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TÍTULO: EFECTO DE LA ESTIMULACIÓN OPTOGENÉTICA EN LA DIFERENCIACIÓN DE 
PROGENITORES NEURALES Y SU APLICACIÓN PARA LA TERAPIA CELULAR. 

RESUMEN: La lesión medular (LM) afecta significativamente la función motora, sensorial 
y autonómica, con consecuencias sanitarias, sociales y económicas importantes. 
Actualmente, no existen terapias efectivas para los pacientes con LM, lo que resalta la 
gravedad de estas lesiones y la urgente necesidad de investigaciones que conduzcan a 
tratamientos viables. Las estrategias de tratamiento actuales incluyen neuroprotección, 
terapia celular, remoción de moléculas inhibidoras, regeneración axonal, soporte trófico, 
remielinización y rehabilitación. La terapia celular ha mostrado resultados prometedores 
especialmente con el uso de células precursoras neurales (NPCs) al reemplazar el tejido 
neuronal perdido y modular el microambiente de la lesión. Sin embargo, aún existen 
desafíos en la supervivencia del injerto y en la diferenciación neuronal efectiva.  

En este contexto, la optogenética se presenta como una técnica innovadora que combina 
métodos ópticos y genéticos para controlar la actividad celular con precisión temporal y 
espacial. La optogenética utiliza opsinas fotosensibles que permiten la activación celular 
mediante la luz. Esta técnica ha demostrado potencial en la mejora de la terapia celular al 
incrementar la supervivencia y diferenciación de NPCs, así como en la reducción del 
microambiente inflamatorio. En este trabajo, proponemos que la estimulación 
optogenética de NPCs fetales in vitro en el contexto de la terapia celular para el 
tratamiento de la LM, podría mejorar sus capacidades neuroregenerativas a través de la 
modulación de eventos celulares y moleculares en estas células y que podría tener un 
efecto paracrino sobre la reactividad astrocítica. Las NPCs fueron transducidas 
empleando un vector viral adeno-asociado (AAV) para expresar ectópicamente la opsina 
canalrodopsina 2 (ChR2). 

 El estudio del proto-oncogen Fos (c-Fos) reveló que se necesitan 2 estimulaciones para 
activar las NPC-ChR2, y que aquellas NPC sin transducir también se activan de manera 
paracrina. El estudio de viabilidad demostró que la estimulación optogenética no afecta la 
supervivencia ni proliferación celular. La estimulación optogenética in vitro de NPCs en 
condiciones de diferenciación espontánea, no promovió su diferenciación a ningún tipo 
celular en particular, pero sí favoreció cambios fenotípicos de astrocitos derivados de 
NPCs hacia astrocitos fibrosos anti-inflamatorios. Además, disminuyó la expresión de 
marcadores pro-inflamatorios e incrementó marcadores anti-inflamatorios tanto en 
astrocitos derivados de NPCs que expresaban ectópicamente ChR2 como en aquellos no 
transducidos, indicando efectos paracrinos. En línea con esto, se observó un efecto 
paracrino positivo de las NPC-ChR2 estimuladas sobre astrocitos maduros, reduciendo la 
reactividad y promoviendo un ambiente neuroprotector tanto en marcadores proteicos 
como transcriptómicos. Hasta donde sabemos, esta es la primera vez que se detectan 
efectos paracrinos in vitro tras la estimulación optogenética en el contexto de las terapias 
celulares para tratar la LM. Nuestros hallazgos resaltan el notable potencial de la terapia 
optogenética de NPCs sobre la neuroregeneración y modulación del microambiente de la 
lesión, ofreciendo un enfoque prometedor para el tratamiento de la LM.  

 

PALABRAS CLAVE: Progenitores neurales; astrocitos; lesión medular; optogenética; 
canalrodopsina. 
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1 INTRODUCCIÓN 

1.1 Anatomía de la médula espinal  
La médula espinal (ME) es una estructura nerviosa longitudinal del sistema nervioso central 
(SNC) que se ubica dentro y a lo largo del canal vertebral. Funciona como un centro de 
intercambio de información transmitiéndola del cuerpo hacia el cerebro a través de vías 
sensoriales ascendentes que entran por raíces dorsales y de manera inversa, a través de 
vías motoras descendentes que salen de la médula por raíces ventrales segmentales. Es 
por esto, que ocupa una posición única y central en las interacciones entre el SNC y todas 
las demás estructuras del cuerpo. En humanos la longitud aproximada es de 45 cm 
comenzando en el extremo caudal del tronco encefálico, donde sale del foramen magno 
en la base del cráneo y extendiéndose hasta el primer nivel vertebral lumbar (L1).  En cuanto 
a su morfología, es más o menos cilíndrica (con aplanamiento anteroposterior) siguiendo 
la curvatura de la columna vertebral y variando el grosor según los niveles vertebrales. 
Además, se encuentra cubierta no solo por la estructura ósea externa de las vértebras sino 
también por las tres capas de meninges: duramadre, piamadre y aracnoides.  

En cuanto a su composición la región interna tiene forma de H y está formada por materia 
gris, donde se localizan los cuerpos celulares de las motoneuronas e interneuronas que 
reciben entradas por el asta dorsal de vías descendentes, vías propioespinales 
intersegmentarias y aferentes sensoriales periféricos a través de varias vías segmentarias. 
Las interneuronas proyectan a otras interneuronas, o proyectan su axón a través de tractos 
ascendentes/descendentes. En el asta ventral, las motoneuronas integran múltiples tipos 
de entradas responsables de la ejecución del movimiento (es decir, forman la vía final 
común). Dicha región interna se encuentra delimitada por la materia blanca, que incluye 
células gliales y las fibras axónicas de los tractos sensoriales y motores que llevan la 
información (Figura 1). Además, en la ME se encuentran presentes tipos específicos de 
neuroglia del sistema nervioso central, tales como oligodendrocitos, astrocitos, microglía 
y células ependimarias. En el microambiente, estas células se encuentran inmersas en una 
matriz extracelular (MEC) que incluye componentes como laminina, fibronectina, diversos 
tipos de proteoglicanos (proteoglicanos de condroitin sulfato (CSPGs), proteoglicanos de 
heparán sulfato (HSPGs), hialuronano, semaforinas, factores de crecimiento y otras 
proteínas que desempeñan roles fundamentales en su estructura y función (Selzer et al., 
2014). 

1.2 Lesión medular (LM) 
Se estima que, en el 2021, aproximadamente 15,4 millones de personas en el mundo 
habían sufrido una LM (WHO, 2024), y que el costo medio del cuidado de cada paciente 
varía el primer año tras la lesión entre €32,240 y €1,156,400; y los años subsiguientes entre 
€4,490 y €251,450 (Badhiwala et al., 2019; Malekzadeh et al., 2022). Aunque algunos 
tratamientos preclínicos individuales han demostrado cierta eficacia al intentar promover 
tanto la neuroprotección -para limitar la extensión de la pérdida neurológica- como la 
regeneración -estimulando cierto crecimiento axonal dentro o alrededor de los sitios de la 
lesión-, su traducción en aplicaciones clínicas eficientes sigue siendo muy decepcionante, 
y no se ha conseguido restaurar la pérdida de la función neurológica. Por lo tanto, es 
necesario desarrollar nuevas y más efectivas terapias regenerativas para un tratamiento 
traslacional de la LM. 

Cualquier daño o lesión de la ME puede dañar tanto vías motoras como sensoriales y 
bloquear la transmisión de la información. En la mayoría de los casos este daño proviene 
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de traumas, pero también puede surgir en el por causas no traumáticas como infecciones, 
intoxicación, tumores, degeneración por la edad, entre otras (WHO, 2024) y los síntomas 
se correlacionan en gran medida con las vías lesionadas y el nivel o tamaño de la lesión. Es 
por eso que esta interrupción entre las entradas sensoriales periféricas, el SNC y el aparato 
motor es devastadora y puede resultar en la pérdida permanente completa o incompleta 
(manteniendo alguna conectividad neuronal) de las funciones sensoriales, motoras y/o 
autónomas por debajo del nivel de la lesión, así como en condiciones secundarias 
debilitantes o incluso potencialmente mortales (trombosis venosa, dolor crónico, 
osteoporosis, etc.), y dado que la mayoría de las lesiones ocurren a nivel cervical, el control 
de los músculos de las extremidades superiores (en lesiones cervicales altas), el tronco y 
las extremidades inferiores se ve comúnmente afectado (Assinck et al., 2017; Courtine & 
Sofroniew, 2019; WHO, 2024). 

El impacto significativo en el ámbito personal, profesional y social de los pacientes con LM, 
la reducción en la calidad de vida y los considerables factores económicos, hacen que sea 
necesario investigar esta condición para intentar contribuir en la recuperación de la 
funcionalidad motora de estos pacientes. 

1.2.1 Características fisiopatológicas de la LM 
La LM implica una serie de respuestas secundarias tanto locales como sistémicas que se 
desencadenan a raíz de un daño primario inicial. Estas fases secundarias agravan el daño 
inicial mientras simultáneamente se activan mecanismos endógenos que intentan 
promover la curación y la regeneración. La evolución de la LM puede categorizarse en 
cuatro etapas distintas: la fase primaria aguda, la fase secundaria aguda, la fase subaguda 
y la fase crónica (Figura 1) (Fehlings et al., 2013; Gong et al., 2020) 

• Fase aguda primaria: Inmediatamente después de la lesión y durante las 
siguientes dos horas, las células, particularmente las neuronas y sus axones, 
experimentan una permeabilización aguda causada por fuerzas compresivas y de 
cizallamiento. Esta situación provoca la pérdida de funcionalidad y la muerte 
celular rápida. El impacto físico inicial no solo compromete a las neuronas, sino 
que también daña la vasculatura local, lo que resulta en edema y hemorragias, 
especialmente en la materia gris altamente vascularizada y, en menor medida, en 
la materia blanca. Además, se producen daños en las capas meníngeas y en las 
raíces espinales (dorsales y ventrales), así como hemorragias en los espacios 
subdural y subaracnoideo (Witiw & Fehlings, 2015; Gong et al., 2020; Anjum et al., 
2020; Huang et al., 2021). El daño neuroanatómico inmediato incluye la parálisis de 
neuronas que gestionan funciones motoras, sensoriales y autonómicas en el nivel 
afectado. Asimismo, el daño axonal en este mismo nivel interrumpe la 
comunicación a través de los tractos de materia blanca aferentes y eferentes, que 
son esenciales para transmitir señales más allá del lugar de la lesión. Las fibras 
nerviosas dañadas distales al sitio de la lesión comienzan a descomponerse en un 
proceso conocido como degeneración Walleriana. Frecuentemente se observa un 
borde subpial de axones sobrevivientes que atraviesa la zona lesionada, mostrando 
varios estados de desmielinización. Además, los axones de las neuronas motoras 
superiores que atraviesan la zona lesionada, en tractos como el corticoespinal, 
también resultan afectados, ocasionando la pérdida de control eferente sobre los 
músculos situados por debajo del nivel de la lesión. Esta disfunción se manifiesta 
inmediatamente como un fenómeno conocido como shock espinal, cuya 
naturaleza y mecanismos subyacentes aún son poco comprendidos (Witiw & 
Fehlings, 2015; Gong et al., 2020; Anjum et al., 2020). 
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• Fase aguda secundaria: Hasta las 48 horas tras el trauma, el daño se extiende más 
allá del sitio original de la lesión. Esto se debe a una cascada de eventos celulares 
y moleculares que incluyen la inflamación, la excitotoxicidad y el estrés oxidativo. 
El trauma inicial daña los vasos sanguíneos, lo que lleva a una perturbación de la 
barrera sangre-médula espinal (BSME). Esto permite la entrada de células y 
proteínas del sistema inmunológico en el tejido neural, lo que puede aumentar la 
inflamación y el daño. Se activa una intensa respuesta inflamatoria que, aunque es 
parte del proceso natural de curación, puede exacerbar el daño. Los macrófagos, 
linfocitos y microglía activada y otros leucocitos se infiltran en el sitio de la lesión, 
liberando citocinas y mediadores inflamatorios lo cual conlleva a la muerte celular 
predominantemente necrótica y en menor medida apoptótica. El edema, o 
hinchazón, resulta de la acumulación de fluido en el tejido espinal, lo que puede 
aumentar la presión intratecal y dañar aún más las células nerviosas. La 
hemorragia también puede contribuir a este proceso. A su vez, la perturbación de 
la vasculatura puede reducir el flujo sanguíneo a áreas críticas de la ME, privando a 
las células de oxígeno y nutrientes necesarios, lo que lleva a la muerte celular 
isquémica. Con el tiempo, el área de la lesión puede estabilizarse formando una 
cavidad quística que está rodeada por una cicatriz glial, lo cual puede impedir la 
regeneración de axones y la recuperación funcional. Esta fase es crítica es crítica 
en el impacto a largo plazo que puede tener en la recuperación porque las 
intervenciones en este período pueden potencialmente reducir la magnitud del 
daño y mejorar los resultados de recuperación (Witiw & Fehlings, 2015; Gong et al., 
2020; Anjum et al., 2020; Huang et al., 2021).  

• Fase subaguda: La fase subaguda de la LM comienza alrededor de 2 días después 
de la lesión y puede extenderse hasta 2 semanas en modelos animales, mientras 
que en humanos este período puede durar desde 2 semanas hasta 6 meses. Esta 
etapa está marcada por procesos tanto patológicos como reparadores que se 
desarrollan de forma simultánea. Inicialmente, se observa una intensa infiltración 
de células inmunitarias y una activa remodelación de la MEC. Esta remodelación 
implica el relleno de la cavidad quística con tejido fibroso por parte de fibroblastos, 
formando una cicatriz fibrótica o núcleo de la lesión que ayuda a estabilizar la 
estructura física de la ME, pero también puede actuar como una barrera para la 
regeneración neural. Además, durante esta fase, continúa la desmielinización y 
degeneración axonal, acompañada de muerte celular tardía. Paralelamente, se 
activan procesos reparadores beneficiosos, como la proliferación de células 
progenitoras endógenas, la eliminación de desechos celulares, y la angiogénesis. 
Además, los astrocitos que han sobrevivido a las fases de lesión primaria y 
secundaria aguda se activan y proliferan, formando una cicatriz glial, un borde 
denso que limita el núcleo de la lesión. Este fenómeno, conocido como 
astrogliosis, crea una "red heteromórfica" que, aunque proporciona estabilidad y 
contención al daño, puede constituir un obstáculo para la regeneración de axones 
(Witiw & Fehlings, 2015; Gong et al., 2020; Anjum et al., 2020; Huang et al., 2021). 

• Fase crónica: En la fase crónica de la LM, la cicatriz glial desempeña un papel 
continuo en la contención del tejido fibrótico y los macrófagos. En esta fase 
también se producen eventos de degeneración walleriana. En ciertas 
circunstancias, los astrocitos que forman parte de la cicatriz pueden actuar como 
puentes facilitadores para el crecimiento de los axones (Yang et al., 2020; Sabre et 
al., 2016; Anjum et al., 2020; Huang et al., 2021). 
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Figura 1. Fases fisiopatológicas temporales tras la lesión en la médula espinal. Tras 48 horas de la LM tiene 
lugar una fase aguda, tras 2 días una subaguda y finalmente una fase crónica. Cada fase se caracteriza por una 
serie de mecanismos moleculares que culminan con la formación de una cicatriz glial. MEC: Matriz 
Extracelular; Hs: Horas. Adaptado de Huang et al., 2021. 

