la Optogenética y sus bases cientificas, especialmente
biofisicas, con un especial enfoque en las neurociencias.
2. Realizar un estudio bibliométrico sobre la importancia de la Optogenética en la
Biologia.

3. Analizar las principales aplicaciones biomédicas de la optogenética.

3. ANALISIS BIBLIOMETRICO SOBRE LA OPTOGENETICA

Con el objetivo de conocer la evolucion de la Optogenética a lo largo del tiempo, se ha
analizado la progresion del nimero de publicaciones y citas relacionadas con el anterior
término. Este analisis, ha permitido cuantificar el impacto e influencia de esta técnica en la

investigacion global de los Gltimos afios.

3.1 Metodologia y resultados
En cuanto a la metodologia seguida, se han realizado busquedas con las palabras

“Optogenética” y “Optogenetics” en seis buscadores cientificos: Google Scholar, Pubmed,
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Science Research, Scopus, Springerlink, Web of Science. Existen numerosos buscadores
cientificos, estos seis en concreto han sido elegidos por su gran popularidad y utilizacion en

el &mbito académico.

El rango de tiempo estudiado abarca desde el afio 2011 hasta el afio 2019, debido a que, de
la busqueda de la palabra en afios anteriores se han obtenido en torno a 10 resultados totales.
El motivo de este afio de partida es debido a que, en este afio, la Optogenética fue mencionada
como “el método del ano” por la revista Nature Methods y se comenzé a incluir el término

en el ambito académico y cientifico.

En la primera figura (Figura 1), se analizé la evolucion anual del nimero de publicaciones
en los seis buscadores mencionados, con el fin de conocer la progresion anual en el nimero
de publicaciones desde 2011. Posteriormente, se realizo otra figura (Figura 2) que refleja las
publicaciones totales, es decir, se realizo la busqueda en los diferentes buscadores, anotando
el nimero total de referencias que estos ofrecian. Una vez obtenidas las dos figuras generales,
se realizaron otras seis (Figura 3), una por buscador, donde se muestra la evolucién respecto

al nimero de citas.
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—GS

Scopus ———Pubmed — Springerlink Science R. —W. Science

12000

10000

8000

Publicaciones

6000

4000

2000

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019

Evolucion anual de publicaciones en diversos buscadores cientificos
Pubmed e Springerlink s Science R. w \NJ . SCiENCE

1200 //\\
1000 <
/ i S
s —

400

Scopus

1400

Publicaciones

200 -

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
Afio
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Cabe destacar que la ruptura de la tendencia que aparece para el afio 2029 es debido a que

aun no existian datos del total del afio en el momento de realizacion de las gréficas.

El elevado nimero de citas, y la rdpida evolucion anual desde el afio 2011, nos permite
deducir el elevado interés que este método cientifico ha suscitado.

Por otro lado, las citas en un trabajo cientifico muestran el interés generado por un tema
concreto mucho mejor que el ndmero de publicaciones. Aunque existan numerosas
publicaciones de un tema, si existen pocas citas, no habra repercusion considerable. Con el
propdsito de representar graficamente el nimero de citas para su analisis, se realizaron dos
figuras. Primero, siguiendo el proceso utilizado para las publicaciones, se realiz6 una figura
que muestra la evolucién anual de las citas desde 2011 a 2019 (Figura 4).

Evolucion anual del numero de citas
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Figura 4. Evolucion anual en el nimero de citas (en rojo) y linea de tendencia (en azul) (Elaboracion propia).

Posteriormente, se realiz6 una segunda figura con el nimero de citas por areas de
conocimiento relacionadas con la biologia (Figura 5). Es muy probable que esta sea la mas
importante ya que muestra cual es el area de conocimiento en el que mas repercusion tiene
la Optogenética, o en cual ha evolucionado méas. Las areas de conocimiento utilizadas han

sido: Biotecnologia, Genética, Biomedicina, Microbiologia, Bioquimica y Neurociencias.
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Figura 5. Numero de citas por area de conocimiento (Elaboracién propia).

Para finalizar el analisis bibliométrico, cabe mencionar los 5 articulos mas citados, los cuales
han tenido una relevancia muy notoria en la evolucion y uso de la Optogenética desde su
aparicion. A continuacion, se aporta la bibliografia respectiva de cada uno de los 5 articulos
mas citados en orden de mayor a menor veces citado, junto con el nimero de ocasiones en

que cada articulo ha sido citado:

- Yizhar, O., Fenno, L., Davidson, T., Mogri, M. y Deisseroth, K. (2011) “Optogenetics in
Neural Systems”, Neuron, 71(1), pp. 9-34. Citado 973 veces.

- Russo, S.J. y Nestler, E.J. (2013) “The brain reward circuitry in mood disorders”, Nature
Reviews Neuroscience, 14(9), pp. 609-625. Citado 641 veces.

- Brieke, C., Rohrbach, F., Gottschalk, A., Mayer, G. y Heckel, A. (2012) “Light-
controlled tools”, Angewandte Chemie - International Edition, 51(34), pp. 8446-8476.
Citado 478 veces.

- Zhang, F., Gradinaru, V., Adamantidis, A.R., Durand, R., Airan, R.D., De Lecea, L.y
Deisseroth, K. (2010) “Optogenetic interrogation of neural circuits: Technology for
probing mammalian brain structures”, Nature Protocols, 5(3), pp. 439-456. Citado 453
Veces.

- Tovote, P, Fadok, J.P. y Liithi, A. (2015) “Neuronal circuits for fear and anxiety”, Nature
Reviews Neuroscience, 16(6), pp. 317-331. Citado 442 veces.

4 BASES CIENTIFICAS DE LA OPTOGENETICA Y CONSIDERACIONES
TECNICAS

La optogenética es “la integracion de técnicas genéticas y Opticas con objeto de activar o
inhibir una funcién especifica en un grupo concreto de células en tejidos vivos” (Roza
Fernandez de Caleya, 2015). En este apartado, analizaremos tanto su Fundamento cientifico
como las consideraciones técnicas de la misma.



4.1 Fundamento cientifico

La optogenética incluye el desarrollo e insercion, mediante diversos métodos, de genes
dentro de células diana, que permitan a dichas células responder a estimulos de luz. Aqui es
donde entran en juego las opsinas, proteinas utilizadas como sensores de las que hablaremos
a continuacion. Pero también requiere técnicas asociadas que permitan la aplicacion de luz
en dichas células y herramientas que permitan la interpretacion de los efectos derivados de
su activacion para poder evaluar la funcion de determinada poblacion de neuronas en un
proceso fisiologico concreto. A continuacion, se trataran los aspectos mas destacables de la

optogenética.

