OPTOGENETICA: UN HAZ
DE LUZ PARA CONOCER LAS
FUNCIONES CEREBRALES
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Una de las grandes preguntas que nos hacemos en neurociencia es
céomo la actividad neuronal crea diversas funciones en el cerebro,
resultando en un determinado comportamiento. Para poder analizar
esta pregunta, nos vemos obligados a analizar lo que ocurre dentro
del sujeto experimental mientras ejecuta un comportamiento
determinado, para asi poder determinar qué circuito especifico
genero6 el mismo. Una de las técnicas mas utilizadas hoy en dia para
dicho fin es la optogenética. Desde su creacioén, el uso de esta técnica
se ha incrementado significativamente y actualmente es empleada
a nivel mundial por laboratorios de neurociencia cuyo objetivo es
dilucidar los enigmas de la actividad cerebral.

One of the big questions we ask in neuroscience is how neuronal
activity creates various functions in the brain, resulting in a certain
behavior. In order to analyze this question, we are forced to analyze
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what happens inside the experimental subject while executing a specific behavior, in order to be able to determine which
specific circuit generated it. One of today’s most used technique is called optogenetics. Since its creation, the use of this
technique has significantly increased, being globally applied by the neuroscience field by laboratories whose purpose is to

elucidate the enigmas of brain’s activity.

B INTRODUCCION

Para el tiempo en que surge la
optogenética, ya existian otras he-
rramientas (como la microscopia
de uno o de dos fotones) que nos
permitian observar y estudiar la ac-
tividad neuronal de distintas areas
(como el soma, las espinas dendri-
ticas y los terminales axonales) pero
con la restriccion de que el animal
debia tener la cabeza fijada a un
aparato experimental, que le impe-
dia moverse libremente limitando
asi el comportamiento que uno po-
dia estudiar (Miyamoto et. al 2015).
El desarrollo de la optogenética per-
mitié analizar qué ocurre en un ani-
mal que puede moverse libremente,

abriendo un nuevo abanico de po-
sibles comportamientos que pue-
den ser estudiados en tiempo real:
comportamientos sociales (pelea,
apareamiento, cuidados materna-
les), comportamientos relacionados
al estrés y a la ansiedad y compor-
tamientos motores  (movimiento
cuello y cabeza, salto), entre otros.
A esta nueva técnica se la llamé op-
togenética (e.g., Bernstein y Boyden,
2011; Fenno et al., 2011; Zhang et
al., 2011; Mei & Zhang, 2012; Pac-
ker et al., 2013).

Desde su desarrollo al dia de la
fecha, el crecimiento en el uso de
esta técnica fue exponencial, gene-
rando numerosas lineas de inves-

tigacion y descubrimientos en dis-
tintas areas de sumo interés (Figura
1). Siguiendo esta linea, en el ano
2010, la técnica de optogenética fue
elegida como “Método del afo” a
lo largo de los campos de ciencia
e ingenieria por la revista interdis-
ciplinaria de investigaciéon “Natu-
re Methods” (Nat. Meth. Editorial,
2010).

Esta metodologia, que combi-
na técnicas de Genética, Optica
y Bioingenieria, permite inhibir o
estimular la actividad eléctrica de
determinadas neuronas tanto en
experimentos in vivo (en un animal
vivo y en movimiento desarrollando
un determinado comportamiento)
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Figura 1: Grafico periodos de tiempo vs cantidad de publicaciones a lo largo de 45 afios de investigacion.
Realizado a partir de blsquedas en PubMed de investigaciones realizadas con las diversas opsinas y varian-
tes de la técnica de optogenética. Adaptado de Deisseroth (2015).

como in vitro (cultivo celular de un
tejido especifico) (Deisseroth 2015).
Esta herramienta, actualmente utili-
zada para el estudio de los circuitos
neuronales que producen un deter-
minado comportamiento, presenta
tres componentes principales:

- Proteinas sensibles a la luz: op-
sinas

- Técnicas de ingenieria genética
(para que las neuronas del drea
cerebral especifica que quiere
estudiarse produzcan suficiente
cantidad de opsinas)