1.2.2 Formación de la cicatriz glial 
Como se describió anteriormente, algunos astrocitos juegan un rol en la formación de la 
cicatriz glial. A aquellos involucrados se los conoce como “astrocitos formadores de 
cicatriz” o astrocitos reactivos. Este tipo celular provee soporte y nutrientes a las neuronas, 
regulan la barrera hematoencefálica (BHE) la función sináptica y la captación de glutamato, 
y participan en procesos patológicos. Morfológicamente, la mayoría de los astrocitos 
reactivos son esencialmente similares a los astrocitos normales en la ME ilesa, pero 
difieren de los normales en la hipertrofia celular (Wanner et al., 2013 ). Por su parte, para 
que los astrocitos formadores de cicatriz logren cumplir su rol, deben sufrir tras la lesión 
una serie de procesos de activación que se comentan a continuación: 

• Activación astrocítica luego de LM (horas): Las células dañadas tras la lesión 
liberan adenosin trifosfato (ATP), que actúa sobre una variedad de receptores 
purinérgicos expresados por astrocitos, microglía, oligodendrocitos y células 
progenitoras de oligodendrocitos (OPC) y desencadena los estados activados 
de estas células.  Además, la activación de los astrocitos también puede ser 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fncel.2020.00078/full#B118
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desencadenada y amplificada por múltiples factores inflamatorios, incluidos el 
factor de necrosis tumoral (TNF), Interferon gamma (IFN-γ), Interleucina 6 (IL-6) 
e interleucina 1 beta (IL-1β) (Liddelow et al., 2017). Algunos indicadores de 
activación de los astrocitos como la proteína acídica fibrilar glial (GFAP), el 
transductor de señal y activador de la transcripción 3 (pSTAT3), el factor nuclear 
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NFκB) y 
CSPGs aumentan significativamente a las pocas horas de la lesión (Wanner et 
al., 2013). 

• Formación cicatriz glial (días): Desde 1 a 2 días después de la lesión, ciertos 
astrocitos reactivos inician una rápida proliferación y densa colonización del 
área alrededor del núcleo de la lesión, proceso que se extiende durante un 
período de 7 a 10 días hasta la formación completa de la cicatriz glial (Wanner 
et al., 2013). Esta proliferación alcanza su punto máximo entre los 3 y 5 días 
post-lesión, disminuye al séptimo día y prácticamente cesa al decimocuarto 
día. A lo largo de este proceso, los astrocitos gradualmente pierden sus 
dominios característicos y se compactan para formar un estrecho margen, 
constituido por solo algunas capas de células, que delimita la cicatriz glial 
(Herrmann et al., 2008; Wanner et al., 2013; Hara et al., 2017). Durante esta 
fase, los astrocitos duplican su capacidad proliferativa en comparación con su 
estado en la ME no lesionada. Además, responden a señales del núcleo de la 
lesión transformándose fenotípicamente en astrocitos formadores de 
cicatrices, lo cual explica el gradiente decreciente de proliferación y densidad 
de astrocitos a medida que se incrementa la distancia desde el núcleo de la 
lesión (Wanner et al., 2013).  

• Maduración de la cicatriz glial (semanas): Desde 1 a 2 semanas hasta varias 
semanas después de la lesión, la cicatriz glial alcanza su completa madurez 
(Ren et al., 2017). En este punto, los astrocitos que forman la cicatriz terminan 
su transformación fenotípica, dejando de orientar sus procesos de manera 
perpendicular al núcleo de la lesión para disponerlos de forma paralela y 
superpuesta. Esto resulta en la pérdida total de sus dominios originales y en la 
formación de una cicatriz glial madura y densa (Wanner et al., 2013). Tras 
alcanzar esta etapa, la LM empieza a estabilizarse, dando paso a una 
prolongada fase crónica de regeneración. 

 

1.2.3 Rol dual de la cicatriz glial 
Se reconoce que la cicatriz glial tiene un papel dual en la LM, actuando tanto como 
protectora como inhibidora. Esta dualidad complica el enfoque terapéutico hacia la cicatriz 
glial y subraya la importancia de comprender su complejidad para optimizar las 
intervenciones (Fehlings et al., 2017; Yang et al., 2020). A continuación, se detallan ambos 
roles: 

Rol inhibitorio: 

• Barrera Física: Algunas observaciones tempranas mostraron que los axones en 
regeneración no logran crecer más allá de la cicatriz glial, lo que lleva a la 
hipótesis de que la cicatriz glial forma una barrera física que obstruye la 
regeneración axonal aunque sigue siendo controvertida (Sugar & Gerard, 
1940; Brown & McCouch, 1947; Yang et al., 2020).  

• Presencia de moléculas inhibidoras: Varias familias de moléculas presentes 
en la MEC previenen el crecimiento axonal, incluidos los CSPG, Nogo-A, 
glicoproteína asociada a mielina (MAG), efrinas y semaforinas (Yang et al., 2020; 
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Clifford et al., 2023; Schwab et al., 2014; McKeon et al., 1991; McKerracher & 
Rosen, 2015), pero también hay presencia de factores intrínsecos que limitan 
el crecimiento (Griffin et al., 2020). Los CSPG son los más relevantes, 
sintetizados tras la LM por astrocitos, OPC-Antígeno glial 2 (NG2), macrófagos 
y oligodendrocitos (McKeon et al., 1999; Asher et al., 2002; Jones et al., 
2003; Tan et al., 2005).  

• Incremento inflamatorio: Después de la LM, los astrocitos reactivos, la 
microglía y las células inmunes periféricas liberan citoquinas proinflamatorias 
e interactúan entre sí, lo que contribuye a la inflamación en la etapa aguda y 
subaguda (Escartin et al., 2019; Yang et al., 2020). 

• Fenotipo neurotóxico de los astrocitos reactivos: Los astrocitos pueden 
pasar a fenotipos A1 (pro-inflamatorios) o A2 (anti-inflamatorios).  Los 
astrocitos A1 se inducen en la fase aguda, pueden ser parte de los astrocitos 
formadores de cicatrices y contribuir a las funciones inhibidoras de la cicatriz 
glial (Liddelow et al., 2017). La microglía reactiva libera citoquinas como la 
interleucina 1 alfa (IL-1α), TNF y el componente del complemento 1q (C1q) para 
inducirlos. La poderosa neurotoxicidad de los astrocitos A1 es capaz de matar 
oligodendrocitos y neuronas in vitro (Wang L. et al., 2018; Yang et al., 2020). 

Rol Beneficioso: 

• Equilibro inflamatorio: La cicatriz glial y los astrocitos reactivos no solo 
fomentan la inflamación, sino que también contribuyen al equilibrio de las 
actividades inflamatorias en las etapas aguda y subaguda de la LM evitando su 
propagación. Esto se obtiene a nivel espacial mediante la restricción de células 
inflamatorias y fibróticas, y a nivel molecular mediante la eliminación de 
desechos mediada por células inflamatorias, lo cual es esencial para la 
recuperación (Sofroniew, 2015; Yang et al., 2020).    

•  Proporciona puentes para la regeneración neuronal: Los astrocitos reactivos 
exhiben plasticidad dependiente del medio ambiente y podrían servir como 
puentes para el nuevo crecimiento axonal bajo ciertas condiciones. Esto podría 
deberse a que los axones crecen a lo largo de astrología inmadura recién 
proliferada, lo cual se corresponde con las propiedades de los astrocitos de la 
cicatriz glial (Mason et al.,1988; Raper & Mason, 2010; Wanner et al., 2013; Yang 
et al., 2020).  

 

1.3 Estrategia de tratamientos 
Las estrategias de tratamiento intentan enfocarse en disminuir los efectos negativos tras la 
LM, e incrementar los efectos positivos. Los objetivos en las estrategias terapéuticas de 
recuperación son: 1. Reducción del daño secundario (neuroprotección); 2. Reemplazo de 
células perdidas por daño primario y secundario; 3. Remoción de moléculas inhibidoras; 
4. Regeneración para potenciar las respuestas reparadoras y regenerativas espontáneas; 
5. Remielinación de axones regenerados, reemplazados o preservados (desmielinizados); 
6. Reabastecimiento de soporte neurotrófico para mejorar la supervivencia neuronal y 
dirigir el crecimiento axonal y 7. Estrategias de rehabilitación para inducir neuroplasticidad 
y/o moldear conexiones neuronales (Figura 2) (Griffin & Bradke, 2020). 

1. Neuroprotección: Este enfoque se basa en la reducción de procesos 
inflamatorios. Se utilizan medicamentos como los antiinflamatorios no esteroides 
(AINE), y la minociclina para moderar la neuroinflamación (Simpson et  al, 1991; 

https://www.embopress.org/doi/full/10.15252/emmm.201911505#emmm201911505-bib-0114
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Stirling et  al, 2004; Badhiwala et  al, 2018). También se aplica el bloqueo de los 
receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA) con magnesio para prevenir la 
excitotoxicidad del glutamato (Ditor et  al, 2007), y la prevención de la apoptosis 
usando eritropoyetina (Baptiste & Fehlings, 2006). Sin embargo, dado que la 
neuroinflamación tiene efectos tanto beneficiosos como perjudiciales, la 
supresión de la inflamación de amplio espectro puede no ser eficaz y los agentes 
neuroprotectores aún no han sido efectivos clínicamente por sí solos por lo cual 
requieren combinarse con otros tratamientos (Griffin & Bradke, 2020). 

2. Reemplazo (terapia celular): Esta línea de trabajo se focaliza en el trasplante de 
células de distintos orígenes al sitio de la LM para promover la regeneración y 
reparación. La eficacia del trasplante de células madre (SC) depende crucialmente 
de la metodología de administración utilizada. Las técnicas más comunes para 
implantar estas células incluyen las rutas intravenosa, intratecal e intramedular. 
Además, la cantidad de células trasplantadas varía según el método de 
administración seleccionado y la etapa específica de la LM en la que se encuentra 
el paciente (Silvestro et al., 2020; Griffin & Bradke, 2020) Se detallará en 
profundidad en el siguiente apartado. 

3. Remoción de moléculas inhibidoras: Este enfoque terapéutico se centra en 
eliminar o neutralizar las moléculas que inhiben el crecimiento axonal después de 
una LM (Griffin & Bradke, 2020). Los targets más utilizados son: 

CSPG: Inicialmente, podría considerarse eliminar las células que producen 
CSPG. Sin embargo, dado que no existe un único tipo celular dominante que 
los produzca, los estudios sugieren que sería más efectivo apuntar 
directamente a los mismos CSPG o a sus receptores, en lugar de intentar 
atacar a los tipos de células que los producen (Yang et al., 2020). El uso de 
condroitinasa ABC (ChABC) ha demostrado ser eficaz para neutralizar los 
CSPG. Esta enzima derivada de Proteus vulgaris, cataliza la degradación de 
los enlaces glicosídicos de CSPG, liberando los glucosaminoglicanos (GAG) 
de la proteína central de CSPG. La administración de ChABC mediante 
vectores lentivirales ha mostrado promover la degradación a gran escala de 
CSPG y mejorar significativamente las funciones comportamentales 
después de una lesión torácica en ratas (Prabhakar et al., 2005a, 2005b; 
Bartus et al., 2014). Un vector lentiviral-ChABC inducible por doxiciclina ha 
permitido un control temporal sobre la expresión de ChABC, lo cual es una 
estrategia prometedora para su aplicación clínica (Burnside et al., 2018). 
Xilosiltransferasa-1 (XT-1): La XT-1 juega un papel crucial en la biosíntesis 
de CSPG. Reducir la expresión de XT-1 mediante la degradación catalítica 
del ARNm de XT-1 ha demostrado disminuir efectivamente los niveles de 
CSPG, facilitando así el crecimiento de los axones alrededor de lesiones en 
la columna dorsal de ratas (Grimpe & Silver, 2004; Hurtado et al., 2008). 
NOGO-A: NOGO-A esa de las proteínas asociadas a mielina con mayor 
efecto inhibitorio del SNC. El uso de anticuerpos anti-NOGO-A ha 
demostrado estimular el crecimiento axonal y la recuperación funcional. En 
particular, la combinación de estos anticuerpos con ChABC ha sido más 
efectiva que los tratamientos individuales, lo que destaca la ventaja de 
eliminar múltiples factores inhibidores para mejorar la recuperación 
después de una LM (Freund et al., 2009; Zhao et al., 2013). 

4. Regeneración: apuntar a mecanismos neuronales intrínsecos: La capacidad de 
crecimiento intrínseca de las neuronas centrales disminuye a medida que la 
neurona se diferencia para funciones sinápticas (Hilton & Bradke, 2017). Esta es 
una de las principales razones por las que generan una respuesta regenerativa 
menor después de una lesión. Se sabe que para que un axón se regenere, se 

https://www.embopress.org/doi/full/10.15252/emmm.201911505#emmm201911505-bib-0229
https://www.embopress.org/doi/full/10.15252/emmm.201911505#emmm201911505-bib-0010
https://www.embopress.org/doi/full/10.15252/emmm.201911505#emmm201911505-bib-0067
https://www.embopress.org/doi/full/10.15252/emmm.201911505#emmm201911505-bib-0011
https://www.embopress.org/doi/full/10.15252/emmm.201911505#emmm201911505-bib-0114
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requieren muchos mecanismos intracelulares diversos y coordinados. Estos 
incluyen la dinámica del citoesqueleto, el transporte y tráfico axonal, la 
señalización y transcripción de programas regenerativos y modificaciones 
epigenéticas (Curcio & Bradke, 2018; Fawcett & Verhaagen, 2018). Convertir estas 
intervenciones en alternativas clínicamente utilizables, como el uso de agentes 
farmacológicos o terapias genéticas con vectores virales, podría ser una vía 
prometedora para producir una respuesta regenerativa modesta (Curcio & Bradke, 
2018). Otra estrategia sería modular la señalización intracelular mediante la 
modulación de guanosin trifosfato-asa (GTP) o la estabilización de los microtúbulos 
(Wu & Xu, 2016 ; Ruschel et al, 2015 ; Ruschel & Bradke, 2018). 

5. Reabastecimiento: El tratamiento trófico se basa en el suministro de neurotrofinas 
(NTs), que son esenciales para la supervivencia, el desarrollo y la funcionalidad de 
las neuronas. Estas NTs, como el factor de crecimiento derivado del cerebro 
(BDNF), la neurotrofina-3 (NT-3), el factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor 
de crecimiento de fibroblastos (FGF), y el factor de crecimiento derivado de células 
gliales (GDNF), se pueden administrar directamente a la médula espinal lesionada 
a través de diferentes métodos. Estos métodos incluyen la infusión directa, el uso 
de biomateriales, terapia génica ex vivo, y la expresión mediante vectores virales 
(Houweling et al., 1998; Jakeman et al., 1998; Griffin & Bradke, 2020). 

6. Remielinización: Después de la LM, se produce una muerte aguda generalizada de 
oligodendrocitos y una desmielinización de los axones y se predice que la 
remielinización podría ser importante para proteger los axones de una mayor 
degeneración y mejorar la conducción, pero es controvertido.  Hay dos enfoques 
disponibles: el trasplante de células que puedan diferenciarse directamente en 
oligodendrocitos que sinteticen mielina, y promover el reclutamiento y la 
diferenciación de OPC endógenas (Norenberg et al, 2004; Nave, 2010a, 2010b; 
Almad et al., 2011) 

7. Rehabilitación:  Los enfoques de rehabilitación en modelos animales incluyen una 
variedad de actividades como el ejercicio físico, que puede ser tanto forzado como 
voluntario, y el enriquecimiento ambiental. Estos métodos varían desde estrategias 
más generales hasta técnicas más específicas y dirigidas (Griffin & Bradke, 2020). 

https://www.embopress.org/doi/full/10.15252/emmm.201911505#emmm201911505-bib-0061
https://www.embopress.org/doi/full/10.15252/emmm.201911505#emmm201911505-bib-0083
https://www.embopress.org/doi/full/10.15252/emmm.201911505#emmm201911505-bib-0267
https://www.embopress.org/doi/full/10.15252/emmm.201911505#emmm201911505-bib-0214
https://www.embopress.org/doi/full/10.15252/emmm.201911505#emmm201911505-bib-0215
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Figura 2. Estrategias de tratamiento para la LM. Las 7 dianas terapéuticas para tratar la LM están enfocados 
en: 1. Reducción del daño secundario; 2. Reemplazo de células perdidas; 3. Remoción de moléculas 
inhibidoras; 4. Regeneración apuntando a mecanismos neuronales intrínsecos; 5. Reabastecimiento de 
soporte trófico; 6. Remielinización de axones desmielinizados; 7. Rehabilitación. Adaptado de Griffin & Bradke, 
2020.  

Las estrategias combinadas han demostrado ser más efectivas que los tratamientos 
individuales en el abordaje de la compleja patología de la LM (Griffin & Bradke, 2020). Dado 
esto, a medida que esta práctica se generalice, la planificación y ejecución de los ensayos 
clínicos se volverán más complejas y deberán centrarse en la combinación de las mejores 
terapias disponibles para abordar la mayor cantidad de desafíos posibles asociados con la 
LM. 