4.1.1 ;Qué son las opsinas?
Las opsinas son proteinas sensibles a luz que funcionan a modo de sensores, permiten
modificar el comportamiento a nivel celular mediante la presencia y ausencia de luz. Existen

dos tipos de opsinas, bombas iénicas o halorodopsinas y canales i6nicos o canalrodopsinas:

Respecto a bombas idnicas activadas por luz, destaca la halorodopsina (HR o NpHR), la
cual mantiene el gradiente de membrana transportando iones cloruro desde el medio
extracelular hacia el interior (Roza Fernandez de Caleya, 2015). Esta, es activada con luz
amarilla. Una de las formas de HR fue la primera opsina utilizada para la inhibicion del
comportamiento de ratas por hiperpolarizacién celular inducida con luz amarilla (Roza
Fernandez de Caleya, 2015).

Existen también canales idnicos activados por luz, llamados canalrodopsinas (ChRs), estas
son proteinas formadas por un canal permeable a iones y un dominio activado por luz (Roza
Fernandez de Caleya, 2015).

Numerosos microorganismos de forma natural han desarrollado la capacidad de expresar
dichas proteinas con funciones diversas, desde el mantenimiento del potencial de membrana
y la homeostasis ionica en procariotas, hasta la modulacion en algunos organismos de
elementos motrices para dirigirse a ambientes iluminados que favorezcan la fotosintesis. Lo
mas destacable es la sencillez de su estructura, ya que un Unico gen codifica tanto el dominio
sensible a luz (dominio opsina) como el dominio efector, también denominado dominio

canal, responsable del movimiento ionico (Roza Fernandez de Caleya, 2015).

El funcionamiento general de las canalrodopsinas consiste en la produccion de un cambio

conformacional en la proteina, debido a la aplicacion de luz y la absorcion de un foton en el



dominio opsina, cambio que determinara la apertura del dominio canal. EI dominio opsina
esta relacionado con propiedades referentes a la absorcién de luz mientras que el dominio
canal se relaciona con las propiedades cinéticas del canal i6nico (Roza Ferndndez de Caleya,
2015).

Cuando se introducen en neuronas, las canalrodopsinas se insertan en la membrana
plasmatica y producen cambios en el potencial de membrana en reposo en respuesta a luz
azul, de méxima absorbancia (Figura 6). Cuando la conformacion todo-trans retinal (figura
6) absorbe un foton se produce un cambio conformacional de la proteina canalrodopsina
(formada por 7 dominios transmembrana, extremos C y N terminal y un dominio de unién a
retinal) que pasa a 13-cis retinal. Se forma asi un poro permeable a Na*, H*, K" y Ca®* (Roza
Fernandez de Caleya,2015). En unos milisegundos, el retinal vuelve a la conformacién inicial
cerrandose el poro. Cada opsina incorpora, por tanto, el cofactor retinal, responsable de la
absorcion de fotones. Este complejo opsina-retinal constituye la rodopsina (Roza Fernandez
de Caleya, 2015).

A B

Todo-trans retinal

intracelular

RETINAL

extracelular

13-¢ls retinal

Figura 6. (A) Estructura de la canalrodopsina ChR2 (Roza Fernandez de Caleya, 2015). (B) Isomerizacién de
todo-trans retinal a 13-cis retinal por la llegada de un foton (Roza Fernandez de Caleya, 2015).

Por otro lado, las opsinas pueden dividirse en dos subfamilias (Roza Fernandez de Caleya,
2015):

. Las opsinas animales (tipo I1) se encuentran en los fotorreceptores de retinas de
eucariotas, donde se encargan de la fototransduccion, y, por tanto, de la visién.
Estas funcionan como receptores acoplados a proteinas G (transductores de sefial)
y utilizan el 11-cis retinal. En conos y bastones, tras la absorcion del foton, se
produce la isomerizacion no permanente a todo-trans retinal, por lo que para cada

ciclo de activacion deberd reclutarse un 11-cis retinal. Este mecanismo ha



inspirado la creacion de opsinas sintéticas para el control de eventos bioquimicos

en animales, tales como la apertura de canales ionicos.

. Las opsinas microbianas (tipo 1) se encuentran en procariotas principalmente
(haloarqueas), pero también en eucariotas (hongos y algas) y utilizan el isomero
todo-trans-retinal, que isomeriza a 13-cis retinal tras la absorcion ionica,
revirtiendo a todo-trans muy rapidamente. En este proceso el retinal se mantiene
unido a la opsina, al contrario que en las de tipo Il, favoreciendo ciclos de

activacion repetitivos.

Los tejidos de mamiferos examinados hasta la fecha contienen suficiente retinal, por lo que
no es necesario complementar las células diana con este componente para un control 6ptico

adecuado, lo cual es un hecho fundamental para el desarrollo de la optogenética (Referencia).

Se concluye este punto destacando que las opsinas, tanto microbianas como animales, estan
formadas por siete dominios transmembrana, entre ellos su estructura incluye un dominio de
unioén a retinal (dominio opsina) que determinara sus caracteristicas espectrales, y un dominio
efector (dominio canal) que es capaz de provocar el movimiento de iones a través de

membrana.

4.1.2 Caracteristicas de las opsinas
Tras definir el término opsina, se han de citar los factores funcionales a considerar para su

clasificacion.

4.1.2.1 Cinéticas de activacion
Se requieren diferentes energias, en forma de luz, para la activacion y desactivacion de las
diversas opsinas. Estas activaciones y desactivaciones ocurren a su vez a diferentes

velocidades segun la opsina utilizada.

La primera canalrodopsina conocida fue ChR1, en un alga verde unicelular. En la misma alga
verde posteriormente se describio ChR2, ambas con rapidas cinéticas de activacion y

desactivacion (Roza Fernandez de Caleya, 2015).

La principal desventaja de ChR2 es su alto nivel de desensibilizacion, reduciéndose en un
80% su conduccion tras la primera iluminacién, requiriendo 25 segundos para su

recuperacion completa en oscuridad (Roza Fernandez de Caleya, 2015).
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Posteriormente se han descubierto canalrodopsinas, como VChR1 que se excita con luz roja,
o las llamadas OptoXR, las cuales son opsinas quimeras de rodopsinas acopladas a receptores
de proteinas G, que en respuesta a luz verde activan vias de segundos mensajeros (Figura 7)
(Roza Fernandez de Caleya, 2015).

