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Hagase la luz
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Usando optogenética para iluminar el

estudio del cerebro

esde hace muchos afios en la comunidad
neurocientifica se pensaba que la revolu-
cién en el estudio del cerebro iba a ir de la
mano del control de la actividad de ciertas
neuronas independientemente de otras. El
propio Francis Crick, ganador del premio Nobel en 1962
por su contribucién al descubrimiento de la estructura
quimica del acido desoxirribonucleico (ADN), lo men-
ciond en su andlisis sobre los desafios para el avance
de las neurociencias: ‘Un requerimiento seria prender o
apagar uno o mas tipos de neuronas... de manera rapi-
da. La sefal ideal seria la luz... Suena descabellado, pero
es concebible que bidlogos moleculares puedan disefar
que un tipo de célula sea sensible a luz’ (Crick, ver ‘Lec-
turas sugeridas’). Bastante acertado estaba, pues la bio-

+DE QUE SE TRATA?

logia celular y las neurociencias convergieron gracias a
la biologia molecular para dar un salto abismal en el en-
tendimiento de los procesos que ocurren en el cerebro.
Nos referimos al desarrollo de la optogenética, una pode-
rosa herramienta para estudiar circuitos neuronales que,
como lo indica su nombre, depende de la luz (opto) y es
introducida en las células a estudiar a través de técnicas
de ingenieria genética.

Existen células que naturalmente expresan proteinas
sensibles a la luz. Los genes que codifican este tipo de
proteinas, llamadas opsinas, estan divididos en dos gran-
des familias dependiendo su origen. La familia tipo I in-
cluye a las opsinas que provienen de microorganismos
como algas unicelulares, hongos y bacterias, mientras
que la familia tipo II incluye a las presentes en células

En este trabajo se describe el desarrollo de la optogenética, una poderosa herramienta para estudiar circuitos
neuronales que, como lo indica su nombre, depende de laluz (opto) y es introducida en las células a estudiar a

través de técnicas de ingenieria genética.




de organismos mas complejos, como células del sistema
visual de vertebrados. Para su correcto funcionamiento
ambos tipos de opsinas requieren un cofactor derivado
de la vitamina A llamado retinal, que sirve de antena en
la deteccion de luz. Cuando el retinal se une a la opsi-
na otorgandole funcionalidad, lo llamamos rodopsina. Si
bien los dos tipos de familias de opsinas son proteinas
que se ubican en la membrana celular, los mecanismos
que desencadenan una vez que se activan son diferentes.
Las de tipo I constituyen una familia de proteinas que
permiten, ellas mismas, el flujo de iones a través de la
membrana celular, es decir, forman lo que llamamos un
canal. Por otro lado, las de tipo II son un tipo especial de
receptores (llamados receptores acoplados a proteina G),
que una vez activados desencadenan una serie de casca-
das de senalizacién celular.

Y aqui lo importante: el flujo de iones. El lenguaje
que utilizan las neuronas para codificar informacioén es el
de las sefales eléctricas, que eventualmente se traducen a
sefiales quimicas. Estas sefiales pueden ocurrir gracias a
dos motivos principales. Por un lado, las células mantie-
nen activamente una diferencia de potencial a ambos la-
dos de la membrana (siendo el interior de la célula mas
negativo que el exterior). Este potencial de membrana
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estd determinado por varios factores, entre ellos la exis-
tencia de iones que se distribuyen de manera diferencial
a ambos lados de la membrana, sumado a la presencia
dentro de la célula de moléculas que poseen carga eléc-
trica y a la expresién de proteinas en la membrana plas-
matica que permiten el paso de ciertos iones a través de
ella. Este paso de iones puede ser a favor de su gradiente
electroquimico, es decir considerando las diferencias de
concentracion, pero también la fuerza eléctrica (en cu-
yo caso estas proteinas se denominan canales, una suer-
te de poros moleculares anclados en la membrana), o
en contra de ese gradiente (en cuyo caso se denominan
bombas o transportadores). Por otro lado, las células ex-
citables como las neuronas expresan en su membrana,
ademas, ciertos tipos de canales particulares que solo se
abren en determinadas situaciones. La apertura de estos
poros permitiendo el paso de iones generard cambios en
el potencial de membrana, y estos cambios constituyen
una sefial eléctrica. El tipo de canal activado, y por ende
la identidad de los iones a los que sea permeable, deter-
mina el sentido del cambio en el potencial de la mem-
brana y, por lo tanto, si la neurona se inhibe o se excita.
Cuando la apertura de un canal permite la entrada neta
de cargas negativas —o salida neta de cargas positivas—,