1.4 Terapia celular en la LM  
Las terapias celulares representan una estrategia prometedora para el tratamiento de la 
lesión de la LM, ofreciendo potencial neuroprotector y regenerativo ejerciendo efectos 
pleiotrópicos (Figura 3) (Mothe & Tator, 2012). Se ha estudiado el trasplante de diferentes 
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tipos de células tanto a nivel preclínico como en ensayos clínicos mostrando cada una de 
ellas varios tipos de células, como las células madre mesenquimales (MSC), las células 
madre pluripotentes inducidas (iPSC), NPCs, las OPC, células madre hematopoyéticas 
(HSC), células madre embrionarias (ESC), precursores derivados de piel (SKP), y las células 
envolventes olfativas (OEC), o incluso los exosomas derivados de SC, demostrando ser 
opciones viables para el tratamiento de la LM.  

MSCs: Obtenidas de múltiples fuentes como la médula ósea (BM-MSC), el cordón 
umbilical (U-MSC) y el tejido adiposo (AD-MSC). Estas células son altamente valoradas en 
aplicaciones clínicas debido a su capacidad para secretar factores neurotróficos, su bajo 
perfil inmunogénico y sus propiedades inmunomoduladoras, facilitando la reparación y 
regeneración (Young et al., 1995; Laughlin et al., 2001; Arboleda et al., 2011; Keating, 2012). 

ESCs: Pluripotentes y derivadas de la masa celular interna de blastocistos, las ESC pueden 
diferenciarse en casi todos los tipos de células, incluidas neuronas y células gliales. Su uso 
implica consideraciones éticas significativas y riesgos asociados con la tumorigénesis 
(Tator, 1995; Hulsebosch, 2002; Son et al., 2011). 

iPSCs: Generadas por reprogramación de células somáticas, las iPSC evitan las 
cuestiones éticas vinculadas a las ESC y ofrecen una alternativa autóloga para terapias de 
reemplazo celular (Takahashi & Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007; Park et al., 2008). 

Precursores derivados de la piel (SKPs): Autólogas y capaces de producir tanto 
descendencia mesodérmica como neuronas periféricas y células de Schwann, los SKPs 
ofrecen un entorno favorable para el crecimiento axonal post-lesión (Joannides et al., 2004; 
Biernaskie et al., 2007; Hu et al., 2010). 

NPCs: Células multipotentes comprometidas al linaje neural diferenciándose en 
neuronas, astrocitos y oligodendrocitos, que pueden ser rápidamente expandidas in vitro. 
Razón por la cual este tipo celular será el utilizado en este estudio (Mothe & Tator, 2012). 

HSCs: A pesar de su potencial para inducir recuperación funcional, las HSC enfrentan 
desafíos como la baja disponibilidad y riesgos de rechazo del injerto (Koshizuka et al., 2004; 
Koda et al., 2005). 

OECs: Utilizadas para promover la remielinización y modulación del microambiente en 
lesiones del SNC, incluida la LME, con resultados prometedores en la mejora de la 
recuperación neurológica (Li et al., 2015; Gómez et al, 2018) 

Por otra parte, también se utilizan exosomas derivados de SC que, si bien no son terapias 
celulares per se, se necesita del cultivo de alguno de los tipos celulares mencionados. 
Estos componentes celulares actúan como vectores de comunicación, transportando 
ácidos nucleicos, proteínas y lípidos, y han demostrado ser efectivos en la modulación del 
microambiente de la lesión y en la promoción de procesos regenerativos (Tkach & Théry, 
2016; Wang et al., 2019; Huang et al., 2021). 
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Estos enfoques multifacéticos no solo abordan los desafíos físicos de la LM, sino que 
también expanden los horizontes terapéuticos para la regeneración y reparación de 
lesiones en el SNC. 

 1.4.1 NPCs en la terapia celular de LM 
En la última década los mejores resultados terapéuticos provienen de trasplantes de NPCs 
fetales procedentes de la ME, destacando por su capacidad para reemplazar células del 
huésped, proporcionar apoyo trófico, modular la neuroinflamación y formar puentes sobre 
las lesiones, facilitando la reinstauración del circuito neuronal y la conectividad (Kadoya et 
al., 2016; Fischer et al., 2020; Giraldo et al., 2020). Estas células derivan de varias fuentes, 
incluyendo: 

• ME embrionaria: Durante el desarrollo temprano, la ME alberga NPCs, que 
evolucionan hasta convertirse en progenitores de linaje restringido o hacia tipos 
celulares neuronales o gliales (Kalyani et al., 1998; Rao & Mayer-Proschel, 
1997). Estas células pueden aislarse directamente de la ME de embriones de 
ratas de 13.5 días (Bonner et al., 2013). 

• ESCs e iPSCs: Las técnicas avanzadas de biología regenerativa permiten la 
obtención de NPCs a partir de células ESCs y iPSCs mediante protocolos de 
diferenciación diseñados para generar progenitores neuronales específicos 
(Goulão & Lepore, 2016) y diversas poblaciones celulares como las 
interneuronas (White & Sakiyama‐Elbert, 2019). 

Figura 3. Planteamiento del trasplante celular y fuentes de obtención para los diferentes tipos 
celulares. SCs: Células madre; MSCs: Células madre mesenquimales; MB-MSCs: Células madre 

mesenquimales de médula ósea; U-MSCs: Células madre mesenquimales de cordón umbilical; AD-
MSCs: Células madre mesenquimales de tejido adiposo; hESCs: Células madre embrionarias humanas; 
iPSCs: Células madre pluripotente inducidas; OPC: células precursoras de oligodendrocitosl; NPCs: 
Células precursoras neurales; OECs: Células envolventes olfativas. (Figura adaptada de FDA Health 
news, 2019). 
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Por otra parte, su utilización tiene influencia positiva en los sistemas sensoriales y motores 
generando un entorno permisivo que facilita la supervivencia y diferenciación neuronal 
(Bonnet et al., 2011). Las NPCs permiten el crecimiento de axones del huésped dentro del 
injerto y la formación de conexiones sinápticas funcionales. Además, los trasplantes de 
NPCs en niveles altos de la ME pueden mejorar funciones autónomas, como la 
cardiovascular, mitigando condiciones como la disreflexia autonómica (Anderson, 2004; 
Krassioukov & Claydon, 2006) y mejorando el control de la vejiga (Lee et al., 2013). Sin 
embargo, a pesar de su potencial, la terapia con NPCs enfrenta desafíos como mejorar la 
supervivencia del injerto, dirigir la diferenciación de las NPCs hacia linajes neuronales 
deseados y establecer conexiones sinápticas funcionales (Fischer et al., 2020; Giraldo et 
al., 2020). Por ende, la investigación continua es vital para superar estos obstáculos y 
mejorar los resultados clínicos en pacientes con LM. 

 

1.5 Optogenética 
 
La optogenética es una técnica innovadora que combina la óptica y la genética para 
controlar la activación celular de manera precisa en tiempo (en escala de milisegundos) y 
espacio poblaciones celulares específicas superando métodos tradicionales como la 
estimulación eléctrica (Yizhar et al., 2011; Nectow & Nestler, 2020; Thompson et al., 2020). 
Esto permite tanto la ganancia como la pérdida de funciones celulares específicas 
(Deisseroth et al., 2006; Scanziani y Häusser, 2009; Deisseroth, 2010; Deisseroth, 2011).  

En concreto, esta tecnología se basa en el uso de canales y bombas de iones sensibles a la 
luz para la activación o inhibición de neuronas, lo cual permite manipular in vivo la actividad 
neuronal. Esta técnica requiere de tres componentes: (1) Una proteína sensible a la luz 
(opsinas), (2) un mecanismo de entrega de luz a determinada longitud de onda, y (3) un 
mecanismo que genere la expresión de la opsina en el tipo celular especifico.  El 
mecanismo de funcionamiento es el siguiente: al iluminar la célula objetivo con la onda de 
luz específica, se activa la proteína fotosensible lo cual permite el paso selectivo de iones 
a través de la membrana celular, induciendo efectos de activación o inhibición (Figura 4). 
Las fuentes de emisión de luz más utilizadas son (i) amplificadores de luz por emisión 
estimulada de radiación (Láser), y (ii) diodos emisores de luz (LEDs). Los láseres son los 
más adecuados para integrarse en experimentos fisiológicos, ofreciendo una precisión y 
una intensidad de luz óptimas. Sin embargo, son más caros y complicados de ajustar 
(Aravanis et al., 2007; Adamantidis et al., 2007; Yizhar et al., 2011). Debido a su alta 
precisión y naturaleza mínimamente invasiva, la optogenética ha logrado resultados 
notables en el estudio de funciones y circuitos neuronales (Toettcher et al., 2013; Chen et 
al., 2022). 

Por otra parte, el método más avanzado para lograr la expresión constitutiva de la opsina 
especifica en células neuronales es la transducción basada en vectores virales (Naso et 
al., 2017). Entre los muchos tipos de vectores virales, el AAV es el método más empleado 
para aplicaciones optogenéticas. Y, de hecho, en humanos ya se está utilizando en el tejido 
neural para tratar trastornos de la visión (Bennett et al., 2016; Shen et al., 2020). Los AAV no 
integran consistentemente su ADN en el genoma del huésped, pero persisten 
episomalmente y se ha demostrado que conducen a una expresión genética prolongada 
con una toxicidad muy baja en varios tipos de células, incluidas las neuronas (Gil-Farina y 
Schmidt, 2016; Hordeaux et al., 2019; Bravo-Hernández et al., 2020).  

Los desafíos de la optogenética incluyen la entrega de luz adecuada, donde el control sobre 
la longitud de onda, intensidad y duración de la luz son cruciales, y la respuesta de la 
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neurona depende de muchos factores, como las propiedades de la opsina expresada y el 
historial reciente de iluminación. Por lo tanto, al diseñar sistemas de suministro de luz para 
activar opsinas, el parámetro principal a medir y controlar es el flujo de fotones a nivel local 
(Shen et al., 2020). 

1.5.1 Tipos de opsinas 
Las opsinas son proteínas derivadas de varias especies microbianas que han sido 
rediseñadas para expresarse en mamíferos. Estas proteínas reaccionan a longitudes de 
onda específicas de luz, permitiendo el flujo o bombeo activo de iones a través de la 
membrana celular, lo que resulta en la activación o inhibición reversible de neuronas. Si 
bien las herramientas quimiogenéticas, que son receptores que pueden activar o inhibir 
neuronas tras la unión de agonistas de pequeñas moléculas, también son relevantes, este 
trabajo se centrara en las opsinas (Magnus et al., 2019; Shen et al., 2020). 

En la familia de las opsinas, se utilizan principalmente tres ramas en optogenética: 
bacteriorodopsinas, halorrodopsinas y canalrodopsinas (ChRs). Las bacteriorodopsinas 
naturales, que bombean protones fuera de la célula, y las halorrodopsinas, que bombean 
iones cloruro hacia la célula, suelen ser opsinas inhibidoras en sistemas neuronales 
porque estos tipos de corriente hiperpolarizante dificultan la generación de potenciales de 
acción. Por contraste, las ChRs naturales generalmente permiten que los iones cargados 
positivamente fluyan libremente a través del poro de la opsina, lo que las hace 
depolarizantes y excitatorias (Zang et al., 2011; Kelly et al., 2017; Deisseroth, 2015). 

Algunos ejemplos específicos incluyen opsinas excitadoras, como la ChR2, e inhibidoras, 
como arqueorodopsina (ArchT) (Deisseroth, 2011), halorrodopsina (NpHR) (Boyden et al., 
2005), y ChRs conductoras de cloruro (ChloC) (Deisseroth, 2006). Estas herramientas 
ofrecen una amplia gama de espectros de activación y cinética, y algunas se han adaptado 
para manipular vías de señalización intracelular combinándolas con receptores acoplados 
a proteína G (OptoXR) (Grosenick et al., 2015; Deubner et al., 2019; Kelly et al., 2017) (Figura 
4). 

 
Figura 4. Funcionamiento de opsinas utilizadas en optogenética. La activación de la canalrodopsina-2 
(ChR2) en respuesta a la luz con una longitud de onda de 470 nm da como resultado la entrada de iones de 
sodio (Na+) y la despolarización celular (A). Halorodopsina (NpHR) y la activación de Arqueorodopsina (Arch) 
en respuesta a la luz con una longitud de onda de 589 y 575 nm da como resultado la entrada de iones de cloruro 
y protones y la estabilización celular al reducir el potencial de membrana (B). OptoXR y transducción de señales 
intracelulares mediante el control de la concentración de mensajeros intracelulares, como el trifosfato de 
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inositol (IP3), el diacilglicerol (DAG) y la adenosina cíclica monofosfato (cAMP) en las células (C). Adaptado de 
Kelly et al., 2017. 

El funcionamiento general de las ChRs consiste en la producción de un cambio 
conformacional en la proteína, debido a la aplicación de luz y la absorción de un fotón en 
el dominio opsina (Kato et al., 2012), cambio que determinará la apertura del dominio 
canal. El dominio opsina está relacionado con propiedades referentes a la absorción de luz 
mientras que el dominio canal se relaciona con las propiedades cinéticas del canal iónico 
(Deisseroth, 2015). 

Determinados promotores fuertes, como el de citomegalovirus (CMV) o el Chicken β-actin 
(CAG), pueden expresar opsinas a niveles muy altos, lo que puede causar acumulaciones 
de proteínas o anomalías estructurales en las células objetivo con el tiempo. Aunque la 
expresión a muy largo plazo de cualquier proteína de membrana con promotores de fuerza 
moderada puede causar toxicidad, la fuerza y el tiempo de expresión interactúan para dar 
lugar a este fenómeno. Algunas proteínas fluorescentes como mCherry, comúnmente 
fusionadas a las opsinas, pueden agruparse y acumularse sin afectar necesariamente la 
función de las opsinas o la salud celular (Adamantidis et al., 2007; Yizhar et al., 2011).  

Con los años, se han descubierto más variantes en estas familias de proteínas en la 
naturaleza o se han ingenierizado en el laboratorio para tener cinéticas más rápidas, 
propiedades biestables, conductancias iónicas alteradas y propiedades de respuesta de 
color modificadas; esta diversidad ahora se aprovecha de manera efectiva en 
experimentación optogenética (Deisseroth, 2015).  

1.5.2 Aplicación de la optogenética al tratamiento de la LM 
La utilización de la activación celular por optogenética ha sido utilizada en diferentes 
enfoques para tratar la LM, desde la activación selectiva de las neuronas de glutamato en 
la corteza motora primaria, hasta la inyección de un vector viral optogenético específico de 
neurona (Deng et al., 2021; Mondello et al., 2023). 

Por otra parte, investigaciones previas de nuestro laboratorio han probado la estimulación 
optogenética de NPCs portadoras de vectores de opsinas para su posterior trasplante en 
modelos de animal con LM. La dirección de dichos tratamientos ha demostrado resultados 
positivos como el crecimiento axónico, la supervivencia, proliferación, y diferenciación 
celular (Giraldo et al., 2021). Además, actualmente otras investigaciones se enfocan en la 
activación química de las ChR2, donde la adición de un sustrato químico genera la emisión 
de luz por parte de una proteína luminiscente que activa el canal, y se ha demostrado que 
este sistema también activa la expresión de células neuronales y podría tener efectos 
positivos en la LM (Petersen et al., 2022).  

Estas evidencias enfatizan el potencial regenerativo que ofrece el enfoque optogenético en 
terapias basadas en NPCs para la LM y destaca la necesidad de comprender más su 
funcionamiento para la traslación a la clínica. 

1.6 Corolario de la Introducción 
• Importancia de la ME en el SNC: La ME es fundamental en la coordinación de las 

funciones sensoriales y motoras entre el cuerpo y el cerebro, facilitando un flujo de 
información esencial para la movilidad y sensibilidad corporal. Su estructura única, 
compuesta principalmente de materia gris y blanca, la hace especialmente 
susceptible a diversas lesiones. 

• Impacto y prevalencia de la LM: Con millones de personas afectadas a nivel 
global, la LM representa un desafío significativo en salud pública. Los altos costes 
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de atención y la complejidad en el manejo de sus secuelas reflejan la urgencia de 
desarrollar intervenciones más efectivas y accesibles. 