También destacan en este apartado las mencionadas halorodopsinas (HR), activadas por luz
amarilla y transportadoras de iones cloruro a través de sus canales, especializada en la

inhibicion de la respuesta neuronal (Roza Fernandez de Caleya, 2015).

- .- -

Figura 7. Esquema del funcionamiento de las moléculas de la Optogenética, en el que se observan los iones
transportados por cada una de ellas. (Roza Fernandez de Caleya, 2015).

4.1.2.2 Propiedades de los canales y bombas

Los diferentes canales y bombas idnicas estan influenciados por diferentes factores para la

correcta realizacion de su funcion:

e La cantidad de cationes que fluyan a través de una opsina, definida como
conductancia, determinara si la despolarizacion de membrana es suficiente para
alcanzar el potencial umbral y provocar el disparo de potenciales de accidn. Este flujo
de iones esta determinado por la sensibilidad de la luz de la opsina, su espectro de
absorcion y la intensidad de iluminacion que reciba por unidad de superficie. Por
tanto, es imprescindible optimizar la expresion de los canales en las células diana para

alcanzar ese potencial umbral que permite el disparo.
e Laselectividad del canal ha de ser perfeccionada para optimizar el flujo de iones.

e Larapidez de aperturay cierre de las canalrodopsinas es un factor critico para la
manipulacion precisa del potencial de membrana, que ademas determinard la

frecuencia de disparo de dicha neurona. Sin embargo, existe una correlacién inversa
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entre fotocorriente y cinética del canal, que se explica termodindmicamente debido a

que la estabilizacion del estado abierto ralentiza el estado cerrado del canal.

e Para poder producir disparos consistentes con pulsos de luz prolongados, las
canalrodopsinas deben exponer la méxima sensibilizacion durante la iluminacion y

recuperarse en oscuridad rapidamente.

e Una baja expresion o una agregacion de canalrodopsinas puede reducir la
efectividad de la despolarizacion, mientras que una sobreexpresion de proteina

exogena puede resultar toxica y afectar a las propiedades de membrana.

e Existen canalrodopsinas de “funcion escalonada”, las cuales son capaces de
utilizar diferentes longitudes de onda para abrir y cerrar el canal debido a picos de

excitacion de sus componentes suficientemente separados.

4.1.2.3 Modificaciones genéticas en opsinas

Uno de los primeros pasos para realizar un experimento de optogenética es escoger la opsina,
la cual determinara la longitud de onda y la intensidad de luz para su activacién. En cuanto a
las modificaciones genéticas de las opsinas, se han desarrollado mutantes especificos de
aquellas mejor conocidas, como es ChR2, con el objetivo de modificar su selectividad a la

activacion por luz, cinética o magnitud de las corrientes que producen.

Existen numerosas mutaciones que permiten acciones como el retraso del cierre del canal, el
aumento de la fotocorriente o el cambio del espectro de activacion. Estas mutaciones se han
elegido fundamentalmente en base a homologias de los dominios T3-T7 entre
canalrodopsinas y BRs (brasinosteroides), dado que esta ultima es una de las proteinas de

membrana mejor caracterizadas (Roza Fernandez de Caleya, 2015).

De todos modos, hay que destacar que las mejoras en algunas propiedades pueden suponer
una desventaja para otras. Un ejemplo son los efectos inhibitorios que se consiguen con las
bombas ionicas, en este caso la absorcion del fotdén provocara la translocacion de un dnico
ion, generando una corriente muy reducida, por lo que para conseguir los efectos
hiperpolarizantes deseados se ha de realizar la aplicacidn de luz constante. La activacion con
luz amarilla permite activacion independiente de ChR2 y con ello la modulacion

bidireccional de la actividad neuronal si se expresa en la misma célula.
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4.1.3 Tipos de luz detectados por opsinas
Como hemos sefialado “el objetivo final de la Optogenética es modular la actividad de una
neurona por medio de la luz” (Roza Ferndndez de Caleya, 2015). Por tanto, observamos que

el estudio de la luz es un aspecto clave que se esquematiza a continuacion (Figura 8).

470 nm

S

S

Figura 8. Disparo de potenciales de accion neuronales debido a luz azul e inhibicion de estos debido a luz
amarilla, dependiendo la accién de la longitud de onda. (Roza Fernandez de Caleya, 2015).

A la hora de analizar la aplicacion de luz sobre una neurona se han de tratar diferentes
factores: longitud de onda, intensidad y duracion de la luz y estado tras la primera
iluminacion.

Es de gran importancia a su vez determinar sobre qué se va a aplicar la luz, es decir, cuél va

a ser el objetivo del experimento:

« Células en cultivo, en las que se ha de tener en cuenta la intensidad de luz emitida y el

area iluminada Unicamente.

« Preparaciones in vitro, en las que se ha de tener en cuenta la profundidad y el volumen
del tejido que tienen que ser expuestos a luz, dado que la luz disminuye exponencialmente

al aumentar la profundidad.
« Animales vivos, al igual que las células en cultivo no han de considerar la profundidad.

Se ha de tener en cuenta que un exceso de iluminacion puede llegar a originar fototoxicidad
en células vecinas e incluso dafio celular por aumentos locales de la temperatura. También
es de considerar la posibilidad de variar seguin requerimiento el tamafio de los pulsos de luz

y su frecuencia de aplicacion.

Teniendo todo ello en cuenta, la Optogenética se centra en la utilizacién de dos tipos de

fuentes de luz:
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0 LEDs: Consiste en la utilizacion de complejos de luz LED acoplados a fibras dpticas
(Figura 9), que pueden estar guiadas a través de una canula al tejido de interés. En
Optogenética se denomina con el término “optrodo” al complejo formado por

microelectrodos de luz LED o laser y la fibra optica acoplada a estos.

La ventaja principal es que son mas econdmicas, resistentes y faciles de controlar que
el laser. Ademas, existen en muchos colores, lo que le permite una gran variedad en
el espectro de emision. Su pequefio tamafio permite su adhesion en implantes fijos de
animales en animales de experimentacién, permitiendo una aplicacion de luz sin

necesidad de cables (Roza Fernandez de Caleya, 2015).

Su inconveniente principal es la emision de luz en todas las direcciones en lugar de
un haz concentrado, por lo que pierde gran parte de su intensidad al ser acoplado a
una fibra optica (guiada a través de una canula generalmente), llegando a objetivo
una intensidad de milivatios insuficiente para activar ChR2 (Roza Fernandez de
Caleya, 2015).

