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I.  RESUMEN

La enfermedad de Parkinson, patologia neurodegenerativa provocada por la pérdida de las
terminales dopaminérgicas en los ganglios basales, de forma importante en el estriado. La L-DOPA,
farmaco de eleccion para el tratamiento de esta enfermedad, alivia muchos signos motores. El uso
prolongado de esta molécula precursora de dopamina causa discapacidades motoras ademas no actua
sobre condiciones comadrbidas como la depresidn. Esas deficiencias han llevado a la busqueda de otros
farmacos agonistas de los receptores dopaminérgicos, que puedan sustituir o disminuir la dosis de L-
DOPA.

Previamente, usando la técnica de imagenologia de calcio hemos podido seguir simultdneamente
docenas de neuronas estriatales en rebanadas de cerebro, caracterizando la actividad neuronal
espontanea y la activada por una entrada excitatoria en un microcircuito estriatal control y en un
modelo murino de la enfermedad de Parkinson. En condicién control, sin estimulos o en reposo, el
estriado muestra escasa actividad. Sin embargo, después de una estimulacién cortical adecuada, la
actividad neuronal del estriado estimulado o activo, revela secuencias de grupos neuronales con
actividad correlacionada que se alternan dicha actividad formando en ocasiones ciclos cerrados o
reverberaciones. En contraste, el microcircuito estriatal privado de dopamina, o modelo
parkinsoniano, exhibe un alto grado de actividad espontdnea pero la alternancia entre los ensambles
neuronales esta disminuida debido a la formacion de un ensamble altamente recurrente que se
apropia del circuito. De manera interesante, en el tejido privado de dopamina, un estimulo cortical
alivia de manera temporal los signos parkinsonianos disolviendo el ensamble recurrente vy
restableciendo la secuencia normal. Este efecto terapéutico se mantiene si al estimulo cortical se le
agrega L-DOPA. Con estos antecedentes comparamos la accién de algunos agonistas dopaminérgicos
usados en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson, y los comparamos con el efecto terapéutico
de la L-DOPA. Usamos como bioensayo la dindmica del microcircuito estriatal parkinsoniano sin
estimular o después de ser estimulado desde la corteza.

Los agonistas de la clase D2 reducen mejor la actividad espontdnea excesiva del microcircuito
parkinsoniano, mejor que como lo hacen los agonistas que activan ambas clases de receptores

dopaminérgicos, clase D1 y clase D2. Cuando activamos el microcircuito estriatal parkinsoniano con



un estimulo cortical en presencia de algin farmaco, todos los agonistas dopaminérgicos tienden a
mantener la secuencia temporal de los ensambles neuronales observada en los controles activados.
Sin embargo, el andlisis cuantitativo sugiere diferencias en sus acciones. La accidn de los diferentes
farmacos no fue equivalente al efecto de L-DOPA que parece la droga con mejor desempefio. El
completo restablecimiento de la dindmica del microcircuito estriatal parkinsoniano a las condiciones
control no fue lograda por ningln tratamiento, incluyendo la L-DOPA.

El orden de eficacia de los diferentes agonistas fue: L-DOPA > agonistas D2 > agonistas D1,2.

Abstract

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative illness presenting motor and non-motor
symptoms due to the loss of dopaminergic terminals in basal ganglia, most importantly, the striatum.
L-DOPA relieves many motor signs. Unfortunately, in the long term, L-DOPA use causes motor
disabilities by itself and does not act in comorbid conditions such as depression. These deficiencies
have led to search for drugs such as dopamine (DA) receptor agonists (DA-agonists) that allow the
reduction of L-DOPA dose. Previously, we have identified the attributes of non-stimulated (resting)
and cortical stimulated (active) striatal microcircuits following the activity of dozens of neurons
simultaneously using calcium imaging in brain slices. We also have characterized the changes that take
place in DA-depleted microcircuits in vitro. In control conditions, there is low spontaneous activity.
After cortical stimulation (CtxS) sequences and alternation of neuronal ensembles activity occur,
including reverberations. In contrast, DA-deprived circuits exhibit high spontaneous activity at rest,
and a highly recurrent ensemble curtails alternation. Interestingly, CtxS briefly relieves these
Parkinsonian signs in DA-depleted tissue. Here we compare the actions of some DA-agonists used in
PD therapeutics on the pathological dynamics of DA-depleted microcircuits at rest and with CtxS;
taking L-DOPA as reference. D,-class agonists better reduce the excessive spontaneous activity of DA-
depleted microcircuits. All DA-agonists tend to maintain ensemble alternation seen in control circuits
after CtxS. However, quantitative analyses suggest differences in their actions: in general, DA-agonists
only approximate L-DOPA actions. Nonetheless no treatment, including L-DOPA, completely restores

microcircuit dynamics to control conditions.