- Técnicas de bioingenieria (para
guiar suficiente luz por un tiem-
po determinado al drea especi-
fica en estudio, permitiendo el
accionar de las opsinas mien-
tras que el animal desarrolla un
comportamiento dado)

La idea general, entonces, es
lograr que las neuronas de un sitio
especifico del cerebro produzcan

suficientes opsinas, las proteinas
sensibles a la luz. Luego se envia luz
hacia estos sitios del cerebro, lo que
activa las opsinas y permite modifi-
car la actividad de estas neuronas.
El cambio en la actividad neuronal
permite modificar la conducta del
animal y, de este modo, estudiarla.

B ;QUE SON LAS OPSINAS?

Las opsinas son proteinas trans-
membrana sensibles a la luz que se
encuentran en la naturaleza en una
variedad de organismos (desde mi-
crobios a primates). Las células que
poseen estas proteinas cambian su
actividad cuando la célula es ex-
puesta a una determinada luz. Cuan-
do mediante técnicas de optogenéti-
ca se provoca que una determinada
célula (una neurona, por ejemplo)
exprese opsinas, ya sean naturales o
modificadas, puede transformarse la
actividad de esa neurona cuando se
la exponga a la luz. De este modo,
en las neuronas del animal que se
esta estudiando se puede generar:

induccién de uno o mas potenciales
de accién, supresién/inhibicién de
una determinada actividad neuronal
o modificacién de una definida via
de sefializacién con una precisién
de milisegundos en cuanto al instan-
te en el que se generan estos cam-
bios (Guru et al 2015).

Las opsinas naturales (no modi-
ficadas por el hombre) pueden divi-
dirse en dos grandes clases:

- Opsinas de Tipo | (Procariontes,
algas, hongos)

- Opsinas de Tipo Il (Vertebrados
e Invertebrados)

La primera clase de opsinas se
encuentra en microorganismos pro-
cariontes (bacteria, arquea, alga) y
algunos eucariontes (hongos vy al-
gas). En general son proteinas de
membrana que actdan como ca-
nales o bombas (Nagel et al 2002,
2003), transduciendo directamente
la energia de los fotones en una co-
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Figura 2: Opsinas de origen microbiano.
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Figura 3: Opsinas de origen vertebrado.

rriente eléctrica. Son utilizadas por
su poseedor para una variedad de
funciones: navegacién hacia fuen-
tes de energia, alejamiento de am-
bientes hostiles y control de la con-
centraciéon de diversos iones, entre
otras.

De las opsinas que conforman
este grupo (Figura 2), tres tipos son
actualmente utilizados en optoge-
nética: las Bateriorrodopsinas, las
Halorrodopsinas y los Canales de
Rodopsina (Figura 2). Cuando me-

diante la optogenética se logra que
un grupo de neuronas exprese estas
opsinas, tanto las bacteriorrodopsi-
nas (bombean protones fuera de la
célula) como las halorrodopsinas
(bombean iones cloruro dentro de
la célula) generan corrientes hiper-
polarizantes que dificultan el dis-
paro de potenciales de accién en la
neurona, por lo que suelen inhibir la
actividad neuronal. Por el contrario,
los canales de rodopsina permiten el
ingreso de protones, lo que genera
una corriente despolarizante que fa-

vorece el disparo de potenciales de
accion en la neurona. A lo largo de
los anos fueron descubiertas nuevas
variantes naturales con diferencias
en sus cinéticas, conductancias a io-
nes y propiedades relativas al cam-
bio de color, influenciando positiva-
mente sobre esta técnica (Deisseroth
2015).

Por su parte, las opsinas tipo I
se encuentran en células animales y
tienen funcién principalmente en la
vision y modulacién del ritmo circa-



32

CIENCIA E INVESTIGACION - TOMO 67 N° 3 - 2017

diano (Figura 3). Estas son receptores
acoplados a proteinas G, por lo que
al ser estimuladas inician una cas-
cada de activacién (en vez de una
activacion directa como las protei-
nas tipo I) generando cambios mas
lentos en la activacién neuronal.