0 Laéser: Consiste en la utilizacion de complejos de luz laser acoplados a fibras Opticas
(Figura 10), y guiadas en ocasiones a través de una canula al tejido transducido
(Figura 9), en el que han sido insertados los genes de opsinas. Para este tipo de luz,

como se ha dicho anteriormente, también se acepta el término “optrodo”.

Su ventaja principal es la capacidad de emitir la luz en un haz coherente, de forma
que la intensidad que pierde al ser acoplado a una fibra dptica (guiada a través de una
canula generalmente) es minima, llegando al sitio de interés con la suficiente

intensidad (Roza Fernandez de Caleya, 2015).

Por otro lado, tiene numerosos inconvenientes como el de ser un método mas costoso,
menos resistente y mas dificil de controlar que el anterior tipo de luz (Roza Fernandez
de Caleya, 2015).
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Figura 9. Transmision de luz a una célula diana desde un complejo de luz laser (izquierda) acoplado a una
fibra dptica guiada por una canula (medio) al tejido de interés (derecha) (Ortiz-Vilchis, 2015).

Ambas fuentes de luz han de poder utilizar diferentes longitudes de onda que incluyan el
espectro de activacion de diferentes opsinas, ademas de disponer de una intensidad de
emision ajustable que permita mantener una transmision de luz constante frente a variaciones

en la expresion de las opsinas en diversas condiciones experimentales.

Figura 10. Ratén de experimentacion con la fibra 6ptica implantada (Ortiz-Vilchis, 2015).

4.2 Consideraciones técnicas de la Optogenética

La técnica de la Optogenética consiste en la insercién de genes en grupos especificos de
neuronas, en una region cerebral determinada, usando generalmente como vector un virus,
que ha sido modificado para contener secuencias especificas de ADN (Ortiz-Vilchis, 2015).
Estos genes, usualmente obtenidos de haloarqueas (anteriormente llamadas halobacterias),
producen proteinas sensibles a luz como son las halorodopsinas o las canalrodopsinas

tratadas anteriormente, las cuales se activaran o inhibiran en respuesta a cambios de luz.

La técnica de la Optogenética utiliza, por tanto, los principios de la ingenieria genética para
introducir genes en organismos. Se puede dividir en 5 pasos, los cuales trataremos a

continuacion (Figura 11).
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Figura 11. Resumen del procedimiento optogenético (Ortiz- Vilchis, 2015).

Paso 1: El constructo genético

La técnica comienza insertando de forma conjunta constructos genéticos compuestos de una
secuencia promotora (encargada de iniciar la transcripcion genética) y un gen. Los genes de
las canalrodopsinas (ChR) y las halorodopsinas (HR o NpHR) son los mas utilizados para

codificar las proteinas sensibles a luz de células diana (Ortiz- Vilchis, 2015).

En presencia de luz azul (con un espectro de 470 nm) el ChR (Figura 12) experimenta un
cambio conformacional que permite el flujo de iones de sodio que producen en este momento
la despolarizacion celular, y con ella la activacion celular de manera efectiva (Roza
Fernandez de Caleya, 2015).

En el caso de NpHR (Figura 12) la célula es inactivada de forma efectiva en presencia de luz
amarilla (con un espectro de 580 nm) al permitir que iones de cloro produzcan la

hiperpolarizacion celular (Ortiz- Vilchis, 2015).
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Figura 12. Proteinas sensibles a la luz ChR (izquierda) y NpHR (derecha) (Ortiz- Vilchis, 2015).

Piece together genetic construct
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to drive (hght-sensitive

expression on channel)

—

Figura 13. Paso 1 del procedimiento genético. Constructo genético formado por el promotor de expresion
(amarillo) y gen codificador de la opsina (canal idnico sensible a luz) (rojo) (Buchen, 2010).

Pasos 2 y 3: Entrega del gen en el tejido de interés

Uno de los factores limitantes en optogenética, es la baja tolerabilidad de las células de
mamifero por el material genético microbiano, lo que imposibilita la inyeccion directa de
genes de opsinas en el animal. Sin embargo, con técnicas de ingenieria genética se posibilita
la insercién de genes de opsinas en fragmentos de DNA mamifero asegurando que estos sean
transportados al sitio adecuado y den lugar a proteinas funcionales (Roza Ferndndez de
Caleya, 2015).

Ademas, debido a la conductancia tan pequefia de un canal, es fundamental que se optimicen

la transcripcion, traduccidn, plegamiento, trafico e insercion en membrana del gen.

Una vez clonada la opsina deseada, es posible mejorar sus niveles de expresion en neuronas
de mamiferos mediante la sustitucion de ciertos codones, generando asi las Ilamadas ChRs
“humanizadas”. Otra variante es afadir elementos de localizacion especificos, como los
promotores, para que las opsinas se puedan insertar en diferentes partes de la neurona (Roza
Fernandez de Caleya, 2015).
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En este momento, para conseguir el control preciso de un grupo neuronal, lo principal es la
insercion de genes de opsinas de forma especifica en la poblacion neuronal de interés, lo cual
se puede llevar a cabo mediante 3 métodos principales:

1. Sistemas de expresion viricos: Consiste en el uso de vectores virales y es la opcion
mas popular para la administracion de herramientas optogenéticas en sistemas
intactos (experimentos in vivo). Los vectores viricos basados en lentivirus y virus-
adeno-asociados (AAV) han logrado la expresion de opsinas en un amplio rango de
animales experimentales, incluyendo primates. Este método aporta numerosas
ventajas, como la rapidez y la flexibilidad de la implementacion, elevada potencia por
la alta copia de genes (>10° unidades de transduccion/ml y > 10%2 copias
genomicas/ml para lentivirus y AAV respectivamente) cuya expresion funcional se
consigue en 2-3 semanas, necesitando hasta 6 semanas para ocasiones concretas, y
los altos niveles de expresion se mantienen durante meses sin que se hayan detectado

efectos adversos.

Lo maés importante en este método es asegurar la especificidad para la insercién del
virus en la poblacion neuronal deseada. Aungue existen virus que atacan poblaciones
neuronales de forma especifica (como herpexvirus), lo més frecuente en optogenética
es utilizar promotores especificos, que expresan los genes introducidos en
determinados tejidos o tipos de células. El problema de esto es que no se pueden
utilizar fragmentos muy grandes de promotores para insertarlos junto con los genes

de las opsinas en un virus, lo cual sigue siendo un desafio hoy en dia.