Con técnicas optogenéticas, se puede modular la actividad de neuronas especificas. Foto V Gradinaru, J Camett, M Mogri, K Deisseroth/Wikimedia Commons/
Stanford University.
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la membrana se hiperpolariza (el interior de la célula se
hace mas negativo respecto del exterior), tratandose de
una inhibicién. Cuando, en cambio, lo que ocurre es la
entrada neta de cargas positivas —o salida neta de cargas
negativas— hablamos de una despolarizacién (el interior
de la célula se hace menos negativo que antes respecto
del exterior, e incluso puede hacerse positivo), que con-
lleva a la excitacién neuronal. Si la despolarizacién es tal
que a su vez permite la apertura de mas canales, pue-
de ser que la neurona dispare lo que se llama potencial
de accién, un cambio drastico y rapido del potencial de
membrana que eventualmente termina en la liberaciéon
del neurotransmisor, esa sefial quimica que impactara en
la neurona con la que hace sinapsis. Queda clara enton-
ces la enorme potencialidad de la activacién de rodopsi-
nas sobre la modulacién de la actividad de las neuronas
que las expresan: la excitabilidad de las neuronas depen-
de del flujo de iones... ;Y hay rodopsinas que, ellas mis-
mas, al captar luz generan flujos de iones!

Ahora bien, el cémo surgieron los descubrimientos
cientificos que a la larga permitieron el uso de la op-
togenética como herramienta para modular la actividad
neuronal nada tuvo que ver con ese objetivo. De hecho,
la historia del desarrollo de la optogenética muestra, una
vez mas, la importancia de la ciencia basica: el conocer
por el simple hecho de conocer. Y no solo eso: también
el hecho de cémo los prejuicios pueden enlentecer el
avance cientifico. Ya en la década de 1970 habian si-
do publicados los primeros trabajos identificando a las
bacteriorodopsinas o bacteriorhodopsins, bombas de proto-
nes (H+) que ante condiciones de bajo oxigeno se ex-
presan en grandes cantidades en la membrana plasmatica
de ciertos microorganismos favoreciendo la produccién
de energia. En los afios siguientes no solo se profundizé
sobre los mecanismos funcionales subyacentes sino que
se descubrieron otras rodopsinas naturales como las ha-
lorhodopsins y channelrhodopsins. ;Por qué tardé tanto el de-
sarrollo de la optogenética entonces? Por un lado, exis-
tia el prejuicio de que componentes simples o “Gnicos’
(codificados por un solo gen) como las opsinas, prove-
nientes de organismos evolutivamente tan alejados, re-
sultaran en una baja expresion, fueran toxicas en células
Como neuronas, o No sirvieran para generar senales eléc-
tricas relevantes. Probablemente influenciados por estas
dudas razonables, varios grupos de investigacién enfoca-
ban sus esfuerzos en el desarrollo de herramientas opti-
cas pero que involucraban multiples componentes (cas-
cadas de activacién de varios genes junto a compuestos
quimicos sensibles a luz). También existia la duda de si
el retinal, ese componente indispensable para el funcio-
namiento de las opsinas, se expresaria naturalmente y en
cantidades suficientes en neuronas (luego se descubrio
que si). Por otro lado, habia mas cuestiones por resolver:

lograr que neuronas de determinados organismos tti-
les para el estudio de las neurociencias en el laboratorio
(como moscas, gusanos, ratas, ratones, monos) pudieran
efectivamente expresar los genes codificantes para esas
proteinas, que eran originalmente funcionales en otros
tipos celulares evolutivamente alejados. Y como si todo
esto no fuera poco, también existia la complicacion ex-
perimental de lograr que la luz llegase a las neuronas en
estudio en pulsos capaces de emular las sefiales eléctri-
cas neuronales con una resolucién temporal que tuviera
sentido fisiologico.