.  INTRODUCCION

Un desafio en las neurociencias es integrar el funcionamiento del nivel celular con el nivel
sistémico: no sabemos cdmo unas pocas docenas de neuronas se organizan en un microcircuito o
mddulo a escala histoldgica y cdmo esta organizacidon nos permitiria avizorar cambios que permitan
correlacionar signos patoldgicos a nivel sistémico. Este es el problema que nos hemos planteado. El
funcionamiento de un tejido no es la suma de las acciones de sus células sino de las interacciones
entre ellas. En un microcircuito cerebral las interacciones son sinapticas, directas o indirectas. Para
estudiarlas debemos de ser capaces de observar muchas neuronas al mismo tiempo sin perder la
resolucidn de célula uUnica. La tecnologia para hacer esto esta en pleno desarrollo. En el laboratorio,
hemos logrado registrar la actividad de muchas neuronas con resolucion de célula Unica, en una

preparacion cerebral in vitro.

En este manuscrito nos referiremos al neoestriado, el mayor nucleo de los ganglios basales, que
se encarga del control motor y modula varias funciones cognitivas. La imagenologia de calcio nos
permite estudiar la dindmica del microcircuito estriatal en condicién control y patoldgica (Pérez-
Ortega et al., 2016). De hecho, hemos logrado describir la “huella fisiopatoldgica de la enfermedad de
Parkinson”, la cual resulté ser muy descriptiva, casi metafdrica, de los signos que presentan los sujetos
enfermos (Jaidar et al., 2010; Pérez-Ortega et al., 2016). También hemos mostrado como el farmaco
anti-Parkinsoniano estdndar, la L-DOPA, restablece el comportamiento patoldgico del microcircuito
estriatal al control (Plata et al., 2013a). En condicién control el microcircuito estriatal tiene poca
actividad espontdnea. Ante un estimulo excitador adecuado o la presencia de bajas concentraciones
de NMDA u otras drogas, el microcircuito se activa dejdndonos observar su funcionamiento (Carrillo-
Reid et al., 2008; Aparicio-Juarez et al., 2019). Este consiste en la activacién de ensambles neuronales:
grupos de neuronas que disparan juntas o de manera correlacionada. Estos ensambles alternan su
actividad produciendo secuencias temporales y circuitos reverberantes (Carrillo-Reid et al., 2009) tal

como predice la Teoria de los Ensambles Neuronales (Hebb, 1949; Buzsaki, 2010). Utilizando el modelo



murino de la enfermedad de Parkinson (Ungerstedt & Arbuthnott, 1970), observamos un exceso de
actividad aun sin estimular al tejido y una disrupcién de la secuencia temporal de ensambles
neuronales debido a la generacién de un ensamble neuronal altamente recurrente que captura la
mayor parte de las neuronas. Esto es, el microcircuito reverbera en un mismo ensamble
interrumpiendo las secuencias temporales, por lo tanto, ya no hay alternancia entre ellos como
sucederia en un microcircuito control, resultando en un paralelo de lo que sucede en los pacientes,
que tienen dificultad para iniciar, cambiar o finalizar una actividad (Jaidar et al., 2010; Pérez-Ortega et
al., 2016). Observando esto, decidimos probar las drogas anti-Parkinsonianas usadas en la terapéutica
clinica en el mismo tejido. El resultado fue que el ensamble patoldgico se disolvid, regresando la
alternancia entre los grupos de neuronas similar a las condiciones control. Todo lo cual permitird en

un futuro probar nuevas drogas con potencial terapéutico o diferentes combinaciones de las mismas.

Nuestro bio-ensayo cuantifica con gran precision qué moléculas restauran el microcircuito

Ill

estriatal “parkinsoniano” acercandolo a las condiciones control. Los resultados no son intuitivos
porque los microcircuitos cerebrales estan conformados por diferentes tipos de neuronas que
expresan diferentes receptores dopaminérgicos. En el estriado, la mitad de las neuronas expresan el
receptor D1 y la otra mitad el receptor D2. Ademas, existen interneuronas que pueden expresar
receptores D1, D2 o ambos. Predecir qué ligando producirdn el mejor efecto es dificil. Por lo que la
ventaja de nuestro bioensayo funcional es que permite seguir la actividad neuronal de las distintas

poblaciones neuronales y si utilizaramos animales genéticamente modificados que marcan neuronas

especificas podriamos descifrar el mecanismo de accion de farmacos en una escala histoldgica.



Enfermedad de Parkinson

La Enfermedad de Parkinson (EP) es un desorden multisistémico neurodegenerativo que afecta a
las personas principalmente en los ultimos afos de su vida, descrita por James Parkinson en 1817. Es
el primer desorden motor y la segunda enfermedad neurodegenerativa mas comun en el mundo, con
incidencia y prevalencia en aumento segun los cambios demograficos de la poblacidn (Pringsheim et
al., 2014). La prevalencia incrementa cuando avanza la edad tanto en hombres como en mujeres
(Sveinbjornsdottir, 2016). Los sintomas cardinales de la EP son el temblor, inestabilidad postural,
rigidez y bradicinesia, pero pueden aparecer otros sintomas motores y no motores (Lees et al., 2009;
Obeso et al., 2017). La pérdida de las neuronas de la sustancia nigra pars compacta y la acumulacién
de a-sinucleina mal plegadas llamadas cuerpos de Lewy son el sello caracteristico de la EP (Balestrino
& Schapira, 2020). Los sintomas motores correlacionan con la pérdida del 50-70% de las terminales
dopaminérgicas en el estriado (Burke and O’Malley, 2013). Esta pérdida de dopamina causa
alteraciones tanto en la via indirecta como la directa de los ganglios basales (Kravitz et al., 2010;

Gerfen and Surmeier, 2011; Calabresi et al., 2014; Parker et al., 2018; Jaidar et al., 2019).