Para intentar conseguir especificidad en la expresién virica han surgido
procedimientos, como el disefio de vectores virales dependientes de recombinasa Cre,
basados en la gran cantidad de ratones transgénicos que expresan recombinasa Cre
en numerosos tejidos y tipos de células. De esta forma, cuando un AAV portador de
una ChR+ recombinasa Cre se inyecta en un raton, dicha ChR solo se expresara en
las células que posean recombinasa Cre (Roza Fernandez de Caleya, 2015).

En cuanto a la inyeccion virica (paso 3), basada en la puncién a presion del virus de
interés, las células diana receptoras de la inyeccion son generalmente pertenecientes
al cerebelo, debido al interés de la Optogenética por patologias relacionadas con las
vias motoras, siendo este 6rgano una de las principales zonas responsables del relevo

de informacion referente a estas vias (Tonnesen, 2013).
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Figura 14. Transporte del gen a la célula diana (Tonnesen, 2013).

2. Ratones transgenicos: Si bien es un método mas complejo que la expresion virica,
la expresion de la opsina en el sitio deseado es mas fiable. Las lineas de ratones Thy1.:
ChR2-EYFP y Thyl: NpHR-EYFP expresan opsinas bajo el promotor Thyl. Aunque
este promotor se encuentra en general en todas las neuronas de proyeccion (que
comunican regiones alejadas del tejido nervioso), la activacion especifica de la
neurona diana se consigue al estimular el sitio de interés (Roza Fernandez de Caleya,
2015).

3. Electroporacién: Consiste en producir un aumento significativo de la conductancia
eléctrica'y la permeabilidad mediante la produccién de poros en la membrana celular,
que permitiran la entrada del material genético exdgeno al interior celular, para
insertarse posteriormente en el ADN del raton. Este método se utiliza en neuronas
embrionarias mediante la inyeccion in utero. Se usan plasmidos desnhudos, que
permiten la insercion de DNA de cualquier tamafio, por ello, se pueden utilizar
promotores mas largos que mejoren la especificidad de la expresion para

determinadas células (Roza Fernandez de Caleya).

Junto con la electroporacion en los ultimos afios se han realizado otros métodos
fisicos, como es la biobalistica (Maestre Deltell, 2017), basada en el bombardeo de

microproyectiles que contienen el plasmido con el DNA a transferir.

STEP2 | STEP3 '
Insert construct into virus. Inject virus into animal brain; opsin |

is expressed in targeled neurons

Figura 15. Pasos 2 y 3 del procedimiento genético realizados mediante sistemas de expresion viricos.
Insercion del constructo en virus (paso 1) e inyeccion del virus en el cerebro animal; la opsina es expresada en
neuronas especificas (paso 2) (Buchen, 2010).
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Pasos 4: Insercion del optrodo (fibra optica y electrodos)

Si todo ha ido bien, en este momento el animal se encuentra expresando la proteina deseada
en los tipos neuronales elegidos, por lo que es el momento de la realizacion de los pasos
finales, que consisten en la insercién de la fibra Optica y el electrodo en el animal objeto de
la técnica y la estimulacion por ondas de luz especifica que genera la apertura de canales y

bombas idnicas y excitacion de la poblacion neuronal.

Las proteinas opsinas, localizadas en las membranas neuronales, requieren de una
neurocirugia estereotaxica, la cual permite acceso quirargico a zonas profundas del encéfalo,
basandose en un sistema de coordenadas tridimensionales para hacer llegar a estas proteinas
las ondas de luz emitidas. La administracion de luz se realiza a través “optrodos”, que
consisten en microelectrodos de fibra Optica que permiten el acceso de luz (laser o LED) a
las células diana para abrir asi los canales y bombas fotosensibles de los que resultara la

estimulacién neuronal.

Esta sonda que combina el cable de fibra Optica y el electrodo denominada “optrodo” se
puede cortar a la longitud deseada para enfocar una region cerebral especifica utilizandose
directamente en el craneo o bien insertarse a traves de una canula que guie el optrodo y a su

vez facilite posibles manipulaciones farmacoldgicas simultaneas.

STEP4

sert ‘'optrod

Figura 16. Paso 4 del procedimiento optogenético. Insercion del “optrodo”, cable de fibra dptica mas
electrodo (Buchen, 2010).

Paso 5: Estimulacién por onda de luz especifica

Ahora el animal esta preparado para la entrada de ondas de luz especifica a través de la sonda
u “optrodo”, las cuales permitiran la apertura del canal o bomba idnica y con ella el paso de
diferentes iones a través de estos canales y bombas, que tendrdn como consecuencia la

activacion o inhibicion de células neuronales especificas.
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Figura 17. Paso 5 del procedimiento optogenético. Luz laser de una longitud de onda especifica abre canales
ionicos en neuronas (Buchen, 2010).

Paso 6: Recogida y analisis de resultados

En este momento podriamos hablar de un sexto paso (Figura 18) en el que se registren los
resultados electrofisiologicos y conductuales para un correcto analisis e interpretacion de la
patologia a estudiar.

STEPG6 '

Record electrophysiological
and behavioural resuits.

Figura 18. Paso 6 del procedimiento optogenético. Registrar resultados electrofisioldgicos y de
comportamiento (Buchen, 2010).

4.3 Avances técnicos en los ultimos afios

A principios del pasado afio 2018, se publicé un estudio que pretende suplir ciertas
limitaciones que presenta la Optogenética en cuanto la estimulacion por luz (Chen et al.,
2018). La Optogenética, como hemos visto, utiliza luz visible de para la manipulacion de las
células de interés que tiende a dispersarse cuando pasan al interior cerebral, lo que impide

avanzar de zonas cerebrales superficiales hacia otras mas profundas.

Este estudio realizado por el Instituto de Ciencias del Cerebro de Riken en colaboracion con
la Universidad de Tokio ha desarrollado una nueva técnica Optogenética que permite la

activacioén o inhibicién neuronal mediante la aplicacién externa de luz en el craneo, como
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alternativa al método invasivo de la sonda y sin requerimiento de neurocirugia (Chen et al.,
2018).