• Complicaciones y fases de la LM: El daño a la ME no solo implica una disrupción 
inmediata de la transmisión neural, sino que también desencadena una serie de 
reacciones secundarias que pueden prolongar y agravar el daño inicial. La 
comprensión de las fases aguda, subaguda y crónica de estas lesiones es crucial 
para el desarrollo de estrategias terapéuticas efectivas. 

• Desafíos en la regeneración y recuperación: La formación de cicatrices gliales y 
la presencia de un ambiente inhibidor en el sitio de la lesión dificultan la 
regeneración neuronal. Esto subraya la necesidad de estrategias que no solo 
aborden la eliminación de barreras físicas y químicas, sino también que promuevan 
un entorno regenerativo. 

• Promesa de las estrategias de tratamiento avanzadas: Mientras que las 
estrategias convencionales han mostrado limitaciones, enfoques innovadores 
como la terapia celular y la optogenética ofrecen nuevas esperanzas. Estos 
métodos podrían facilitar la reparación y regeneración de tejidos mediante el 
aprovechamiento de tecnologías que permiten un control más preciso sobre los 
procesos celulares y moleculares involucrados. 

• Retos específicos de la terapia con NPCs: A pesar del considerable potencial de 
la terapia celular utilizando NPCs para tratar la LM, existen desafíos significativos 
que deben superarse, como mejorar la supervivencia del injerto, dirigir 
efectivamente la diferenciación de las NPCs hacia linajes neuronales deseados y 
establecer conexiones sinápticas funcionales. 

2. OBJETIVOS 
La hipótesis en la que se basa este trabajo es que la estimulación optogenética de NPCs in 
vitro en el contexto de la terapia celular para el tratamiento de la LM podría mejorar sus 
capacidades neuroregenerativas a través de la modulación de eventos celulares y 
moleculares en estas células y su efecto paracrino sobre las propias células de la ME.  

En consecuencia, el objetivo principal de este trabajo es estudiar el efecto de la 
estimulación optogenética in vitro en NPCs fetales y su papel en la activación de los 
astrocitos. Los objetivos particulares incluyen: 

1. Evaluar la capacidad de activación de NPC-ChR2 en respuesta a la 
estimulación optogenética con un sistema LED. 

2. Evaluar el efecto de la estimulación optogenética sobre la diferenciación 
espontánea de las NPC en neuronas, oligodendrocitos y astrocitos. 

3. Evaluar el efecto de la estimulación optogenética sobre el fenotipo de 
astrocitos diferenciados a partir de NPC estimulados. 

4. Evaluar el efecto paracrino de la estimulación optogenética de NPC-ChR2 
sobre la activación de astrocitos maduros procedentes de médula espinal. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1 Estimulación optogenética  
La estimulación optogenética se realizó con luz azul (BL) LED a 470 nm. Se utilizó un 
dispositivo controlado por aplicación móvil diseñado por el grupo de biosensores de la 
Universidad Politécnica de Valencia (UPV). Los parámetros de estimulación consistieron 
en ciclos de 100 pulsos de 90 ms on y 10 ms off a 10 de intensidad. Cada ciclo se repitió 3 
veces con 10 segundos de descanso entre cada uno (Figura 5). Además, las células se 
estimularon 2 o 3 veces al día (detallado en cada diseño experimental). 

Figura 5. Parámetros de estimulación optogenética celular con el dispositivo LED. Se realizaron 3 ciclos 
de estimulación con 10s entre cada uno. Cada ciclo consistió en una intensidad de 10 y 100 pulsos 90 ms on y 
10 ms off a 470 nm. 

3.2 Obtención y mantenimiento de NPCs  

3.2.1 Obtención del cultivo primario y criopreservación 
Las NPCs se obtuvieron a partir de médulas espinales de embriones de 13.5 días de ratas 
WT. Para ello, se diseccionaron en medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium/F12 
(DMEM/F12; Gibco, EE. UU.) suplementado con penicilina y estreptomicina (P/S) y el tejido 
fue disociado mecánicamente mediante microdisección y posterior pipeteo. 
Seguidamente, las NPCs fueron aisladas y cultivadas como neuroesferas en el medio 
NeuroCult Proliferation Medium (Stemcell Technologies, Francia) suplementado con 
NeuroCult Proliferation Supplement (Stemcell Technologies, Francia), 100 U/ml de 
penicilina (P) (Sigma, Francia), 100 μg/ml de estreptomicina (S) (Sigma, Francia), 0,7 U/ml 
de heparina (Sigma, Francia), 20 ng/ml de EGF (Thermo Fisher, UK) y 20 ng/ml de factor de 
crecimiento de fibroblastos básico (bFGF; Invitrogen, UK) en placas P6 estériles 
multipocillo para cultivo celular (Avantor delivered by VWR, EE.UU.) previamente tratadas 
con solución antiadherente (STEMCELL TECHNOLOGYES, Canadá). Finalmente, el cultivo 
primario obtenido se incubó a 37ºC y 5% de CO2 y se monitorizó diariamente empleando 
un microscopio invertido, o bien se congelaron en nitrógeno líquido hasta su posterior 
utilización mediante centrifugado 5 minutos a 300 fuerza centrífuga relativa (rcf), 
extracción del sobrenadante y posterior suspensión celular en 90% de suero fetal bovino 
(FBS) (Merck, Alemania) y 10% dimetilsufóxido (DMSO) (SIGMA-ALDRICH, Merck Group, 
EE.UU.) (Figura 6). 
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Figura 6. Protocolo de extracción de NPCs de embriones de rata de 13.5 días.  

3.2.2 Pasaje, disgregado y mantenimiento  
Para asegurar la llegada de nutrientes al centro de las neurosferas y evitar la muerte celular, 
una vez alcanzaba gran tamaño se generaba el disgregado y pasaje del cultivo. Las 
neuroesferas se disociaron con acutasa (A1110501; Gibco, EE. UU.), y se sembraron en 
nuevas placas P6 con medio Neurocult 20 ng/ml de EGF (Thermo Fisher, UK) y 20 ng/ml de 
FGF (bFGF; Invitrogen, UK). Para el descongelamiento de las NPCs se diluyó el medio de 
congelamiento con medio DMEM/F12, se centrifugó 5 minutos a 300 rcf, se extrajo el 
sobrenadante y resuspendió en medio Neurocult más factores (EGF y FGF) para su 
posterior sembrado en placas P6 o P24 (Figura 7).  

3.2.3 Transducción viral 
La expresión ectópica de hChR2-mCherry se consiguió mediante un vector adenoasociado 
de serotipo 9 (AAV9) generado a partir del constructo viral pAAV.CAG.hChR2(H134R)-
mCherry.WPRE.SV40 (Addgene viral prep #100054-AAV9; http://n2t.net/addgene:100054; 
RRID: Addgene 100054); y la expresión ectópica de Tdtomato mediante un AAV9 generado 
a partir del constructo viral pAAV.CAG.tdtomato (Addgene viral prep #59462). El ChR2 
utilizado porta una mutación sin sentido H134R que induce fotocorrientes más grandes 
tras la estimulación en comparación con el ChR2 de tipo salvaje. Para llevar a cabo la 
transducción de las NPCs, las neuroesferas se disociaron con acutasa (A1110501; Gibco, 
EE. UU.), se suspendieron en 200 μl de medio de cultivo con una multiplicidad de infección 
de (1x105 unidades de transducción/célula) y se incubaron a 37ºC durante 1 hora. A 
continuación, las NPCs se depositaron de nuevo en las placas multipocillo P6 estériles y 
se dejaron crecer durante una semana en las mismas condiciones explicadas 
anteriormente para la formación de neuroesferas (Figura 7). 
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Figura 7. Transducción viral NPCs. Protocolo de transducción de ChR2 y Tdtomato con adenovirus (A). NPCs 
formando neurosferas (B); NPCs-ChR2 en microscopio de fluorescencia observándose la expresión de la 
ChR2 en las NPCs obtenidas (C); NPCs-tdtomato en microscopio de fluorescencia observándose la expresión 
de la Tdtomato en las NPCs obtenidas (D). Imágenes tomadas a 20X; barra de escala: 50 µm. 

3.2.4 Protocolo de diferenciación 
Para inducir la diferenciación de las NPC-ChR2 se sembraron 70.000 células individuales 
previamente tratadas con acutasa, en pocillos de una placa P24 sobre covers tratados con 
Matrigel® con una dilución 1/15 para su adhesión a la superficie (Corning, EE.UU.) con 
medio DMEM/F12 suplementado con P/S. El protocolo consistió en 7 días donde del día 0 
al día 3 las NPCs se mantuvieron en 700 ul de medio de proliferación que consisitió en 
DMEM/F12 suplementado con Hepes 5mM; NaHCO3 0.125%; Glucosa 0.6%; P/S 1X; L-
Glutamina 1X; Insulina 25ug/ml; BSA 4ug/ml, Heparina 0.7Und/ml, 0.04% FGF y Hormona 
Mix 10X (compuesta por DMEM/F12 suplementado con 0.4% HEPES, 1.2% NaHCO3, 1.6% 
glucosa, 0.008% progesterona, 0.024% sodium selenite, 0.064% apotransferrina and 0.1% 
putrescin). Las células fueron incubadas a 37° y 5% CO2. Al día 3 el medio de proliferación 
se reemplazó por 700 ul de medio de diferenciación por pocillo compuesto de DMEM/F12 
suplementado con Hepes 5mM; NaHCO3 0.125%; Glucosa 0.6%; P/S 1X; L-Glutamina 1X; 
Hormona Mix 10X; Insulina 25ug/ml y 2% Suero fetal bovino (FBS, Thermo Fisher). El medio 
de diferenciación únicamente se cambió el 50% cada 2-3 días. A partir de este día y hasta 
el final del experimento (días 3-7), se realizó la foto-estimulación con BL a 470nm a los 
pocillos correspondientes o bien con el dispositivo láser 1 vez al día, o bien con el 
dispositivo LED 2 veces al día. Tras la última estimulación, las células fueron finalmente 
fijadas y procesadas para la tinción de inmunofluorescencia celular (Figura 8).   
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Figura 8. Protocolo de diferenciación de NPCs. FBS: suero fetal bovino; FGF: factor de crecimiento de 
fibroblastos 

3.2.5 Determinación de la activación de NPCs estimuladas 
optogenéticamente 
Con el fin de determinar la activación de NPCs tras la estimulación, se evaluó la 
concentración del proto-oncogen Fos (c-Fos) en el tiempo. Para esto, se procedió a 
sembrar 70.000 NPCs en cada pocillo P24 sobre un cover previamente tratado con una 
dilución 1/15 de Matrigel® (Corning, EE.UU.). Las NPCs expresaban ectópicamente o bien 
ChR2, o Tdtomato (NPCs control). Se estimularon durante un día con el dispositivo LED 1, 
2 o 3 veces y se obtuvieron 2 réplicas quedando los siguientes 8 grupos experimentales 
formados: 

- NPC-ChR2 Control  
- NPC-ChR2 1 estimulación 
- NPC-ChR2 2 estimulaciones 
- NPC-ChR2 3 estimulaciones 
- NPC-Tdtomato Control 
- NPC-Tdtomato 1 estimulación 
- NPC-Tdtomato 2 estimulaciones 
- NPC-Tdtomato 3 estimulaciones 

Finalmente, cada grupo se fijó tras su número de estimulación correspondiente en 
paraformaldehido (PFA) 4% para el análisis de inmunofluorescencia celular. Los controles 
se fijaron tras la tercera estimulación del día (Figura 9). 

Figura 9. Diseño de experimento c-Fos. BL: Blue light (470 nm); NPC: Células precursoras neurales. 
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3.3 Obtención y cultivo primario de astrocitos procedentes de 
médula espinal 
Para la obtención del cultivo primario astrocítico se modificó levemente el protocolo de 
Kerstetter, A. E., & Miller, R. H. (2012). Los astrocitos se obtuvieron a partir de MEs de ratas 
WT postnatales entre los estadíos P1-P3. Para ello, se diseccionaron en medio DMEM/F12 
suplementado con P/S en una Placa Petri para cultivo celular 100 mm X 20 mm (A20167 
Corning, EE.UU.). El tejido fue disociado mecánicamente mediante microdisección con 
tijeras y posterior pipeteo, seguidamente de una digestión enzimática con 0.05% tripsina-
EDTA (1X) (Termofisher, UK). Se filtraron en una malla de 40 µm (Sigma-Aldrich, EE.UU.) con 
medio DMEM-HighGlucose suplementado con 100 U/ml de P, 100 μg/ml de S, Glutamax 
100X (1%, 10860311, Gibco, EE.UU.) y 20% FBS. El día 1 se sembraron en un Flask de 75 
cm2 (Corning, EE.UU.) previamente tratado con Poly-L-lisina (PLL, P2636, Milipore Sigma, 
EE.UU.) y se incubaron a 37ºC y 5% de CO2 durante 24hs para la adherencia celular. Pasado 
este tiempo el flask se mantuvo en agitación durante la noche a 200 rpm y 37°C en el mismo 
medio y se cambió al día 2, 4 y 7 reduciendo el FBS al 10%. Se cambió el medio cada 2 días 
hasta llegar al 100% de confluencia donde se levantaron con tripsina 15 minutos en el 
incubador, y se replaquearon en placas de cultivo multipocillo P6 tratadas con PLL y medio 
DMEM-HighGlucose 10% FBS (Figura 10 A). Se sembraron astrocitos a baja densidad para 
evaluar la pureza celular obteniendo un 80% de contenido astrocítico (Figura 10 B, C). Para 
su criopreservación se siguió el mismo protocolo que con las NPCs descripto 
anteriormente. 

Figura 10. Cultivo primario de astrocitos maduros a partir de ME de ratas postnatales. (A) Protocolo de 
extracción de astrocitos de ratas postnatales P1-P3. (B) Inmunofluorescencia de GFAP (marcador astrocítico), 
Iba-1 (marcador microglía y macrófagos) y DAPI del cultivo primario de astrocito (C) Pureza de astrocito 
obtenida. Se cuantificó el porcentaje de células positivas para cada marcador (GFAP o Iba-1) sobre el total de 
las células. N= 2. Imágenes tomadas con microscopio de fluorescencia a un aumento 10X.  
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3.3.1 Mantenimiento del cultivo primario de astrocitos de ME 
Para el mantenimiento del cultivo primario de astrocitos se cultivaron con medio DMEM-
HighGlucose 10% FBS y se cambió cada 2 días. Para el descongelado se siguió el mismo 
protocolo que para las NPC descrito en el apartado anterior a excepción de que las células 
se resuspendieron en medio DMEM High-Glucose 10% FBS para su posterior sembrado en 
placas de 6 multipocillos.   

3.4 Cocultivo NPCs-Astrocitos   
Para el experimento de cocultivo se sembraron en el medio DMEM-HighGlucose 10% FBS, 
descripto anteriormente, astrocitos en placas P6 previamente tratadas con Matrigel® en 
una dilución 1/15 (Corning, EE.UU.) para favorecer la adhesión celular. Se sembraron 
~100.000 células para los estudios de qPCR y ~50.000 para inmunofluorescencia.  Para 
evaluar la influencia de las NPCs-ChR2 estimuladas con BL sobre los astrocitos, se 
colocaron inserts de cultivo celular 0.4 µm (Merck, Germany 20284892) sobre los 
astrocitos en medio Neurocult. Se llevó a cabo estimulación optogenética de los NPC-
ChR2 con el dispositivo LED durante 3 días y se estimuló 2 veces al día. Para inducir un 
ambiente inflamatorio y activar a los astrocitos se añadió lipopolisacárido (LPS) 1 µg/mL 
(día 2). Finalmente, a partir del ensayo de cocultivo se obtuvieron muestras de astrocitos 
para estudiar marcadores de reactividad mediante ensayos de inmunofluorescencia y 
qPCR (Figura 11). 

Figura 11. Diseño de experimento de Cocultivo NPCs-Astrocitos. BL: Blue light (470 nm); NPC: Células 
precursoras neurales. 