Fue en 2005 cuando el grupo de Karl Deisseroth, de
la Universidad de Stanford, California, public6 un traba-
jo pionero en el que se mostraba exitosamente como la
estimulacién luminica sobre neuronas de mamifero que
expresaban la opsina channelrhodopsin-2 proveniente del al-
ga unicelular Chlamydomonas reinhardtii generaba que esas
neuronas aumentaran su actividad eléctrica y dispararan
potenciales de accién (ver Boyden en ‘Lecturas sugeri-
das’). Lo que hacia la estimulacién luminica en esas cé-
lulas era que channelrhodopsin-2 pasara a su conformacién
activa y permitiera el paso de cationes (iones con carga
positiva) tales como sodio, calcio y potasio a favor de su
gradiente de electroquimico. En condiciones normales
de una neurona, la activacién de channelrhodopsin-2 genera
una entrada de carga neta positiva (figura A) que, como
mencionamos anteriormente, equivale a una despolari-
zacioén, e implica una excitaciéon. Pero una cosa es ilumi-
nar neuronas que estan creciendo en lo que se llama un
cultivo celular (es decir, neuronas obtenidas del cerebro
de un animal de experimentacion, y puestas a crecer en
una placa de plastico con un medio de cultivo que aporte
los nutrientes necesarios, a una temperatura y pH con-
trolados), como hicieron en el trabajo publicado por el
grupo de Deisseroth, y otra es pensar en iluminar neu-
ronas en un cerebro de un animal vivo, e incluso reali-
zando alguna tarea. Lo cierto es que en el campo de las
neurociencias desde hace tiempo que se usan técnicas
invasivas en animales de experimentacién para el estudio
del cerebro, aplicadas bajo estrictos protocolos de labo-
ratorio aprobados por comités de ética pertinentes. Un
ejemplo es la colocaciéon de canulas permanentes me-
diante cirugias estereotaxicas (es decir, en determinadas
coordenadas especificas del cerebro, basindose en ma-
pas espaciales construidos por neurocientificos hace ya
muchos afios) con las que es posible administrar farma-
cos de manera controlada y localizada. Otro ejemplo es
la colocacién de implantes con electrodos que detectan
actividad neuronal o la inducen mediante aplicacién de
corriente, también utilizando cirugias estereotaxicas. La
administracién de luz hacia dentro del cerebro no cons-
tituy6 realmente un problema tecnolégico en si mismo.
De hecho, aunque suene irénico, se utilizé —y se sigue
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A. Esquema de la rodopsina channelrhodopsin-2, una proteina de membrana plasmatica con actividad de canal idnico, permeable a cargas positivas, que en
condiciones normales se encuentra cerrado (izquierda). En condiciones fisiolgicas, la presencia de luz de longitud de onda de alrededor de 470nm (luz azul)
produce la apertura del canal y la consecuente entrada neta de cargas positivas -indicada con una flecha-, despolarizando a la célula (derecha). Esta despola-
rizacion (indicada con un signo +), activa a su vez otros canales dependientes de voltaje que desencadenan el disparo de potenciales de accién.

B. Izquierda. Esquema de una rata de laboratorio que expresa channelrhodopsin-2 en neuronas de interés y que al momento del experimento se la conecta
a una fibra dptica que permite la entrada de luz azul a la regidn del cerebro que se desea estudiar. Derecha. Se muestra una red de neuronas en las que la
presencia de luz azul solo activa aquella que expresa el canal channelrhodopsin-2 (la neurona se muestra en naranja, las rodopsinas en azul). La imagen de

neuronas de la figura B fue adaptada de SciDraw, Federico Claudi (scidraw.io).

utilizando— tecnologia relevante en el campo de las co-
municaciones: las fibras 6pticas, que transmiten la luz de
manera muy eficiente y pueden ser lo suficientemente
pequeiias en didmetro —ideal para dafar el tejido lo me-
nos posible—, pero a la vez resistentes como para atrave-
sar tejido y llegar a la zona de interés (figura B).