Esta aplicacion externa de luz es realizada mediante unos nanomateriales denominados
nanoparticulas de conversion dopadas con lantanidos o UCNP que son inyectadas en la
region cerebral de interés. La técnica continta con la aplicacion de haces de luz infrarroja
cercana (NIR) mediante laseres que atraviesan con facilidad el cerebro desde el exterior del
crdneo. A continuacion, estos haces son absorbidos por las mencionadas nanoparticulas
UCNP para convertirse en luz visible necesaria para la estimulacién neuronal de las opsinas.
Finalmente se realiz6 una comprobacion mediante microscopio electronico que verifico que
las nanoparticulas UCNP se mantenian en la zona donde habian sido inyectadas (Chen et al.,
2018).

Esta técnica ha permitido el control de los grupos neuronales de interés sin dafio tisular.
Aunque de momento solo se ha probado en ratones ha hecho posible activar las neuronas
dopaminérgicas del area tegmental ventral, implicada en procesos de adicién, recompensa y
cognicion. También ha hecho posible inhibir las células neuronales en el hipocampo, que
permite la proteccion frente al dafio provocado por el &cido kainico, un estimulo
sobreexcitador relacionado con la epilepsia. Por ultimo, la técnica Optogenética mediada por
nanoparticulas UCNP ha permitido alterar la conducta en roedores, concretamente su

capacidad de generar recuerdos relacionados con el miedo (Chen et al., 2018).

La técnica pretende ser un método pionero en el tratamiento y estudio de diversas
enfermedades, sin embargo, es primordial caracterizar detalladamente la interaccion entre las
nanoparticulas y el tejido cerebral antes de aplicarla en humanos. "Las nanoparticulas
parecen ser bastante estables y biocompatibles, por lo que son viables para su uso a largo
plazo y, ademas, la baja dispersion significa que podemos apuntar a las neuronas objetivo de
forma muy especifica" afirma McHugh, uno de los principales autores del estudio (Chen et
al., 2018).

La técnica requiere de futuros estudios que permitan esa profundizacion mas detallada para

llegar al objetivo final de la aplicacion humana.
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Figura 19. La luz infrarroja cercana (NIR) atraviesa el tejido cerebral para activar las neuronas a través
de nanoparticulas (arriba). Activacion no invasiva de neuronas en el centro de recompensa del cerebro
del raton, usando proteinas fluorescentes c-Fos y EYFP y nanoparticulas UCNP (abajo) (Chen et al.,
2018).

5. APLICACIONES BIOMEDICAS DE LA OPTOGENETICA
La prometedora técnica de la Optogenética, aunque sigue teniendo problemas e interrogantes
en un futuro su resolucién permitira la identificacion de las subclases neuronales causantes

de diversas patologias y posibilitara el tratamiento de estas.

La técnica requiere de un mayor avance en experimentacion para llegar a estas metas futuras,
siendo importante el progreso en experimentacion con primates en concreto cuyos estudios

aun son escasos, por la similitud entre su cerebro y el humano.

La Optogenética ha desarrollado numerosas aplicaciones en diversas areas medicas, entre las

gue se encuentran las siguientes.

5.1 Tratamiento para la epilepsia

Los actuales tratamientos para la epilepsia, que afecta al I6bulo temporal son causa de
numerosos efectos secundarios negativos, lo que genera la necesidad de nuevos tratamientos,
entre los que se ha sugerido la Optogenética como técnica para la deteccién de la aparicion
de convulsiones espontaneas en un modelo de raton con epilepsia del 16bulo temporal. En el
trabajo de Armstrong y colaboradores (Armstrong et al., 2013), se demostrd que es posible
utilizar la estimulacién foténica para detener las convulsiones de manera efectiva en ratones

modificados para desarrollar diferentes tipos de epilepsias.

En un trabajo posterior, se demostré que mediante Optogenética es posible activar neuronas
GABAérgicas en el hipocampo, bloqueando la aparicion de convulsiones después de la

exposicion a ciertos tipos de luz. Sefialaron que las convulsiones del I6bulo temporal pueden
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detectarse y prevenirse mediante el control de poblaciones neuronales especificas mediante

la Optogenética (Krook-Magnuson et al., 2013).

Actualmente, el estudio continta inconcluso, a pesar del desarrollo de trabajos recientes en
los que se han investigado los efectos de la estimulacion de células granulosas (engloba
diferentes tipos celulares con cuerpos celulares muy pequefios) en la estructura denominada
giro dentado del hipocampo (region critica para el aprendizaje y la memoria). Los resultados
obtenidos evidencian que estas células granulosas, pueden prevenir una actividad convulsiva

en el hipocampo (Krook-Magnuson et al., 2014).

Las células granulares representan la mayoria de los tipos neuronales humanos y se excitan
en respuesta a sefiales enviadas por fibras musgosas, componentes de las aferencias
cerebelosas. Estas células granulares envian fibras paralelas a través de la capa de Purkinje
para forman miles de sinapsis en las dendritas intermedias y distales de las células de Purkinje
utilizado el glutamato como neurotransmisor, el cual tiene un efecto inhibitorio en el sistema
nervioso (Petroff, 2002).

Prevenir que estas células granulosas se activen durante una convulsion ha servido para
detenerlas de forma efectiva, mientras que la estimulacion ha logrado que las convulsiones

empeoren (Krook-Magnuson et al., 2014).

El hipocampo es a menudo el foco de las crisis epilépticas, sin embargo, ain no esta claro si
la epilepsia es generalmente causada por anomalias del hipocampo o si el hipocampo esta

dafiado por los efectos acumulativos de las convulsiones (Ortiz- Vilchis, 2015).

5.2 Tratamiento del Parkinson

Investigadores de la Universidad Carnegie Mellon, en Estados Unidos, (Mastro et al., 2017)
han identificado dos grupos neuronales que se pueden activar y desactivar para disminuir los
sintomas relacionados con el movimiento de la enfermedad de Parkinson durante mas tiempo

que las terapias actuales.

La enfermedad de Parkinson se produce cuando las neuronas dopaminérgicas, productoras
de dopamina en el cerebro, que se alimentan de los ganglios basales del cerebro mueren y
hacen que los ganglios basales dejen de funcionar, evitando que el cuerpo inicie el
movimiento voluntario. Por tanto, los ganglios basales son el principal objetivo clinico para
el tratamiento de la enfermedad de Parkinson, pero las terapias utilizadas actualmente no

ofrecen soluciones a largo plazo (Mastro et al., 2017).
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Para entender mejor el comportamiento de las neuronas de los ganglios basales en el
Parkinson, se observé el circuito interior de los ganglios basales, en concreto un ndcleo
Ilamado globus pallidus (GPe) externo, componente de los ganglios basales que se sabe que
contribuye a suprimir las vias motoras en estos, aunque se desconocen los tipos individuales
de neuronas presentes en el GPe, su papel en la enfermedad de Parkinson o su potencial

terapéutico (Mastro et al., 2017).