3.5 Inmunofluorescencia celular 
Para realizar los diversos ensayos de inmunocitoquímica, los cultivos en adherencia de 
astrocitos y NPCs se fijaron con PFA frío al 4% durante 15 minutos seguido de 3 lavados con 
tampón fosfato salino (PBS) 1X. Para la permeabilización de las membranas celulares y el 
bloqueo de la unión inespecífica del anticuerpo se utilizó una solución de bloqueo que 
contiene 94,8% PBS, 5% normal goat serum (NGS) y 0,2% Tritón (Sigma). Esta solución de 
bloqueo se dejó durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras el bloqueo se añadió la 
solución correspondiente de anticuerpos primarios.  Los anticuerpos primarios (Tabla 1) 
fueron diluidos en una disolución de bloqueo formada por 99,8% PBS, 0,2% Tritón (Sigma) 
y 0,1 g Albúmina de Suero Bovino (BSA) y se incubaron toda la noche en una cámara fría a 
4 °C con una adecuada cámara de humedad para evitar la evaporación.  
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Al día siguiente, se llevaron a cabo 3 lavados de 5 minutos con PBS 1x para posteriormente 
incubar 1 hora con la solución de anticuerpos secundarios correspondientes detallados en 
la Tabla 2. Tras la incubación, se realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS 1x y se incubó 
con una dilución 1/1000 de 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI; Sigma Aldrich, EE. UU.) en 
PBS 1x durante 5 minutos con el fin de marcar los núcleos celulares. Por último, se 
montaron los cubres sobre portas con Moviol (Sigma Aldrich, EE.UU.). 

Tabla 1. Anticuerpos primarios empleados en las reacciones de inmunofluorescencia celular 

Anticuerpo Primario Marcaje Dilución 
IBA-1 Goat (ab5076; Abcam) Microglía/Macrófagos 1/200 
GFAP Rabbit (z0334; Agilent) Marcador astrocitos 1/800 
GFAP Chicken policlonal (PA1-10004; 
Invitrogen) 

Marcador astrocitos 1/800 

Nestina mouse (ab6142; Abcam) Marcador neuronas 1/500 
C-fos Rabbit (ab190289; Abcam) Marcador nuclear células activadas 1/500 

RFP pig (390004; Synaptic System) 
Marcador de expresión ectópica de ChR2 
o Tdtomato 1/1000 

b-III tubulina mouse (ab78078; Abcam) Marcador citoesqueleto neuronal 1/400 
Olig2 Rabbit (Ab9610;  (milipore corp.; 
Merck) 

Marcador oligodendrocitos 1/400 

Arginasa mouse (sc-271430; Santa Cruz 
Biotechnology) 

Marcador anti-inflamatorio 1/400 

phospho-NF-κB p65 Rabbit (MA5-
15160; Invitrogen) 

Marcador nuclear de reactividad 
Astrocítica 1/500 

C3 rabbit (PA5-21349; Invitrogen) Reactividad Astrocitica 1/200 
 

Tabla 2. Anticuerpos secundarios empleados en las reacciones de inmunofluorescencia celular 

 

 

 

 

 

 

 

3.6 Extracción de ARN, retro-transcripción y qPCR 
La extracción de ARN de los cultivos celulares se realizó según el método estándar Trizol y 
luego se sometió a un paso adicional de limpieza mediante RNeasy MinElute Cleanup 
(Qiagen, Alemania) para garantizar la calidad de la muestra (A260/280 ≈ 2 y A260/230≥ 1,8). 
Se transcribió 1µg de ARN total mediante transcripción inversa utilizando el kit RNA-to-
cDNA™ de alta capacidad (Applied Biosystems, Massachusetts, EE. UU.) en una reacción 
de 30 minutos a 42 °C. Se diseñaron cebadores específicos para cada gen de interés (Tabla 
3) utilizando el cebador-BLAST (NCBI, Maryland, EE. UU.) y se evaluaron mediante el 
rendimiento de la curva de eficiencia. 
La qPCR se realizó por triplicado utilizando AceQ SYBR qPCR Master Mix (ThermoFisher) en 
el sistema de detección Light-Cycler 480 (Roche, Basilea, Suiza). Los datos de Ct se 
obtuvieron con el software de cuantificación relativa LightCycler 480 (Roche, Basel,Suiza). 

Anticuerpo Secundario Dilución 
α-goat 555 (A21432; Invitrogen) 1/500 
α-rabbit 647 (A21244; Invitrogen) 1/500 
α-rabbit 555 (A21428; Invitrogen) 1/400 
α-mouse 488 (A11001; Invitrogen) 1/500 
α-mouse 555 (A21422; Invitrogen) 1/400 
α-pig 555 (A21435; Introvirgen) 1/400 
α-pig 647 (A21450; Invitrogen) 1/400 
α -chicken 647 (A21449; Invitrogen) 1/400 
α-chicken 488 (A11039; Introvirgen) 1/400 
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El nivel de ARNm de GAPDH se utilizó como control interno para la normalización. Los 
cambios en la expresión con respecto a las muestras de control se calcularon como 2-
ΔΔCt. 

Tabla 3. Primers de ARN forward y reverse empleados en las reacciones de qPCR 

ARN Forward primer 5´- 3´ Reverse primer 5´- 3´ TM [ ] 

LCN2   G G   G GG    G    
 

  G     G GGG  G  G G   
 

58.3°C; 55.8 
°C 
 

    
µ  
 

SerpinA3n    G      G G     G  
 

G    G GG       G G 
 

57 °C; 58.3 °C 
 

    
µ  
 

IL-1β   G  G     G   G G GG 
 

      GGG   G     GG 
 

56.9 °C; 57.7 
°C 

    
µ  
 

IL-6  G G       G   G  G  
 

 G     G              
 

57.3 °C; 54.3 
°C 

    
µ  
 

CXCL10    G G GGG      GGG   
 

 G         GG      G 
 

57.3 °C; 57.3 
°C 

    
µ  
 

 

3.7 Análisis de imagen 
Las imágenes fueron obtenidas utilizando un microscopio vertical de fluorescencia 
(DM6000B, Leica), tomando 8-10 campos por portaobjeto. Posteriormente se analizaron en 
ImageJ siguiendo el siguiente flujo de trabajo para cada uno de los objetivos. Cabe aclarar 
que todas las cuantificaciones celulares presentes, así como las colocalizaciones, se 
contaron empleando la herramienta “Cell Counter”:  

• Para evaluar la activación de las células mediante la expresión de c-Fos se creó una 
máscara en los DAPIs y luego se cuantificó la intensidad de la señal en el núcleo 
celular superponiendo dichas máscaras sobre el marcaje c-Fos. Luego, asumiendo 
la existencia de activación celular basal, se tomó como límite de activación celular 
todo valor por encima del promedio del valor más alto y el valor más bajo y se co-
localizaron dichas células con el marcaje mCherry para su cuantificación. Además, 
se obtuvieron los valores totales de células con cada marcaje por separado (DAPI, 
mCherry y c-Fos).  

• Para el análisis de diferenciación celular, se calculó la proporción de NPCs 
positivas para βIII-tubulina (neuronas), Factor de transcripción de oligodendrocitos 
2 (Olig2); (oligodendrocitos) y GFAP (astrocitos) sobre el total de células para cada 
imagen adquirida utilizando la función Cell Counter de ImageJ. Además, la tinción 
de GFAP se utilizó para distinguir y cuantificar diferentes morfologías de astrocitos. 

• Para evaluar la reactividad astrocítica de NPCs-ChR2 diferenciadas a astrocitos, se 
combinó la imagen de cada uno de los marcajes con la señal de DAPI para contar 
el número de células positivas para GFAP, mCherry, arginasa y NFκB y con otro de 
los marcadores en caso de querer detectar co-localización.  

• Para evaluar reactividad astrocítica en el cocultivo, se combinó la imagen de cada 
uno de los marcajes con la señal de DAPI para contar el número de células positivas 
para GFAP, mCherry, arginasa y NFκB y con otro de los marcadores en caso de 
querer detectar co-localización. En los inserts de NPCs se utilizó el marcador de 
Nestina para observar la presencia y distribución de dichas células. 
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• Para evaluar pureza de cultivo se co-localizaron la molécula adaptadora de unión 
al calcio (Ca2+) ionizado 1 (Iba-1) y GFAP para cuantificar células GFAP o Iba-1 
positivas.   

3.8 Análisis Estadístico 
Finalmente, los resultados se ilustraron en gráficas y fueron analizados estadísticamente 
mediante el software GraphPad Prism versión 8.0.2. En primer lugar, para estudiar si los 
datos seguían una distribución normal, se empleó el test de Shapiro-Wilk. Seguidamente, 
para llevar a cabo las comparaciones múltiples, en caso de que los datos siguieran una 
distribución normal, se empleó un análisis ordinary one-way ANOVA paramétrico seguido 
del test post-hoc de Bonferroni el cual permitió establecer las diferencias entre grupos. Por 
el contrario, si los datos no se ajustaban a una distribución gaussiana, las comparaciones 
múltiples se realizaron mediante un análisis ordinary one-way ANOVA no paramétrico 
seguido del test post-hoc de Kruskal-Wallis. Asimismo, para comparar diferencias entre 
dos grupos se realizó un t-test. Los resultados fueron expresados como la media ± error 
estándar de la media (SEM) y las diferencias fueron consideradas como significativas si el 
p-value < 0,05. 

4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
4.1 Estudio del funcionamiento in vitro del mecanismo de 
estimulación optogenética  

4.1.1 La eficiencia de transducción de ChR2 y Tdtomato en NPCs varía 
entre ellas, y es baja en ambas 
Para evaluar el estado de activación de las NPC-ChR2 tras la estimulación optogenética se 
utilizó como control no solo la ausencia de estimulación, sino también NPCs que expresan 
ectópicamente Tdtomato pero que no inducen la apertura de un canal iónico con la luz azul 
a 470nm. Se evaluó en primer lugar la eficiencia de la infección tanto de ChR2 como de 
Tdtomato. Para esto se realizó una inmunofluorescencia con un anticuerpo anti- Proteína 
fluorescente roja (RFP). Este anticuerpo está diseñado para reconocer y unirse a epítopos 
específicos y conservados presentes en proteínas fluorescentes rojas derivadas de DsRed 
como mCherry y tdtomato. Tanto tdtomato como mCherry pueden emitir fluorescencia por 
sí mismas. Tdtomato con una longitud de onda máxima de excitación de 554 nm y de 
emisión de 581 nm; mientras que mCherry con una longitud de onda máxima de excitación 
de 587 nm y de emisión de 610 nm. RFP por su parte tiene su excitación máxima a 558 nm, 
y de emisión a 583 nm (Piatkevich & Verkhusha, 2011). El hecho de utilizar RFP permite la 
amplificación de la señal y la proporción de una señal más consistente y menos 
dependiente de las condiciones de fijación, ya que el procedimiento puede disminuir la 
fluorescencia intrínseca de las proteínas (Tang et al., 2021). La transducción fue exitosa 
logrando la expresión ectópica de ambas, aunque la infección fue baja, del 31% y del 50% 
respectivamente (Figura 12). 

Con respecto a las diferencias en la eficiencia de infección entre TdTomato y ChR2-
mCherry, el constructo ChR2-mCherry es más grande debido a la inclusión de la secuencia 
de la ChR2 además de la proteína fluorescente mCherry. Un constructo más grande puede 
acercarse o exceder la capacidad de los AVV de 4.8 kb, lo que afecta negativamente la 
eficiencia de empaquetamiento y transducción del virus, resultando en una menor tasa de 

. 
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infección (Hermonat et al., 1997; Hirsch et al., 2016). En segundo lugar, la expresión de 
ChR2, una proteína de membrana es más complicada y potencialmente estresante para 
las células en comparación con la expresión de TdTomato, una proteína fluorescente 
citosólica. La inserción y correcto plegamiento de proteínas de membrana como ChR2 
pueden afectar la viabilidad celular y reducir la eficiencia de expresión, contribuyendo así 
a una menor tasa de infección efectiva (Yang, 2015). 

Figura 12. Eficiencia de transducción de ChR2 y Tdtomato en NPCs. (A) Porcentaje de NPCs expresando 
ChR2-mCherry. (B) Porcentaje de NPCs expresando Tdtomato-mCherry. 

Por otra parte, en cuanto a la baja eficiencia de ambas, Los vectores AAV9 tienen una 
eficiencia de transducción relativamente baja en varios tipos de células madre y 
progenitoras, incluyendo las NPCs. Esto se debe en gran medida a la baja presencia de 
receptores celulares adecuados para el serotipo AAV9 en la superficie de estas células no 
diferenciadas. Ejemplos incluyen los proteoglicanos de sulfato de heparán y los glicanos 
sialilados (Shen et al., 2011). Los receptores específicos descritos incluyen el receptor de 
laminina (LamR) y la galactosa terminal en glicoproteínas de la superficie celular. Sin 
embargo, la baja abundancia de estos receptores en cultivos celulares in vitro puede 
explicar la menor eficiencia de transducción observada en tus experimentos (Ambrosi et 
al. 2019; Shen et al., 2011). Al mismo tiempo, la baja abundancia de glicanos no sialilados 
con galactosa terminal en la superficie de células cultivadas in vitro reduce la afinidad de 
AAV9 para la transducción. La desialilación enzimática de células cultivadas ha 
demostrado aumentar la eficiencia de transducción, presumiblemente al exponer los 
residuos de galactosa que actúan como receptores de AAV9 (Shen et al., 2011). 

A pesar de estos desafíos, el uso de AAV serotipo 9 para transducir células precursoras 
neurales presenta varias ventajas. AAV9 se ha destacado por su capacidad para transducir 
de manera eficiente el SNC debido a su alto tropismo por este tejido. Además, los vectores 
AAV9 son predominantemente episomales e integran en el genoma del huésped a 
frecuencias relativamente bajas, lo que reduce el riesgo de mutagénesis por inserción en 
comparación con los vectores virales integrativos como los lentivirus. Esto hace que AAV9 
sea una opción segura para aplicaciones clínicas, ya que su baja inmunogenicidad y falta 
de patogenicidad contribuyen a su perfil de seguridad. Además, se ha descrito que 
permiten la expresión a largo plazo del constructo genético entregado, lo cual es 
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beneficioso para terapias que requieren una expresión sostenida del gen de interés (Gil-
Farina y Schmidt, 2016 ; Hordeaux et al., 2019; Bravo-Hernández et al., 2020). 

Para mejorar la eficiencia de infección y lograr una tasa de transducción más equitativa 
entre los constructos que expresan ChR2-mCherry y tdTomato, se podrían considerar 
varias estrategias científicas. Entre ellas, el diseño de constructos virales más pequeños 
optimizando y reduciendo el tamaño del constructo que expresa ChR2-mCherry, podría 
mejorar la eficiencia de empaquetamiento del AAV9 y, por ende, su capacidad de 
transducción. Además, el desarrollo y la utilización de AAV recombinantes con mayores 
eficiencias de transducción en NPCs podrían proporcionar mejoras significativas en la 
eficiencia global (Jang et al., 2011). Asimismo, se podrían aplicar métodos como la 
desialilación enzimática de las NPCs para incrementar la disponibilidad de receptores 
específicos de AAV9 en la superficie celular, aumentando así la afinidad viral y la tasa de 
internalización. 

4.1.2 La estimulación optogenética permite la activación de NPC-ChR2 
y genera activación paracrina en NPCs sin transducir. 
Para evaluar la activación neuronal, se puede analizar la entrada de Ca2+ celular o 
monitorear la transcripción y traducción de genes tempranos inmediatos, como c-Fos 
(Hudson, 2018). Debido a que su expresión es rápida y transitoria, utilizamos dicho 
marcador para evaluar la efectividad del dispositivo optogenético LED de luz azul (470 nm) 
en la activación de las NPC-ChR2. 

 En células no diferenciadas como las NPC, la expresión de c-Fos en respuesta a la 
estimulación se observa principalmente en el núcleo, donde actúa como un factor de 
transcripción (Kovács, 1998). Por lo tanto, se evaluó su presencia nuclear tanto en los 
controles sin estimulación como después de la primera, segunda y tercera estimulación 
diaria en células NPC-ChR2 o NPC-tdTomato. Si bien en ambos controles sin luz LED azul 
los porcentajes de c-Fos fueron más bajos que después de las estimulaciones, únicamente 
se observaron diferencias significativas de un 30% después de la segunda estimulación en 
NPC-ChR2 en comparación con su control sin estimular, pero no en comparación con su 
control tdtomato. Sin embargo, es importante recordar que en el cultivo celular no solo hay 
NPCs que expresan ChR2 de manera ectópica, sino también un gran porcentaje sin 
transducir. De ese 30% de activación, el 34% provenía de las transducidas y el 66% de 
aquellas que no expresaban ChR2, lo que sugiere posible efecto paracrino (Figura 13). 