Independientemente del origen
o del tipo de opsina, estas proteinas
requieren de un vitdmero de la vi-
tamina A Ilamado Retinal. Al unirse
el retinal con la opsina, el comple-
jo retinal-opsina se vuelve sensible
a la luz. Si en este estado un fotén
golpea al retinal, el complejo se iso-
meriza y pasa a un estado activo. La
fotoisomerizacion resultante indu-
cird un cambio conformacional en
la opsina que lleva a la apertura de
canales o a la activacién de bombas
(dependiendo del tipo de opsina), y
provoca cambios en el potencial de
membrana que activaran o inhibiran
la actividad neuronal.

El retinal ya se encuentra pre-
sente en el tejido neuronal de los
mamiferos, lo que facilit6 en un
principio el uso de la optogenética.
Por el contrario, dicho vitamero no
se encuentra en modelos de inver-
tebrados (como Drosophila Melano-
gaster), por lo que un requisito indis-
pensable para que esta herramienta
pueda usarse en los invertebrados es
introducir el retinal en un suplemen-
to dietario (Guru et al 2015).

B ;COMO SE MODIFICA GENE-
TICAMENTE A LAS NEURONAS
PARA QUE EXPRESEN LAS OPSI-
NAS DE INTERES?

Para poder manipular un tipo ce-
lular de manera espacio-temporal
especifica con técnicas de optoge-
nética, es necesario lograr que la cé-
lula exprese las opsinas, y para esto
hace falta colocarle genes de estas
proteinas y luego lograr que estos
genes se expresen correctamente en
un sitio determinado. Esto puede Ile-

varse a cabo de varias maneras. Un
método muy popular que permite
controlar estrechamente el sitio del
cerebro en el que se expresaran las
opsinas, es la utilizacion de sistemas
de expresion viral. Para ello se dise-
na artificialmente un virus, [lamado
vector, que contiene el gen de una
determinada opsina bajo un promo-
tor especifico. Este vector viral se
inyecta en la regién del cerebro en
donde deseamos que se expresen
las opsinas, que es la regién que nos
interesa estudiar. Este método ofrece
una expresion rapida y robusta de la
opsina en el sitio donde se inyectd.
Se han empleado diversos tipos de
virus (lentivirus, virus de la rabia,
adenovirus, virus del herpes simple,
entre otros) con la finalidad de in-
troducir dichas proteinas en diferen-
tes modelos animales, tales como:
ratones, ratas, zebrafish y primates.
Sin embargo, la longitud del mate-
rial genético que puede llevar un vi-
rus es limitado, lo que impone una
restriccion al tipo de promotor que
puede ser utilizado (debido a su ta-
mano) y en consecuencia, acotando
la diversidad de tipos de células que
pueden ser manipuladas por esta
técnica de ingenieria genética.

Una manera de superar esta li-
mitacion es utilizar animales trans-
génicos, animales que han sido mo-
dificados genéticamente para que
expresen la opsina en una pobla-
cién neuronal determinada. La des-
ventaja de este método es que para
obtener estos animales transgénicos
se necesita mas esfuerzo y tiempo, y
cada vez que se desea trabajar con
una nueva opsina debe generarse
una nueva linea de ratones transgé-
nicos. Ademas, con la inyeccién de
un vector viral se logra que las op-
sinas estén presentes en una locali-
zacion espacial especifica, mientras
que esta especificidad se pierde en
los animales transgénicos, por lo
que su uso es mas restringido.

Como los dos métodos tienen
ventajas y desventajas, la estrate-
gia dominante actualmente en este
campo es la combinacion de ambos
métodos. Esta estrategia combina
una linea de ratones transgénicos
que expresan la proteina Cre recom-
binasa en un sitio en particular junto
con la inyeccion de vectores virales
de expresion. La proteina en cues-
tion es una enzima que cataliza la
recombinacién entre dos sitios loxP
que se encuentran a los extremos de
un determinado gen o material ge-
nético. La co-localizacién de dicha
enzima y un vector viral que lleva
a la opsina permitira la correcta ex-
presion de la misma en el area es-
pecifica.