El grupo de investigacion utilizé la Optogenética para dirigirse a dos tipos celulares en un
modelo de ratén para la enfermedad de Parkinson (neuronas PV-GPe y Lhx6-GPe) y
descubrieron que al elevar la actividad de las neuronas PV-GPe sobre la de las neuronas
Lhx6-GPe, se puede detener el comportamiento neuronal alterado en los ganglios basales y
restaurar el movimiento en el modelo de raton durante al menos cuatro horas, tiempo

significativamente superior a los tratamientos actuales (Mastro et al., 2017).

“Aunque la Optogenética se utiliza s6lo en modelos animales, se cree que sus hallazgos
podrian crear un protocolo nuevo y mas eficaz de estimulacion cerebral profunda” (Mastro
etal., 2017).

5.3 Tratamiento de patologias retinianas

El tratamiento de patologias relacionadas con la vision constituyé el primer ensayo clinico
realizado mediante la técnica de la Optogenética, en concreto en el tratamiento de la
enfermedad de la retinosis pigmentaria. La retinosis o retinitis pigmentaria engloba un
conjunto de enfermedades oculares degenerativas caracterizadas por la pérdida lenta y
progresiva de vision provocada por la destruccion de las células fotosensibles de la retina. La
eleccién de esta patologia para la primera aplicacion humana de la Optogenética responde a
tres caracteristicas (Franco, 2017):

a) Elojo es el 6rgano idéneo para esta tecnologia ya que es mucho mas fécil acceder
a este que al cerebro.

b) Esta patologia es ideal para intentar transformar las células nerviosas ganglionares
de la retina en células fotosensibles, para suplir la destruccion de las células

fotosensibles de la retina, gracias a la Optogenética.

c) En la retinosis pigmentaria el nervio Optico no esta dafiado, de modo que la
transmision nerviosa desde las células ganglionares hasta el cerebro esta

asegurada.
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La responsable de este ensayo clinico pionero es la empresa estadounidense RetroSense. El
pasado afio 2014 la empresa consiguié que su terapia, con el nombre RST-001, recibiese la
designacion de farmaco huérfano (destinado a un grupo reducido de pacientes) por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA) para el tratamiento
de la retinosis pigmentaria. En el afio 2015, fue aprobada como nuevo farmaco en
investigacion, y en el afio 2016, RetroSense realizd un ensayo que confirmé que los
medicamentos habian sido dosificados de forma segura a los pacientes.

La terapia Optogenética RST-001 emplea el gen de la ChR2, para restaurar la vision en
células ganglionares de la retina degeneradas por la retinosis pigmentaria. Para ello, se
inyectan virus en el ojo con el objetivo de que estas células ganglionares se vuelvan
fotosensibles y se genere asi una sefial eléctrica en respuesta a la luz, como en un o0jo sano,

lo que restauraria parcialmente la vision.

La primera paciente en someterse a esta terapia ha sido una afectada de retinosis pigmentaria
de Texas. La paciente recibio el tratamiento en uno de sus 0jos a cargo de un equipo de
investigadores dirigidos por David Birch pertenecientes a la Fundacion Retina del Sudoeste.
Este ensayo clinico se amplio progresivamente hasta alcanzar un total de 15 pacientes (Roska
etal., 2014).

El objetivo era que la paciente recuperase parte de su capacidad visual en un ojo que tenia
una capacidad visual nula. Las células ganglionares de la retina normalmente transmiten
impulsos nerviosos y no reciben luz directamente, por lo que no se sabia qué tipo de vision

se obtendria previamente al ensayo (Franco, 2017).

Es relevante destacar que la vision obtenida a partir de células ganglionares fotosensibles
para contrarrestar la degeneracion de células fotosensibles de la retina supuso en la paciente
una importante desventaja, ya que una retina sana adapta su sensibilidad rapidamente a los
cambios de iluminacion, pero las células fotosensibles originadas de la técnica optogenética
posiblemente no podran adaptarse con la misma facilidad. Por ello nace la idea de las gafas
de proyeccion de luz para complementar la técnica Optogenética facilitando el proceso de

adaptacion luminica del ojo tratado.

Previamente al desarrollo de ensayos con pacientes humanos, se aplico la optogenética a
otras células relacionadas con las patologias retinianas, las cuales aportaban diferentes

ventajas e inconvenientes respecto a las células ganglionares, elegidas finalmente para el
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ensayo clinico. Las otras opciones barajadas a lo largo del tiempo han sido desde un enfoque
no dirigido, en el que no hay ingenieria del gen o vector administrado, hasta células bipolares
pasando por cuerpos celulares fotorreceptores de cono remanente (Roska et al., 2014).

6. CONCLUSIONES

a) En lo referente a definir el método cientifico de la Optogenética, podemos
concluir que la Optogenética se define como la integracion de técnicas genéticas
y Opticas con objeto de activar o inhibir una funcion especifica en un grupo
concreto de células en tejidos vivos. Combina disciplinas Bioldgicas (genética,
fisiologia, etc.) con Fisicas (Optica, electromagnetismo, etc.).

b) Se basa en la introduccidn en las células de genes exdgenos a estas, que codifican
proteinas fotosensibles, capaces de modificar el comportamiento celular en
respuesta a destellos de luz provenientes de un laser o un LED. La introduccién
en las células diana de los genes exdgenos se puede realizar mediante 3 métodos
principales. Las proteinas fotosensibles codificadas pueden ser también de
diferentes tipos, cada uno con unas propiedades caracteristicas del mismo. De
forma general se estructura la técnica de la Optogenética en 6 pasos principales.

c) Elestudio bibliométrico realizado nos ha permitido constatar la importancia de la
Optogenética en la investigacion cientifica. El elevado nimero de articulos, su
rapida evolucién y especialmente, el importante nimero de citas muestra el gran
interés cientifico de la misma. En relacion con las areas cientificas, las mas
relacionadas con el uso de la Optogenética son la Neurociencia, la Biologia
celular, la Genética, la Bioguimica, la Microbiologia y la Biotecnologia.

d) Finalmente, podemos concluir que existen numerosas aplicaciones de la
Optogenética en la biomedicina. Con esta técnica, se estan investigando
aplicaciones médicas para diversas enfermedades como la epilepsia, el Parkinson,
patologias retinianas, patologias cardiacas, lesiones de la Médula espinal, Cancer,

Narcolepsia o la adiccion a la cocaina.
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ANEXO |

Otros tratamientos optogenéticos en proceso con aplicaciones prometedoras para el
conocimiento y cura de diferentes enfermedades son:

Tratamiento de patologias cardiacas

Investigadores de la Universidad de Bonn de Alemania han publicado el pasado junio de
2019 uno de los ultimos estudios referentes a tratamiento de patologias cardiacas mediante
Optogenética. En el mismo, han conseguido desarrollar células cardiacas fotosensibles (Sasse
etal., 2019).