 Al evaluar el porcentaje de c-Fos en el total de las células que expresaban ectópicamente 
tdTomato o ChR2, se observó un aumento después de la primera y segunda estimulación 
de NPC-ChR2. Sin embargo, solo la segunda estimulación se diferencia significativamente 
de su control TdTomato, indicando que una sola estimulación diaria no es suficiente. Por 
otra parte, la tercera estimulación diaria parece disminuir la expresión de c-Fos, lo que 
indica una posible saturación (Ver anexo 1). 
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Por lo tanto, estos resultados indican: (1) que el mecanismo de estimulación con LED es 
funcional ya que activa el canal iónico, (2) que se requieren dos estimulaciones diarias para 
lograrlo con los parámetros establecidos, (3) que podría haber una activación paracrina de 
NPCs que no expresan la ChR2.  

Figura 13. Activación de la ChR2 mediante estimulación optogenética con LED. (A) Microscopía de 
fluorescencia de NPC-ChR2 O Tdtomato marcadas con c-Fos. (B) Cuantificación del porcentaje de c-Fos 
sobre el total celular y (C) porcentaje de activación de c-Fos proviniente de NPC-ChR2 o de NPC sin 
transducir. Condiciones: células control, 1, 2 o 3 estimulaciones de BL LED o bien transducidas con ChR2 o 
con Tdtomato. Los datos representan la media ± SEM. Para B:  *p-value < 0.05 comparado con control sin 
estimular. (ANOVA; n = 3; se tomaron 5 imágenes de cada experimento). EST: estimulación. 

La activación de las NPCs en condiciones normales depende del ingreso de Ca2+ mediante 
el receptor de N-metil-D-aspartato (NMDAR) y de canales de calcio dependientes del 
voltaje (VDCC), como los canales tipo L (Erickson et al., 2006).  Al activar el mecanismo 
optogenético, este influjo de Ca2+ depende de la activación de la ChR. En ambos casos, se 
activan las vías CAM quinasa (CAMK) y MAP quinasa (MAPK) que inducen la fosforilación 
del factor de transcripción elemento de unión con respuesta cAMP (CREB) y gen tipo1 ETS 
(Elk-1), induciendo la transcripción de c-Fos (Seternes et al., 1998; Lara Aparicio et al., 
2022, Deisseroth et al., 2003). La síntesis de c-Fos sigue a la acumulación de su ARNm y 
puede detectarse mediante inmunohistoquímica entre 20 y 90 minutos después de la 
estimulación, aunque se ha observado su presencia en el núcleo hasta 24 horas después, 
con una vida media de aproximadamente 2-5 horas (Rahmsdorf et al., 1987; Morgan & 
Curran, 1998). 

Estudios previos sugieren que la expresión de c-Fos puede ser sumatoria y que la 
exposición repetida a estímulos podría llevar a una acumulación de la proteína hasta 
alcanzar un umbral observable (Herdegen et al., 1997). En nuestros resultados, la fijación 
de las células ocurrió 10 minutos después de cada estimulación, lo que podría significar 
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que los niveles de c-Fos observados estén reflejando una parte de la expresión de dicha 
estimulación, y otra parte de la acumulación de la estimulación previa. Esto podría explicar 
por qué una sola estimulación no mostró un aumento significativo en c-Fos, mientras que 
la segunda estimulación sí lo hizo. Además, la tercera estimulación podría estar induciendo 
un periodo refractario, donde la capacidad de respuesta de las células se ve disminuida, lo 
que explicaría la reducción en la expresión de c-Fos observada. Por lo tanto, para futuros 
experimentos podría ser más útil medir la entrada de Ca2+ para evaluar la activación celular.  

Además, la función de c-Fos no se limita al núcleo. En el contexto de la diferenciación 
celular, se ha observado que una vez que las células han sido preparadas para 
diferenciarse, c-Fos se requiere en el citoplasma, asociado al retículo endoplásmico (RE), 
donde activa la síntesis de fosfolípidos (Rodriguez-Berdini et al., 2020). Este proceso es 
esencial para la expansión de la membrana celular necesaria para la diferenciación 
continua. Teniendo en cuenta que nuestras células NPCs no están diferenciadas, futuros 
experimentos podrían estudiar la localización de c-Fos en el citoplasma en los días 
posteriores a la estimulación optogenética para investigar si esta influencia en la 
diferenciación celular está ocurriendo. 

4.2 Efecto de la estimulación optogenética in vitro sobre la 
diferenciación de NPC-ChR2 

Para evaluar el efecto de la estimulación optogenética sobre la difrenciación de NPC-ChR2, 
se diseñó un experimento de diferenciación y se evaluó (i) su viabilidad al final del 
experimento, (ii) los tipos celulares presentes, (iii) la morfología, y (iv) la expresión de 
factores pro-inflamatorios y anti-inflamatorios. 

4.2.1 La estimulación optogenética diaria no afecta la viabilidad de las 
NPC-ChR2 
En primer lugar, para evaluar el efecto de la estimulación con luz led de manera diaria sobre 
las NPC-ChR2, evaluamos el porcentaje de células NPC-ChR2 positivas sobre el número 
de células totales tanto en estimuladas como sin estimular. El porcentaje de NPC-ChR2 
fue el mismo sobre el total del cultivo en ambas, lo que indica que la estimulación con luz 
LED no afecta dicha proporción (Figura 14). El porcentaje de infección fue de un 25% en 
torno al total celular y ni la infección ni la estimulación afecta la viabilidad celular. 

Esto se corresponde con investigaciones previas donde la estimulación optogenética a 
470nm no tiene ningún efecto en la viabilidad celular de NPC-ChR2 (Wang et al., 2014).  Sin 
embargo, el hecho de que sobreviva la misma cantidad de NPC-ChR2 en ambos 
tratamientos no quiere decir que el mecanismo optogenético aumente la supervivencia a 
largo plazo. Estudios han demostrado que, a mayor concentración de Ca2+ en el medio, 
mayor supervivencia celular (Milosevic et al., 2006). 
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Figura 14. Efecto de la estimulación optogenética sobre la viabilidad de NPC-ChR2. (A) Microscopía de 
fluorescencia de NPC-ChR2 marcadas con RFP y DAPI (B) Cuantificación del porcentaje de ChR2 sobre el total 
celular. Condiciones: células control sin estimular (NPC-ChR2-EST) y estimuladas (NPC-ChR2 + EST). Los datos 
representan la media ± SEM. No se han observado diferencias significativas. (T-test; n = 4; se tomaron 5 
imágenes de cada experimento). EST: estimulación 

4.2.2 La estimulación optogenética in vitro no favorece la 
diferenciación de las NPCs a ningún tipo celular en particular 
Para evaluar el efecto de la estimulación optogenética sobre la diferenciación de las NPCs-
ChR2, se realizaron inmunotinciones de marcadores específicos de determinados tipos 
celulares. Se cuantificaron el marcador de oligodendrocitos Olig2, el marcador neuronal 
βIII-tubulina, y GFAP como marcador de astrocitos. En el caso de Olig2, si bien se observa 
en las ChR2 estimuladas un porcentaje levemente menor de células positivas para este 
marcador, los resultados no son significativos (Figura 15).  

Nuestros resultados se contradicen con varios autores que aseguran que la activación por 
estimulación de las NPCs induce un incremento de la diferenciación de oligodendrocitos 
(Ono et al., 2017; Giraldo et al., 2020; Cuenca-Ortolá et al., 2022).  

Idealmente, el incremento de oligodendrocitos en el entorno de una LM sería altamente 
beneficioso debido a su papel esencial en la remielinización, un proceso crucial para la 
recuperación funcional tras una LM, ya que promueve la regeneración axonal y la 
restauración de la comunicación neuronal en fases crónicas (Almad et al., 2011; Mekhail  
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et al., 2012). En línea con esto, actualmente existen tratamientos dirigidos a aumentar los 
oligodendrocitos como el uso de OPCs que han mostrado un potencial terapéutico 
significativo. Estos tratamientos se basan en la capacidad de las OPCs para diferenciarse 
en oligodendrocitos maduros. Además, estudios recientes han demostrado que su 
trasplante en modelos de LM puede mejorar la recuperación funcional mediante la 
promoción de la regeneración axonal y la reparación de la mielina dañada (Mekhail et al., 
2012; Li & Leung, 2015). La influencia de la estimulación optogenética en la diferenciación 
de NPC y el equilibrio entre los efectos beneficiosos y adversos de los oligodendrocitos en 
el entorno de la LM son áreas cruciales para futuras investigaciones. 

Figura 15. Efecto de la estimulación optogenética sobre la diferenciación de oligodendrocitos. (A) 
Microscopía de fluorescencia para el marcador Olig2 de NPC-ChR2 diferenciadas  (B) Cuantificación del 
porcentaje de olig2 sobre el total celular. Condiciones: células control (ChR2-EST) y células estimuladas 
(NPC-ChR2 +EST).  Los datos representan la media ± SEM. No se observaron diferencias significativas (T-test; 
n = 2; se tomaron 5 imágenes de cada experimento). EST: estimulación 

En cuanto al efecto de la estimulación optogenética hacia neuronas, se observa un ~5% 
de incremento de células β-tubulinaIII positivas tras la estimulación, lo que se 
corresponde con un 40% respecto del control sin estimular (Figura 16). 
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 Figura 16. Efecto de la estimulación optogenética sobre la diferenciación neuronal. (A) Microscopía de 
fluorescencia para el marcador β-tubulinaIII en NPC-ChR2 diferenciadas (B) Cuantificación del porcentaje de 
β-tubulinaIII sobre el total celular. Condiciones: células control (ChR2-EST) y células estimuladas (NPC-ChR2 
+EST).  Los datos representan la media ± SEM. No se observaron diferencias significativas (T-test; n = 2; se 
tomaron 5 imágenes de cada experimento). EST: estimulación 

Más allá de que el incremento no sea significativo, este aumento se corresponde con la 
bibliografía donde se observa un impacto de la estimulación tanto optogenética como 
eléctrica en NPCs en la diferenciación neuronal in vivo e in vitro (Stroh et al., 2011; Cuenca-
Ortolá et al., 2022; Giraldo et al., 2020; Kobelt et al., 2014). Esto destaca el papel crucial 
del Ca2+ como mediador en la diferenciación y maduración neuronal. 

Este fenómeno de activación por estimulación está mediado por la entrada de Ca2+ a través 
de VDCCs y receptores NMDAR, lo que provoca la activación rápida de genes pro-
neuronales como HES1, Id2 y NeuroD (Deisseroth et al., 2004). Adicionalmente, los niveles 
elevados de cAMP promueven la diferenciación neuronal de NPCs, probablemente a través 
de la regulación positiva de VDCCs mediada por cAMP (Lepski et al., 2013). 

En el contexto de la estimulación optogenética, la despolarización mediada por ChR2 de 
NPCs en diferenciación podría activar VDCCs, lo que aumenta las concentraciones 
intracelulares de Ca2+. Dicho aumento, podría estimular la producción de cAMP, lo que a 
su vez regula positivamente más VDCCs, incrementando la excitabilidad y la activación de 
factores pro-neuronales, resultando en una mayor diferenciación de NPCs en neuronas. 
Además, la activación de c-Fos en NPC-ChR2 observada en los resultados anteriores 
podría ser esencial en la diferenciación continua, formación de nuevas neuronas y su 
crecimiento axónico, debido a su rol primario como factor de transcripción de genes de 
diferenciación, y secundario en la síntesis de fosfolípidos necesarios para este proceso 
(Rodriguez-Berdini et al., 2020).  

Sin embargo, uno de los desafíos en los trasplantes de NPCs es que, a pesar de su 
multipotencia, el microambiente de la lesión tiende a promover su diferenciación en 
astrocitos, limitando su diferenciación en neuronas (Barnabé-Heider et al., 2010; Lu et al., 
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2014; Panayiotou & Malas, 2013). Este incremento de tipos celulares neuronales observado 
en nuestros resultados tras el tratamiento optogenético podría tener importantes 
implicaciones para la recuperación funcional tras una LM y, podrían contribuir al 
crecimiento axónico y la reconexión del tracto corticoespinal, facilitando la recuperación 
de funciones motoras y sensoriales mediante la formación de nuevas sinapsis y el 
restablecimiento de circuitos neuronales dañados, lo cual es crucial en las fases crónicas 
de la lesión. Es por ello que, uno de los objetivos de las terapias es aumentar la población 
neuronal tras una LM, no solo mediante terapia celular para reemplazar las neuronas 
perdidas y promover la regeneración del tejido neural, sino también a través de la activación 
de la neurogénesis endógena, estimulando las propias NSCs para fomentar su 
diferenciación, o incluso el uso de terapia génica, todos demostrando un gran potencial (Yu 
et al., 2023; Zeng & Zhang, 2023; Gilbert et al., 2022).   

Por último, la falta de significancia en el incremento β-tubulinaIII podría deberse a la 
variabilidad intrínseca en la respuesta de las NPCs a la estimulación optogenética o a la 
variabilidad inicial de los subtipos celulares presentes en el cultivo. 

Refiriéndonos al marcador de astrocitos, GFAP, si bien no se observaron diferencias en 
células positivas tras la estimulación optogenética, se observó un porcentaje de casi el 
100% en ambos tratamientos y esto se correlaciona con que actualmente no existen 
evidencias de que la estimulación optogenética podría favorecer la diferenciación hacia 
astrocito (Figura 17).  Cabe aclarar, que en estos análisis algunas células fueron positivas 
para más de un marcador, donde la comparación ha sido únicamente entre NPC-ChR2 
estimuladas y no estimuladas, y el 100% estaría representando la suma de las positivas 
para cada marcador. Esta observación de doble o triple positivo, sugiere que las células de 
nuestro experimento aún están en un estadio de diferenciación intermedio. Esto se 
corresponde con la diferenciación de las NPCs, que lejos de ser un proceso lineal y 
unidireccional, las células pueden encontrarse en estados transitorios en los que expresan 
múltiples marcadores de linajes celulares distintos (Dráberová et al., 2009; Miller-
Rhodes,2022).   

Al principio del proceso de diferenciación, las células madre pluripotentes expresan genes 
de pluripotencialidad como SOX2, OCT4 y NANOG, que son cruciales para mantener su 
capacidad de auto-renovación y su potencial para diferenciarse en múltiples linajes. A 
medida que las células comienzan a comprometerse con el linaje neural, comienzan a 
expresar en paralelo otros marcadores específicos de progenitores neurales como Pax6, 
NeuroD1 y Nestina (Dráberová et al., 2009; Kovács, 2016). Estos marcadores son 
indicativos de que las células han entrado en un estadio de progenitor neural, preparando 
el camino para una diferenciación más específica. A medida que los progenitores neurales 
continúan su proceso de diferenciación, comienzan a expresar simultáneamente una 
combinación de marcadores más específicos como GFAP, Olig2 y β-tubulina III (Dráberová 
et al., 2009). Finalmente, una vez que las células progenitoras neurales están listas para 
diferenciarse completamente, la expresión de estos marcadores específicos se restringe a 
un solo linaje, completando así el proceso de diferenciación y dando lugar a astrocitos, 
neuronas u oligodendrocitos completamente diferenciados (Miller-Rhodes, 2022). 
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Figura 17. Efecto de la estimulación optogenética sobre la diferenciación astrocítica. (A) Microscopía de 
fluorescencia para el marcador GFAP en NPC-ChR2 diferenciadas (B) Cuantificación del porcentaje de GFAP 
sobre el total celular. Condiciones: células control (ChR2-EST) y células estimuladas (NPC-ChR2 +EST).  Los 
datos representan la media ± SEM. No se observaron diferencias significativas (T-test; n = 4; se tomaron 5 
imágenes de cada experimento). EST: estimulación 

Cabe aclarar, que se ha visto que los astrocitos pueden derivar de diferentes células de 
origen como por ejemplo a partir de Oligodendrocitos, lo cual indica una heterogeneidad 
no solo de marcadores sino en los estadios de diferenciación (Oberheim et al., 2024). 