Todo muy lindo, pero... ;cuan ficil es expresar estas
proteinas provenientes de microorganismos en las neu-
ronas de interés? De minima, es necesario modificar la
secuencia nucleotidica de los genes que las codifican de
manera que puedan expresarse en las células de interés
que, como deciamos antes, suelen pertenecer a organis-

mos diferentes de los de origen, como los distintos ani-
males de laboratorio (e incluso eventualmente huma-
nos). Para lograr la expresion de estas opsinas se utilizan
principalmente dos estrategias (o la combinacion de am-
bas), y su eleccion depende de multiples factores. Una de
esas estrategias es disefando un animal transgénico que
contenga en su genoma el gen en cuestion. Este gen, a su
vez, debe incluir regiones regulatorias —i.e. promotores—
que permitan su expresion. Justamente, la utilizacién y
eleccién de promotores otorga lo que se llama especifici-
dad: si bien ese gen se encuentra en el genoma de todas
las células, solo se transcribird (y finalmente producird la
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proteina de interés) en aquellas que tengan la maquinaria
molecular necesaria para reconocer dichos promotores.
La segunda estrategia es usar vectores virales, que son vi-
rus modificados capaces de infectar especificamente cier-
tas células e introducir en ellas el genoma que llevan, que,
en este caso, incluye el gen de la opsina. Aqui no solo hay
que considerar que estos virus modificados tengan la ca-
pacidad de infectar las células de interés (y no otras), sino
también que el gen introducido incluya un promotor que
permita su transcripcion en las células infectadas. En otras
palabras, cuando se usan vectores virales importa tanto
que el virus tenga la capacidad de infectar la célula de in-
terés como que el gen introducido tenga la regién regula-
toria que sea reconocible por la maquinaria molecular de
esa célula infectada. Asi, los controles de expresion selec-
tiva son extremadamente relevantes, pues la optogenética
no solo permite el control de cudndo —luz prendida— sino
de donde, y ese donde implica tanto la posibilidad de mo-
dular alguna zona cerebral de interés, pero también de-
terminados tipos de neuronas —y no otras— dentro de una
misma regién. Esto ultimo representa una de las princi-
pales ventajas de la optogenética frente a otras técnicas
mas tradicionales pero menos selectivas que inducen ac-
tividad neuronal, como la estimulacién eléctrica directa.

La modulacién de la actividad neuronal no solo im-
plica aumentar la actividad de ciertas neuronas en un
momento dado. También es deseable experimentalmente
poder inhibir esa actividad, lo que constituye de hecho
una herramienta muy importante a la hora de estudiar si
tales o cuales neuronas son necesarias para que un ani-
mal lleve a cabo determinada tarea: si se las inhibe y la
tarea se ve afectada, entonces se puede concluir que di-
chas neuronas eran necesarias. Afortunadamente para la
ciencia, ademas de rodopsinas que excitan a las neuro-
nas, también existen otras rodopsinas que, una vez ac-
tivas, inhiben a las neuronas que las expresan. Estas ro-
dopsinas inhibitorias mueven iones de manera tal que
generan que el interior de la neurona se vuelva mas ne-
gativo, haciendo que sea mas dificil disparar potencia-
les de accién. Las rodopsinas inhibitorias que mas fre-
cuentemente se usan en optogenética son aquellas que
bombean iones: cloruro (Cl) hacia el interior de la cé-
lula (halorhodopsin) o protones (H*) hacia el exterior (ar-
chaeorhodopsin). Es interesante resaltar que los distintos
tipos de rodopsinas, tanto excitatorias como inhibito-
rias, son sensibles a luz de distintas longitudes de on-
da. Por ejemplo, channelrhodopsin-2 es sensible a luz azul
(~480nm), mientras que halorhodopsin es sensible a luz
amarilla (~570nm). Esto permite expresar ambas pro-
teinas en una misma neurona, y activarla o inhibirla se-
gln la longitud de onda de la luz utilizada.