Estas células denominadas miocardiocitos, han incorporado mediante la técnica
Optogenética genes codificantes de proteinas fotosensibles generando, por ende,
miocardiocitos fotosensibles capaces de activarse e inhibirse por despolarizacion e
hiperpolarizacion inhibicion respectivamente. “Al utilizar la luz, esta tecnologia proporciona
una precision espacial y temporal muy alta, que contrasta claramente con la estimulacion
eléctrica. Ademas, la expresion especifica de cardiomiocitos permitiria la estimulacion sin

dolor en un futuro” (Sasse et al., 2019).

El grupo de investigacion, dirigido por Philipp Sasse, consiguié expresar la ChR2 en
miocardiocitos y utilizaron luz para estimular de forma precisa el crecimiento de las células
en el corazdén de ratones transgénicos. Los pulsos de luz provocaron corrientes eléctricas
localizadas y prolongadas en las células cardiacas, segun explica el estudio (Sasse et al.,
2019).

Expertos aseguran que “la Optogenética permitiria disefiar dispositivos mas eficientes y de
menor consumo eléctrico y, por tanto, de mayor longevidad que los marcapasos y DAIs

(Desfibriladores Automaticos Implantables) tradicionales” (Redaccion médica, 2019).

Tratamiento de lesiones de la Médula espinal

Recientes estudios han demostrado que los nervios fotosensibles desarrollados por la técnica
Optogenética son capaces de producir movimientos en las extremidades controlados por luz
LED en tiempo real. La técnica permite movimientos hacia arriba y hacia abajo de la
articulacion del tobillo de los roedores de formas suaves y poco fatigantes (Vajtay et al.,
2019).
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La Optogenética permite en estos tratamientos aplicaciones muy diversas, que van desde
restaurar el movimiento en extremidades paralizadas, hasta desactivar sefiales de dolor no
deseados pasando por tratar movimientos musculares rigidos o espasticos, relevante también

para el tratamiento del Parkinson (Vajtay et al., 2019).

La estimulacion eléctrica de los nervios se utiliza clinicamente para tratar la disfuncién
respiratoria, intestinal, vesical y sexual en pacientes con lesiones de la médula espinal, asi
como para mejorar el acondicionamiento muscular en personas con enfermedades
degenerativas musculares. Puede controlar las extremidades y protesis paralizadas. En todos
los casos, los impulsos eléctricos enviados a las fibras nerviosas, llamados axones, activan el

movimiento en los musculos activados por las fibras (Vajtay et al., 2019).

Los investigadores pudieron controlar el movimiento de la articulacion del tobillo de
roedores modificados para expresar opsinas en dos nervios concretos de la pierna al aplicar

un LED conectada a la piel o implantada en la pierna (Vajtay et al., 2019).

Cancer

En los ultimos afios se ha comenzado a pensar en la idea de la Optogenética para el
tratamiento del cancer. Aunque ain no se han desarrollado importantes hallazgos, a finales
de 2019 se ha conocido que el Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) junto
con el Centro Nacional de Investigaciones Oncologicas (CNIO) se disponen a la creacién de
un proyecto multidisciplinar, coordinado por diversos organismos internacionales,
denominado NanoBright. Este, tiene como objetivo el desarrollo de nuevos enfoques 6pticos
de vanguardia (como es la Optogenética) para el tratamiento de afecciones patoldgicas del

cerebro como tumores sin necesidad de intervenciones invasivas (Genotipia, 2019).

“Las aplicaciones Opticas, como la Optogenética, estan revolucionando el estudio de las
enfermedades neuroldgicas, pero se enfrentan a una importante limitacion en su traslacion
clinica debido a la necesidad de modificar genéticamente la zona a intervenir para hacerla
sensible a la luz. Con NanoBright buscamos explotar las propiedades naturales de la luz en
su interaccion con la materia sin necesidad de modificar el tejido neuronal. Esto supone un

cambio radical de concepto”, anade una de las investigadoras del CSIC (Genotipia, 2019).

Con estas afirmaciones cabe pensar que se pretende explotar la Optogenética basada
fundamentalmente en la técnica de las nanoparticulas, dejando atras los métodos invasivos

que utilizaban neurocirugia y “optrodos”.
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Narcolepsia

Las técnicas optogenéticas in vivo fueron utilizadas por primera vez para el tratamiento de la
Narcolepsia (Adamantidis et al., 2007). Los autores de este estudio utilizaron el circuito de
las hipocretinas (de Lecea et al., 1998), también llamadas neuronas hipocretinérgicas para la
demostracion de que esta estimulacion mediante técnicas optogenéticas en ratones es
necesaria para hacer que el animal despierte. Estas células integran informacion acerca de los
ritmos circadianos, el metabolismo energético y el sistema limbico entre otras muchas
funciones que, tienen como objetivo enviar una sefial que coordine los diferentes sistemas de

vigilia, otorgando de estabilidad al ciclo vigilia-suefio.

El experimento ha permitido establecer una relacion causal entre la actividad que realizan las
neuronas hipocretinérgicas y el control de las transiciones entre los estados de vigilia y suefio
(Adamantidis et al., 2007).

Adiccién a la cocaina

Existen lineas de investigacion que se estan dirigiendo al tratamiento de la ansiedad
relacionada con el consumo de drogas. En este caso, el signo del cambio pretende ser la
variacién de una asociacion positiva a una neutral o incluso negativa. Es decir, se estudia que
una asociacion positiva andmala (adiccién), pueda ser convertida en una respuesta neutra o
incluso de repulsion. Esta demostracion ha sido posible en ratones al reprogramar los
circuitos que conectan el hipocampo con la corteza prefrontal, y también en la
reprogramacién de los circuitos que conectan la amigdala con la corteza prefrontal, de tal
manera que en estos casos la adiccion a la cocaina se ha visto significativamente disminuida
(Pascoli et al., 2014).
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