B EL USO DE LA BIOINGENIERIA
PARA ILUMINAR A LAS NEURO-
NAS ESPECIFICAS.

Para activar a las distintas op-
sinas, y de ese modo modificar la
actividad de las neuronas que las
poseen, debe iluminarse el sitio en
el que se encuentran esas neuro-
nas. Como fuente de luz se utilizan
diodos emisores de luz (LED de sus
siglas en inglés “Light-emitting dio-
des”), cuyas principales ventajas son
el bajo costo, la gran variedad de co-
lores disponibles y la facilidad con
la que pueden ser acoplados a fibras
Opticas que guian la luz hacia sitios
especificos. Esto permite que la luz
sea enviada hacia cualquier lugar
del cerebro, especificamente hacia
el area que contiene las neuronas
donde se expresan las opsinas, que
es el drea cerebral que deseamos es-
tudiar.

Entonces, resumiendo, se modi-
fica genéticamente a un grupo de
neuronas para que sean capaces de
expresar las proteinas sensibles a la
luz, las opsinas. Al ser iluminadas
con un haz de luz de determinado
color, esas neuronas van a activarse
o inhibirse de manera transitoria o
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bien sus vias de senalizacién podran
ser modificadas, dependiendo del
tipo de opsina empleada.

B ;CUAL ES LA POTENCIALIDAD
DE ESTA TECNICA EN LA MEDICI-
NA HOY EN DiA? OPTOGENETICA
Y REVERSION DE ENFERMEDADES
RELACIONADAS CON EL SISTEMA
VISUAL

En términos generales, las es-
trategias clasicas propuestas para
la restauracién de la funcién visual
se centran en sustituir a las células
fotorreceptoras perdidas debido a
la degeneracion (por ejemplo, con
progenitores de células madre)
manipulando eléctrica o quimica-
mente a las neuronas no fotorrecep-
toras sobrevivientes para restaurar la
senalizacion al cerebro, impulsada
por la sefial luminica. Las prétesis de
retina sélo son apropiadas para de-
generaciones fotorreceptoras donde
todavia hay un vinculo neuronal
funcional con la corteza visual. Las
prétesis utilizadas hasta el momen-
to han devuelto la visién de manera
limitada.

Surge entonces, por parte de la
comunidad cientifica, la necesidad
de buscar nuevos métodos para la
restauracion de la visién en enfer-
medades degenerativas de la retina;
uno de ellos es la optogenética, me-
diante la implementacion de tera-
pias génicas optogenéticas.

El concepto basico de esta estra-
tegia es o bien mejorar la superviven-
cia y complementar la capacidad de
sefializacion de los fotorreceptores
residuales sensibles a la luz, o bien
impartir la propiedad de sensibiliza-
cién a la luz a neuronas de la retina
no sensibles a la misma como medio
de restauracion de la sefializacion a
la corteza visual (Figura 4). Clinica-
mente implicaria la inyeccién de un
vector viral para que células especi-
ficas de un area determinada de la
retina puedan ser ahora sensibles a
la luz. Dado que el ojo es transpa-
rente, el paciente podria utilizar un
dispositivo de realidad virtual au-
mentada capaz de transmitir pulsos
de luz. Esta técnica no requeriria de
cirugias invasivas salvo por los im-
plantes optoeléctrénicos. Por lo ex-

puesto, la técnica de optogenética
deberia ser mas facil de desarrollar y
menos costosa de implementar que
las utilizadas actualmente.

Sin embargo, como con cual-
quier técnica nueva, la optogenética
no deja de tener sus propios retos.
Hay dos principales obstaculos que
superar: las cuestiones éticas en tor-
no a la ingenierfa genética humana
y la posible toxicidad de los vectores
virales utilizados.
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