Este patrón de co-expresión refleja un estadio intermedio de diferenciación donde las 
células se mantienen heterogéneas, sin una identidad definitiva, y se encuentran en una 
fase de transición de plasticidad intrínseca en la que pueden diferenciarse hacia astrocitos, 
oligodendrocitos o neuronas (Galiakberova & Dashinimaev, 2020; Kovács, 2016). Durante 
este periodo, las células están altamente influenciadas por las señales del microambiente 
y las vías de señalización intracelular que regulan su destino celular. Esta fase intermedia 
es crucial para la neurogénesis y la gliogénesis, ya que permite una respuesta flexible y 
adaptativa a las señales internas y externas, y está regulada por una red compleja de 
factores de transcripción y modificadores epigenéticos. Por ejemplo, Rybp (Ring1 and YY1 
binding protein), un regulador clave en la diferenciación neural, modula la expresión de 
genes específicos necesarios para la neurogénesis. Durante la diferenciación, Rybp y otros 
factores pueden influir en la expresión de múltiples marcadores, lo que resulta en células 
que muestran características de más de un linaje (Kovács, 2016).  

4.2.3 La estimulación optogenética de NPC-ChR2 favorece la 
maduración astrocítica a distintos subtipos morfológicos 
Aunque no hay diferencias en el número de astrocitos tras la estimulación optogenetica, 
previamente en el laboratorio se observaron cambios morfológicos que podría indicar que 
tras la estimulación se obtienen astrocitos con diferente fenotipo y grado de activación. Los 
astrocitos se dividieron en 3 tipos teniendo en cuenta su morfología: inmaduros, fibrosos, 
y protoplasmáticos, observándose que la estimulación resulta en un incremento de los 
fibrosos y en una disminución de las poligonales (Figura 18).  
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La clasificación establecida de los dos subtipos astrocíticos maduros se basa en 
diferencias en su morfología y ubicación anatómica, ya que los astrocitos 
protoplasmáticos se encuentran principalmente en la materia gris y los astrocitos fibrosos 
en la materia blanca. Son funcional y bioquímicamente distintos, con perfiles de expresión 
génica diferentes (Tabata, 2015). Los astrocitos protoplasmáticos tienen una morfología 
ovoide poseen procesos altamente ramificados y densamente empaquetados, los 
astrocitos fibrosos muestran procesos largos, rectos y menos densamente empaquetados. 
Por su parte, los astrocitos inmaduros poseen un cuerpo pequeño definido y 2 procesos 
largos a cada lado. En línea con esta clasificación, el subtipo fibroso está asociado con los 
A2, anti-inflamatorios, y el protoplasmático con el tipo A1, pro-inflamatorio, mientras que 
los inmaduros son astrocitos en proceso de diferenciación (Adewumi et al., 2024).   

La diferenciación de los astrocitos en sus diferentes subtipos parece estar mediada por el 
microambiente de estas regiones. Algunas evidencias destacan que los mecanismos 
celulares y moleculares que gobiernan la diferenciación y maduración hacia un subtipo u 
otro son claramente distintos; sin embargo, cómo se regula específicamente esta 
maduración a nivel molecular aún no está claro, ya que estudios recientes se han centrado 
más en el papel funcional y fisiológico de estos subtipos (Miller & Raff, 1983; Oberheim et 
al., 2012). La excitabilidad y el incremento de Ca2+ puede afectar el fenotipo de los 
astrocitos, su función y la naturaleza o magnitud de la liberación de gliotransmisores. De 
hecho, estudios previos indicaron que los aumentos en los niveles intracelulares de cAMP 
podrían convertir los astrocitos protoplasmáticos en astrocitos fibrosos, pudiendo ser el 
posible mecanismo a través del cual la estimulación optogenética afecta la morfología 
astrocítica y posiblemente, su función inflamatoria (Adewumi et al., 2024).  

Figura 18. Efecto de la estimulación optogenética sobre la morfología de astrocitos provenientes de 

NPC-ChR2. (A) morfología de astrocitos fibroso, protoplasmático e inmaduro (B) Cuantificación del 
porcentaje de cada subtipo celular sobre el total celular. Subtipos de astrocitos: inmaduros, fibrosos, 
protoplasmáticos. Condiciones: Control sin estimular (ChR2-EST) y células estimuladas (ChR2 +EST).  Los 
datos representan la media ± SEM. *p-value < 0.05 comparado con control sin estimular (ChR2 -EST); ***p-
value < 0.001 comparado con control sin estimular (ChR2-EST).  (ANOVA; n = 4; se tomaron 5 imágenes de 
cada experimento). EST: estimulación. 

Es difícil predecir las implicaciones funcionales del efecto observado de la estimulación 
optogenética en la maduración astrocítica en el contexto de la terapia celular para la LM. 
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Este tipo celular es clave en la formación de sinapsis, la modulación de la inflamación, la 
regulación del microambiente extracelular, el soporte metabólico a las neuronas, etc. Los 
numerosos procesos de los astrocitos protoplasmáticos penetran todas las áreas locales 
abarcando las sinapsis y la microvasculatura, regulando el flujo sanguíneo, manteniendo 
la barrera hematoencefálica, y modulando las sinapsis. Por su parte, los astrocitos fibrosos 
también están asociados con los vasos sanguíneos y proporcionan soporte a los axones 
que los contactan en los nodos de Ranvier. En este sentido, tener un mayor número de este 
tipo podría apoyar los axones en crecimiento en el sitio de la lesión. Sin embargo, la 
reducción de astrocitos protoplasmáticos podría tener consecuencias perjudiciales en las 
sinapsis ya que se ha descripto que secretan factores neuroregenerativos como BDNF 
(Oberheim et al., 2012).  

Tras una lesión, tanto los astrocitos protoplasmáticos como los fibrosos se vuelven 
reactivos, aunque presentan morfologías hipertróficas y disposición espacial distintas 
(Aderson et al., 2013). Incluso si la proliferación de astrocitos fibrosos parece ser más 
prominente que en el caso de los astrocitos protoplasmáticos tras una lesión, la 
contribución particular de cada uno de ellos a los efectos beneficiosos y perjudiciales de 
la astrogliosis reactiva no se ha descifrado, principalmente debido a la alta complejidad y 
heterogeneidad de la respuesta astrocítica a la LM. Se cree que la señalización de Ca2+ y la 
proteína S100B dependiente de Ca2+ están involucrados en la inducción del estado reactivo 
en los astrocitos tras una lesión (Shigetomi et al., 2019). Sin embargo, en nuestros 
resultados el aumento de astrocitos fibrosos tras la estimulación optogenética podría 
indicar o bien que la entrada de Ca2+ en realidad este ejerciendo un rol anti-inflamatorio o 
bien que este efecto anti-inflamatorio proviene de otra vía independiente del Ca2+.  Debido 
a que existe gran variación en la dinámica de Ca2+, esto podría ser porque la amplitud, 
duración y frecuencia de las señales de Ca2+ activadas por optogenética sean diferentes de 
las activadas en astrocitos reactivos, así como las vías de señalización intracelulares que 
estos activan (Shigetomi et al., 2019). 

4.2.4 La estimulación optogenética permite la disminución de 
marcadores pro-inflamatorios e induce la expresión de marcadores 
anti-inflamatorios en astrocitos derivados de NPCs-ChR2 
diferenciadas 
Debido a que la morfología astrocítica y su reactividad es un cambio dinámico según las 
condiciones del microambiente, y a que las morfologías no aseguran al 100% un fenotipo 
inflamatorio o anti-inflamatorio, decidimos evaluar la reactividad mediante marcadores 
moleculares. Por lo tanto, evaluamos mediante inmunotinción los porcentajes de 
astrocitos positivos para el marcador inflamatorio NF-κB, y para el marcador anti-
inflamatorio arginasa. 
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Figura 19. Efecto de la estimulación optogenética sobre el marcador de reactividad astrocítico NF-κB. (A) 
Imágenes de microscopía de fluorescencia para los marcadores GFAP y NF-κB en NPC-ChR2 diferenciadas (B) 
Cuantificación del porcentaje de células GFAP- NF-κB positivas sobre el total de células GFAP. Condiciones: 
células control (NPC-EST) y células estimuladas (NPC +EST). (C) Porcentaje de procedencia celular de la 
disminución de NF-κB total. Los datos representan la media ± SEM. *p-value < 0.05 comparado con control sin 
estimular (NPC -EST); (T-test; n = 2; se tomaron 5 imágenes de cada experimento). EST: estimulación. 

Tras la estimulación optogenética, se observó en astrocitos (células GFAP positivas), una 
disminución total de la expresión de NF-κB, alrededor del 50% con respecto a la expresión 
basal de esta proteína. Esta reducción de NF-κB no se debe exclusivamente a las células 
que expresaban ChR2. De hecho, las células GFAP-ChR2 positivas sólo contribuyen 
alrededor de un 20% a esa reducción, mientras que el resto de las células GFAP positivas 
pero que no expresaban ChR2, contribuyen en esa reducción de NF-κB un 80%. Este 
resultado nos indica que la estimulación optogenética no solo tiene un efecto directo sobre 
las NPCs que expresan la ChR2 sino que a través de la estimulación de éstas, pueden 
ejercer un efecto paracrino sobre el resto de las células (Figura 19; Anexo 2).  En resumen, 
podemos decir que con un ~25-30% de infección de ChR2, la estimulación optogenética 
disminuye a la mitad la expresión basal total de NF-κB en astrocitos, y que esta disminución 
está dada en un 20% por las NPC-ChR2, y el restante 80% por las NPCs no transducidas, 
indicando un efecto paracrino.  

Al evaluar los niveles de arginasa en el total de células GFAP positivas, se observó un 
incremento, aunque no significativo, de casi el doble de su expresión (85%) con respecto a 
la expresión basal de arginasa. Este incremento no se debe exclusivamente a las células 
GFAP que expresaban ChR2. De hecho, las células GFAP-ChR2 positivas sólo contribuyen 
alrededor de un 30% a esa reducción, mientras que el resto de las células GFAP positivas 
pero que no expresaban ChR2, contribuyen a ese incremento de arginasa un 70%. Este 
resultado nos indica que la estimulación ontogenética no solo tiene un efecto directo sobre 
las NPCs que expresan la ChR2 sino que a través de la estimulación de éstas, pueden 
ejercer un efecto paracrino sobre el resto de las células (Figura 20; Anexo 3).  En resumen, 
podemos decir que con un ~25-30% de infección de ChR2, la expresión de arginasa total 
incrementa a casi el doble con respecto a la expresión basal de esta proteína tras la 
estimulación optogenética, y que este incremento está dado en un 30% por las NPC-ChR2, 
y el restante 70% por las NPCs no transducidas, indicando un efecto paracrino.  
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Figura 20. Efecto de la estimulación optogenética sobre el marcador de efectos anti-inflamatorios 
Arginasa. (A) Microscopía de fluorescencia para los marcadores GFAP y Arginasa en NPC-ChR2 diferenciadas 
(B) Cuantificación del porcentaje de células GFAP- Arginasa positivas sobre el total de células GFAP. 
Condiciones: células control (NPC-EST) y células estimuladas (NPC +EST). (C) Porcentaje de procedencia de la 
diferencia de Arginasa total. Los datos representan la media ± SEM. No se han observado diferencias 
significativas; (T-test; n = 2; se tomaron 5 imágenes de cada experimento). EST: estimulación. 

Estos resultados sugieren que la estimulación optogenética promueve un fenotipo de 
astrocito neuroprotector que ha demostrado previamente favorecer la supervivencia 
neuronal y la reparación de tejidos (Liddelow et al., 2017). La vía NF-κB regula la producción 
de citocinas pro-inflamatorias como IL-6, TNF-α, IL-1β y la supervivencia celular, y está 
fuertemente asociada con la neuroinflamación, así como con la reactividad 
neuroinflamatoria en astrocitos al inducir los subtipos A1. A su vez, la activación de NF-κB 
en los astrocitos desempeña un papel crucial en la inflamación crónica y en la progresión 
de estas enfermedades (Liddelow & Barres, 2017). Como se ha comentado previamente, la 
diferenciación de las NPC-ChR2 dependerá de los factores presentes en el microambiente 
de la lesión que por lo general inducen la reactividad astrocítica, pero el hecho de que la 
estimulación optogenética esté fomentando a un microambiente anti-inflamatorio 
mediante la disminución de NF-κB podría disminuir esos efectos in vivo (Yan et al. 2020). 

La arginasa por su parte contribuye en la modulación de la neuroinflamación en las 
lesiones posiblemente a través de la reducción del óxido nítrico (ON) a través de la 
competencia con iNOS para el uso de L-arginina y por la activación de STAT-6 (Ahn et al., 
2012). Estudios previos describieron que los astrocitos estimulados optogenéticamente 
protegían a las neuronas frente a la apoptosis y preservaban la integridad de la barrera 
hematoencefálica a través de la secreción de IL-10 (Suo et al., 2023). Debido a que la 
arginasa cumple roles inhibitorios de la apoptosis (Lange et al., 2004), la estimulación 
optogenética en astrocitos derivados de NPCs podría contribuir no solo la viabilidad celular 
de manera intrínseca, sino también extrínseca al proteger los demás tipos celulares del 
cultivo.   

Además, nuestros resultados indican la presencia de un efecto paracrino por parte de las 
NPC-ChR2 hacia aquellos sin transducir la opsina. Esto podría ser deberse a que la 
disminución de la reactividad de los astrocitos-ChR2, induzca la liberación de factores 
beneficiosos antiinflamatorios al medio como BDNF. También se ha observado en varios 
estudios que la fotoestimulación con LED de astrocitos que expresan ChR2 puede provocar 
un aumento del Ca2+ intracelular y respuestas electrofisiológicas no solo en las células 
estimuladas sino también en astrocitos y neuronas co-cultivadas que no expresan ChR2, 
donde el glutamato liberado por aquellos que expresan ChR2, podría mediar esta 
activación paracrina (Berlinguer Palmini et al., 2014; Bang et al., 2016; Li et al., 2012). 
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4.3 Estudio del efecto paracrino de la estimulación optogenética de 
NPC-ChR2 sobre la reactividad de astrocitos maduros 
Para evaluar la existencia del efecto paracrino de las NPC-ChR2 estimuladas sobre la 
reactividad de astrocitos maduros, se realizó un cocultivo de ambos tipos celulares. Para 
ello, se sembraron en placas de 6 multipocillos astrocitos adheridos al pocillo de la placa 
y se co-cultivaron con NPC-ChR2 sembradas en inserts. Además, se aplicó LPS para 
inducir una respuesta inflamatoria similar a la de la LM. LPS es un fuerte inductor de 
astrocitos A1, lo que incrementa la reactividad (Sofroniew & Vinters, 2010).  Se realizaron 2 
estimulaciones diarias durante 3 días y finalmente se evaluaron marcadores de reactividad 
astrocítica tanto proteicos mediante inmunofluorescencia como transcripcionales 
mediante qPCR.  

4.3.1 La estimulación optogenética de NPC-ChR2 induce efectos 
paracrinos en astrocitos maduros en cocultivo 
Para evaluar los efectos paracrinos de la estimulación optogenética de NPC-ChR2 sobre 
astrocitos maduros, se realizó un cocultivo de astrocitos maduros y NPCs-ChR2 (ver 
detalle del diseño experimental en la sección de materiales y métodos), y se midieron los 
niveles de expresión transcriptómica de los siguientes marcadores de reactividad 
astrocítica: SerpinA3n, Lcn2, Cxcl10, IL-6 e IL-1β tanto en grupos control como en 
cocultivos (NPC-ChR2 + astrocitos) estimulados y sin estimular, y con o sin LPS. Se han 
analizado 6 grupos que consistieron en: (i) astrocitos control, (ii) astrocitos +LPS, (iii) 
cocultivo, (iv) cocultivo +EST, (v) cocultivo +LPS, (vi) cocultivo +LPS +EST. Luego, los valores 
se normalizaron y se muestran en las gráficas como el Fold Change +/- LPS de cada grupo: 
AST (astrocitos+LPS/astrocitos); Cocultivo +EST (cocultivo+LPS +EST/cocultivo +EST); 
cocultivo (cocultivo +LPS/ cocultivo); a excepción del Heatmap donde se comparan los 
niveles del cocultivo +LPS y el cocultivo +LPS +EST.  