Las opsinas, entonces, parecieran ser herramientas
naturales al servicio de la ciencia: se activan con deter-

minadas longitudes de onda, y la activacién de las neu-
ronas utilizando esta metodologia mimetiza bastante
bien la actividad natural de estas. Todo esto sin mucha
mas modificaciéon que para permitir su expresion en las
células de interés. No obstante, lo que la naturaleza no
provee, en el laboratorio se busca. Desde el momento en
que comenzd el desarrollo y uso de la optogenética co-
mo herramienta ttil para modular la actividad neuro-
nal se trabaja incansablemente en perfeccionar distintos
aspectos metodologicos para extender los limites de su
utilidad. Por un lado, mejoras sobre las mismas opsinas:
algunos ejemplos incluyen modificaciones en los genes
que las codifican con objetivos como modificar la am-
plitud y velocidad de las respuestas, lograr un control de
localizacion diferencial dentro de la neurona de interés, o
modificar la longitud de onda que las activa. En cuanto a
esto ultimo, sucede que la luz azul o amarilla (que acti-
va channelrhodopsin o halorhodopsin, respectivamente) no pe-
netra grandes distancias en el tejido, pues es absorbida
por distintas moléculas que encuentra a su paso. En cam-
bio, la luz roja presenta mayor penetrancia, permitiendo
que la fuente de luz esté a mayor distancia de la célula
que expresa la opsina. Esta luz roja de gran penetrancia
es particularmente 1til cuando se estudian animales pe-
quenos, como moscas: basta con iluminar desde el ex-
terior, que con seguridad se estard irradiando el cuer-
po entero y activando las rodopsinas donde quiera que
se hayan expresado. Por otro lado, también dia a dia se
intenta mejorar no solo las metodologias asociadas con
una expresion exitosa de la opsina de interés en tipos es-
pecificos de células del sistema nervioso, sino también
las vias de administracién de luz a esas células o regiones
especificas incluso cuando el sujeto experimental realiza
conductas que implican movimiento.

Asi, la optogenética se posiciona como una pode-
rosa y versatil herramienta que ha logrado gran preci-
sion temporal y celular para la activacién o inhibicién
de la actividad neuronal, en una gran variedad de mo-
delos animales, e incluso en animales comportandose li-
bremente y resolviendo tareas. La incorporacién de la
optogenética como herramienta en un laboratorio de
neurociencias es absolutamente factible. Es una técnica
relativamente accesible: basicamente necesita de (i) el
gen que codifica la opsina de interés; (ii) un método pa-
ra lograr que ese gen esté presente en las células de in-
terés (y que ademas se exprese), sea utilizando animales
transgénicos o administrando virus modificados para tal
fin —o combinando ambas opciones—, y (iii) una fuen-
te de luz, sea un laser o incluso un diodo emisor de luz
(también conocido como LED, por su sigla en inglés) su-
mado a una manera de entregar al tejido en estudio esa
luz (por ejemplo, usando fibras opticas). Lo mas dificil:
la pregunta cientifica que se quiera contestar. Las apli-



caciones de la optogenética van desde la ciencia basica
—por ejemplo, estudiando mecanismos neuronales y de
circuitos que subyacen a los distintos comportamientos
animales— hasta la ciencia aplicada. Sin ir mas lejos, el
24 de mayo de este aflo se publicé en la prestigiosa re-
vista Nature Medicine un trabajo promisorio (ver Sahel et
al., en ‘Lecturas sugeridas’) en el que se muestra cémo
la utilizacién de la optogenética permitié restaurar par-
cialmente la visién en un paciente con un tipo particu-
lar de ceguera, la retinitis pigmentosa, una enfermedad
neurodegenerativa progresiva de origen genético. En es-
te trabajo utilizaron el gen de la opsina ChrimsonR (un
tipo de channelrhodopsin), administrado utilizando vectores
virales que infectan células ganglionares de la retina. La
luz que activa ChrimsonR es color ambar (cerca del ro-
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jo en el espectro de luz), y la forma de “estimulacién”
para el paciente fue la utilizacién de anteojos especiales
que transforman los eventos luminicos de las imagenes
reales en monocromaticos, pudiendo activar asi la opsi-
na. La utilizacién exponencial de la optogenética como
herramienta para entender el funcionamiento del siste-
ma nervioso, la cantidad de laboratorios que la utilizan
desde que esta disponible y la potencialidad en cuanto a
terapias regenerativas o de recuperacion de funcién po-
ne a las personas que la desarrollaron como grandes can-
didatos y candidatas para premio Nobel. El misterio estd
en quién o quiénes seran las personas laureadas debido
a la enorme contribucién interdisciplinaria que llevé a
su desarrollo. Para eso si habra que esperar... quién sa-
be cuanto.
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