Se observa que tras la estimulación optogenética del cocultivo, los niveles de ARNm de 
Lcn2, SerpinA3, Cxcl10 e IL-6 disminuyen (Figura 23 A, B, C, D, F). Esto confirmaría la 
influencia paracrina de las NPC-ChR2 estimuladas optogenéticamente sobre los 
astrocitos maduros. Por otra parte, los niveles de reactividad de IL-1β en el cocultivo tras la 
estimulación son más altos que sin estimular (Figura 21 E). Por ende, se puede resumir que 
con un ~25-30% de infección de ChR2, las NPC-ChR2 pueden inducir efectos paracrinos 
en los astrocitos maduros próximos, disminuyendo su reactividad. 

La reactividad de los astrocitos depende del tipo de señalización inflamatoria que se active. 
La vía clásica relacionada con fenotipos de astrogliosis activa STAT3 que a su vez induce la 
vía NFκB, mientras que la vía alternativa relacionada con la supervivencia celular y 
mecanismos anti-inflamatorios activa la vía STAT6. A su vez, la vía clásica se relaciona con 
genes pro-inflamatorios como SerpinA3n, LCN2, Cxcl10, IL-6 e IL-1β y puede ser activada 
por LPS e IFN-γ,  mientras que la activación de la vía alternativa depende de factores como 
Arg-1, IL-10, Fizz1, entre otros (Jang et al., 2013). Por otra parte, existe inhibición cruzada de 
ambas vías entre sí, por lo que los estímulos de activación clásicos o alternativos inducen 
cambios fenotípicos respectivos e inhiben fenotipos opuestos en los astrocitos (Bluthé et 
al., 2002).  
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SerpinA3n es un miembro de la superfamilia de inhibidores de serina proteasa (Serpin) 
(Zattoni et al., 2022). Promueve la neuroinflamación al activar la vía de señalización NFκB 
y promover la fosforilación de RYR2 (Liu et al., 2023). Aunque existen controversias acerca 
de su rol inflamatorio en algunos tipos celulares como neuronas y oligodendrocitos, es un 
marcador muy potente de astrogliosis (Zhu et al., 2024). LCN2 por su parte es conocido por 
ser un inductor de astrogliosis por activación de la vía inflamatoria clásica en astrocitos (IP 
et al., 2011). A su vez, bloquea la activación alternativa de los astrocitos al inhibir IL-4-STAT6 
(Jang et al., 2013), y promueve cambios morfológicos y la migración celular de astrocitos 
de manera autocrina (Lee et al., 2009; Lee et al., 2011). 

Figura 21. Efecto paracrino de la estimulación optogenética de NPC-ChR2 sobre los niveles de ARNm de 
marcadores de reactividad en astrocitos maduros. Fold-Change +/- LPS de los niveles de ARNm de (A) Lcn2 
(B) SerpinA3; (C) Cxcl10; (D) IL-6 y (E) IL-1β. Condiciones: Control astrocito; Cocultivo estimulado; cocultivo.  
(F) Heat map de los niveles de ARNm de los marcadores pro-inflamatorios entre el grupo cocultivo +LPS vs 
cocultivo +LPS +EST. Los datos representan la media ± SEM. No se observaron diferencias significativas; 
(ANOVA; n = 2). EST: estimulación. 

CXCL10 es un activador de la vía clásica. Se sabe que actúa como un potente 
quimioatrayente para células Th1, NK y macrófagos (Luster & Ravetch, 1987; Taub et al., 
1993). Se induce localmente en el SNC en diversos estados patológicos. Específicamente 
en astrocitos, su expresión es bastante dinámica y puede regularse por una variedad de 
factores como IFN gamma, LPS, IL-1β, C1q por ejemplo (Oh et al., 1999; Liddelow et al., 
2017). Además, CXCL10 producido por astrocitos regula no solo la acumulación de células 
inmunitarias sino también la desmielinización, la maduración de oligodendrocitos, y la 
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migración microglial hacia el sitio de la lesión, a través de un mecanismo mediado por 
CXCR3 (Liu et al., 2001; Nash et al., 2011). 

IL-6 e IL-1β son citoquinas pro-inflamatorias que actúan a través de la señalización de 
STAT3 activando la vía clásica. Se ha visto que su secreción induce la formación de 
astrocitos reactivos (Yin et al., 2006). Por su parte, la expresión de IL-6 aumenta 
significativamente en diversos trastornos del SNC y desempeña funciones pleiotrópicas 
durante los procesos (Acalovschi et al., 2003, Nakamura et al., 2005 ). La IL-6 secretada por 
astrocitos se une a receptores del complejo heterodimérico gp130/IL-6, activando la vía 
JAK/STAT que fosforila señales Stat3 y se expresan factores de transcripción (Wang et al., 
2011; Vence et al., 2007). Esto desempeña diversos efectos biológicos, como la 
supervivencia celular, la apoptosis, la proliferación, la migración y la diferenciación 
neuronal y astrocítica (Gu et al., 2005, Kang y Kang, 2007 , Schindler y Darnell, 1995 , Ihle, 
2001).  IL-1β por su parte, es un regulador temprano de astrogliosis (Herx & Yong, 2001). Los 
astrocitos de la médula espinal son la fuente principal de IL-1β. A su vez, esta citoquina 
actúa en el receptor de interleucina-1 tipo 1 (IL-1R1) que es expresado en astrocitos y 
neuronas del asta dorsal de la columna en la fase crónica del dolor inflamatorio y que 
incluso induce muerte neuronal (Gajtkó et al., 2020). Altas concentraciones de IL-1β 
estimulan la activación de NF-κB y a su vez, la secreción de IL-6 está mediada por la vía de 
señalización NF-κB (Gajtkó et al., 2020). Sin embargo, recientemente se descubrió que 
estas citoquinas no son del todo inductoras de reactividad. IL-1β actuaría como 
potenciadora de los fenotipos pre-existentes. Es decir, que induce una regulación positiva 
de los genes marcadores A1 y A2 (Liddelow et al., 2017). En otro estudio, también se 
revelaron aspectos neuroprotectores de los astrocitos estimulados por IL-1β, ya que los 
genes que codifican factores neurotróficos estaban regulados positivamente en los 
cultivos (Teh et al., 2017). En cuanto a IL-6, se ha observado que su efecto anti-inflamatorio 
o pro-inflamatorio depende del receptor y la señalización intrínseca que desencadene en 
cada tipo celular (Rothaug et al., 2016). 

Habiendo corroborado cambios transcripcionales, decidimos evaluar el efecto paracrino 
de las NPC-ChR2 sobre astrocitos maduros en la expresión proteica del componente del 
complemento 3 (C3) como marcador de reactividad y el marcador anti-inflamatorio 
arginasa. Se evaluaron bajo los mismos tratamientos (Control; +LPS; +LPS +EST; +EST). Si 
bien sólo teníamos una réplica por lo que no se han podido realizar análisis estadísticos, 
se observa que con un 27% de infección de ChR2, la estimulación optogenética, a través 
de efectos paracrinos, incrementa en astrocitos maduros la expresión de arginasa al doble 
(100%) y disminuye la de C3 a la mitad (-50%) respecto de los niveles de expresión basales. 
Estos resultados se correlacionan con los de la inducción de un microambiente reactivo 
(+LPS). Tras la estimulación, esta reactividad es revertida incrementando los niveles de 
arginasa también al doble (100%) y disminuyendo la expresión de C3 un 75% con respecto 
a la expresión basal (Figura 22). 
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Figura 22. Efecto paracrino de la estimulación optogenética de NPC-ChR2 sobre la reactividad en 
astrocitos maduros mediante marcadores proteicos pro-inflamatorios y anti-inflamatorios. (A) 
Microscopía de fluorescencia para los marcadores C3  y Arginasa en astrocitos maduros provenientes de 
cocultivo con NPC-ChR2. (B) Cuantificación del porcentaje de células C3 positivas sobre células totales. (C) 
Cuantificación del porcentaje de células Arginasa positivas sobre células totales. Condiciones: Control 
astrocitos (Control); Astrocitos +LPS (+LPS); Astrocitos +LPS estimulados (+EST +LPS) y astrocitos 
estimulados (+EST). Los datos representan la media ± SEM. No se observaron diferencias significativas; 
(ANOVA; n = 1; se tomaron 5 imágenes de cada experimento). EST: estimulación. 

Como se comentó previamente, la arginasa activa la vía alternativa de inflamación, muy 
relacionada con fenotipos de astrocitos que desempeñan un papel antiinflamatorio o 
neuroprotector (Jang et al., 2013). El incremento de este marcador tras la estimulación 
optogenética indica el efecto antiinflamatorio del tratamiento. Sin embargo, no se puede 
saber de qué manera interactúan las NPC-ChR2 con los astrocitos ni a través de factor 
paracrino surge este efecto. Por otra parte, se ha visto a C3 incrementado en astrocitos A1 
pro-inflamatorios que secretan este tipo de componentes y quimiocinas que facilitan el 
reclute de células inmunes (Liddelow et al., 2017). A su vez, este componente es expresado 
como consecuencia de la activación de NF-κB (Lawrence et al., 2022). Hace poco, se ha 
descubierto que estos astrocitos reactivos C3 positivos son distintos de aquellos activados 
por la vía clásica proinflamatoria, pero también exhiben funciones neurotóxicas (Taylor et 
al., 2022).  

Estos resultados demostrarían la presencia de un efecto paracrino proteico de las NPC-
ChR2 estimuladas con luz azul 470nm sobre la inducción de fenotipos astrocíticos anti-
inflamatorios y la disminución de aquellos pro-inflamatorios.   

4.4 Limitaciones y perspectivas futuras 
A modo de discusión, hemos comprobado que la estimulación optogenética de NPC-ChR2 
induce efectos intrínsecos y paracrinos beneficiosos en el contexto de la LM a distintos 
niveles: (i) tras 2 estimulaciones optogenéticas se activan no solo las NPC transducidas 
con ChR2 sino también las no transducidas, (ii) induce una diferenciación espontánea de 
NPC-ChR2 hacia fenotipos astrocíticos fibrosos anti-inflamatorios disminuyendo los 
niveles de NF-κB y aumentando los de arginasa en aquellos transducidos como de aquellos 
no transducidos, donde los no transducidos aportan un porcentaje mayor a esa 
disminución de la inflamación, y por último, (iii) la estimulación optogenética de NPC-ChR2 
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también induce efectos anti-inflamatorios sobre astrocitos maduros. Para obtener estos 
resultados, se necesitó de un ~25-30% de infección de ChR2. Probablemente una infección 
más alta induzca mayores efectos. 

Específicamente, la estimulación optogenética de NPC-ChR2 indujo la reducción proteica 
de C3 y marcadores transcriptomicos proinflamatorios como IL-6, LCN2, CXCL10 y 
SerpinA3n, que son activados por la vía STAT3 clásica de inflamación. Al mismo tiempo, 
observamos un incremento del marcador anti-inflamatorio arginasa, el cual es activado por 
vías alternativas mediadas por STAT6. Sin embargo, aún no se sabe si la estimulación 
optogenética actúa a través de estas vías o a través de otras. Estos hallazgos sugieren que 
la optogenética puede ser una herramienta poderosa para influir en la diferenciación y 
funcionalidad de las NPC, proporcionando un enfoque potencial para el tratamiento de 
lesiones de la ME y otras condiciones neuroinflamatorias modulando el ambiente celular y 
promoviendo un fenotipo neuroprotector. 

Una limitación importante de este trabajo es que los resultados se basan en modelos de 
cultivo celular in vitro, que, aunque proporcionan información valiosa, pueden no replicar 
completamente las complejidades del microambiente de la LM in vivo. Además, no se han 
evaluado los efectos a largo plazo de la estimulación optogenética, por lo que sería crucial 
entender si los cambios observados se mantienen a lo largo del tiempo y si hay efectos 
adversos asociados con la estimulación prolongada en el injerto. 

Otra limitación es la amplia variabilidad de los cultivos celulares, donde se necesitan varias 
N para poder obtener resultados congruentes. Esto ocurre específicamente en el diseño 
del experimento de cocultivo donde existen las variables del cultivo de NPC-ChR2 y de su 
transducción, de los astrocitos maduros, de la estimulación y de la adición de LPS, donde 
los tiempos de ambos cultivos son diferentes, y la puesta a punto de la cantidad de células 
a sembrar de cada tipo celular requiere de mucha precisión y sincronización entre ambos 
cultivos.  

Para futuras investigaciones, se podrían evaluar los mecanismos paracrinos mediante los 
cuales las NPC-ChR2 estimuladas influyen en las células vecinas, incluyendo el estudio de 
factores solubles liberados y la posible comunicación intercelular a través de exosomas o 
VE. También es necesario profundizar si son STAT6 y STAT3, las vías de señalización 
involucradas en la modulación de la inflamación celular inducida por la optogenética. 
Finalmente, los estudios futuros deberían centrarse en evaluar la funcionalidad in vivo a 
largo plazo de las NPC-ChR2 diferenciadas y estimuladas incluyendo su capacidad para 
integrarse, funcionar adecuadamente en los circuitos neuronales existentes y modular las 
células endógenas, especialmente en el contexto de la reparación de la ME.  

5 CONCLUSIONES 
1. La estimulación optogenética lumínica mediada por la expresión de ChR2 en NPC 

es bien tolerada y no afecta la viabilidad. 
2. En el tamaño de muestra -limitado- y el modelo in vitro empleado, la estimulación 

optogenética no promovió de forma significativa la diferenciación espontánea de 
los NPC modificados hacia ningún tipo celular concreto, sin embargo, existe 
tendencia positiva a la diferenciación neural. 

3. La estimulación optogenética en NPC influye en la morfología y fenotipos 
astrocíticos, promoviendo aquellos fenotipos astrocíticos fibrosos menos 
reactivos y disminuyendo los fenotipos protoplasmáticos pro-inflamatorios.  

4. La estimulación optogenética provoca una disminución en la mitad de la población 
celular de los niveles del marcador de reactividad NF-κB nuclear en astrocitos 
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derivados de NPCs tanto ChR2 positivos como negativos, lo que sugiere efectos 
intrínsecos y paracrinos.  

5. La estimulación optogenética aumenta los niveles de arginasa en astrocitos 
derivados de NPCs tanto en astrocitos ChR2 positivos como negativos, lo que 
sugiere un efecto tanto intrínseco como paracrino de carácter anti-inflamatorio.  

6. Existe un efecto paracrino tras la estimulación optogenética de NPC-ChR2 sobre 
astrocitos maduros procedentes de médula espinal que se refleja en la 
disminución del ARNm de marcadores pro.inflamatorios (IL-6, LCN2, CXCL10, 
SerpinA3n) y la expresión del marcador proteico de astrogliosis C3, y en el 
incremento de la expresión del marcador anti-inflamatorio arginasa.  

La optogenética podría ser una herramienta poderosa para influir en la diferenciación y 
funcionalidad de las NPC, ofreciendo un enfoque potencial para el tratamiento de lesiones 
de la ME y otras condiciones neuroinflamatorias. Sin embargo, es esencial realizar 
investigaciones adicionales para comprender completamente los mecanismos paracrinos 
y evaluar los efectos a largo plazo en modelos in vivo para validar el potencial terapéutico 
de la estimulación optogenética. 
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7 ANEXO 

 

Anexo 1. Activación de la ChR2 mediante estimulación optogenética con LED. (A) Microscopía de 
fluorescencia de NPC-ChR2 O Tdtomato marcadas con RFP y c-Fos. (B) Cuantificación del porcentaje de c-Fos 
sobre el total de células NPC-ChR2. Condiciones: células control, 1, 2 o 3 estimulaciones BL LED transducidas 
con ChR2 o con Tdtomato. Los datos representan la media  ± SEM.   *p-value < 0.05 comparado con control sin 
estimular. p-value < 0.05 comparado con control Tdtomato. (ANOVA; n = 3). EST: estimulación. 

Anexo 2. Efecto de la estimulación optogenética sobre NF-κB de astrocitos diferenciados de NPC-ChR2 (A) y 
NPC sin transducir (B). Porcentaje de NF-κB en células GFAP+. Los datos representan la media ± SEM. No hay 
diferencias significativas; (T-test; n = 2). EST: estimulación 
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Anexo 3. Efecto de la estimulación optogenética sobre la arginasa de astrocitos diferenciados de NPC-ChR2 
(A) y NPC sin transducir (B). Porcentaje de Arginasa en células GFAP+. Los datos representan la media ± SEM. 
No hay diferencias significativas; (T-test; n = 2). EST: estimulación. Arg= arginasa. 

 