La etiologia de la enfermedad es probablemente multifactorial, solo del 5-10% tiene un origen
genético y no existe tratamiento que detenga la progresion de la neurodegeneracion. El tratamiento
actual de la EP esta basado en el remplazo de la dopamina con el objetivo de corregir las alteraciones
motoras (Sveinbjornsdottir, 2016; Belestrino & Schapira, 2019). La levodopa (L-DOPA), un precursor
de la dopamina es el estandar para el tratamiento de la EP (Carlsson et al., 1957; Foley, 2000; Mercuri
and Bernardi, 2005; Lees et al., 2015; De Deurwaerdere et al., 2017). Al inicio del tratamiento la
respuesta suele ser idénea, pero con la progresion de la enfermedad y la menor capacidad del sistema
para liberar dopamina, la mayoria de los pacientes experimentan una menor duracién de la respuesta
a la misma dosis (wearing-off). Ademas de presentarse fluctuaciones de la actividad motora (on-off) y
movimientos involuntarios de la cabeza, tronco o de las extremidades: las discinesias producidas por
L-DOPA (Ahlskog & Muenter, 2001; Aquino & Fox, 2015; Sharma et al., 2015; Picconi et al., 2017).

Varios medicamentos dopaminérgicos se usan para manejar estas fluctuaciones, como: inhibidores de



monoamino oxidasas, inhibidores de la catecol-amino-transferasa, antagonistas del receptor a
glutamato tipo NMDA, asi como anticolinérgicos y agonistas de los receptores dopaminérgicos.
(Jankovic & Stacy 2007; Millan., 2010). Cuando la terapia farmacoldgica falla en controlar los sintomas

motores se recurre a la estimulacidn cerebral profunda (Sironi, 2011).

Por lo tanto, ha habido una busqueda de terapias adyuvantes, incluidos los agonistas de los
receptores dopaminérgicos (agonistas DA) asociados con el uso de una menor dosis de L-DOPA y una
menor incidencia de complicaciones motoras (Sprenger & Poewe, 2013; Jiménez-Shahed, 2016). Hay
dos principales clases de agonistas dopaminérgicos: los agonistas menos selectivos porque activan
ambas clases de receptores dopaminérgicos (D1, D2), como la rotigotina (Jenner & Katzenschlager,
2016; Chen et al., 2017); y los agonistas del receptor de la clase D2 como el pramipexole (Mizuno et

al., 2014; Shen et al., 2017).

Un extenso conocimiento de la etiologia, patogénesis y fisiopatologia ha sido obtenido gracias a
los modelos de la EP. Los modelos animales mas cominmente usados en estudios preclinicos pueden

ser categorizados como neurotéxicos y genéticos.

Los modelos basados en neurotdxicos imitan la mayoria de las caracteristicas patoldgicas y
conductuales de la EP en humanos, por esta razén han resultado muy utiles para el desarrollo de
nuevas terapias. Las neurotoxinas sintéticas mas utilizadas para modelar la EP en animales son: 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) y 1-metil-4 fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), estas inducen la
degeneracion selectiva de las neuronas nigroestritales en roedores y primates (Morissette & Di Paolo,
2018). El modelo hemi-parkinsoniano en roedores generado por lesién unilateral con 6-OHDA en la
SNc logra degenerar las fibras de la sustancia nirgra pars compacta (SNc) que inervan al estriado.
Aunque este modelo no reproduce todos los signos y sintomas de la EP porque solo consiste en la
privacion de dopamina en los ganglios basales, es el modelo mas utilizado debido a que la inyeccion

de la toxina es mads segura que otras, ademads los sintomas motores correlacionan con la EP y estos



pueden ser evaluados facilmente de diversas maneras, como la conducta de giro por inyeccién de

apomorfina o anfetamina (Ungerstedt, 1968; Jagmag et al., 2016; Dunnet and Lelos, 2010).

A pesar de la frecuencia y la facilidad para obtener el modelo hemi-parkinsoniano con 6-OHDA en
rata existen algunas complicaciones del modelo en ratén. Los ratones son mds vulnerables después
de la cirugia estereotaxica para lesionar la SNc o el medial forebrain bundle o MFB. Pero un régimen
postoperatorio intensivo mantiene altas tasas de supervivencia. Ademas, la conducta de giro y otras
conductas motoras ya han sido estandarizadas para el modelo de lesion de 6-OHDA en ratén (Heuer
et al., 2012). Tener un modelo de la enfermedad de Parkinson en esta especie, ha permitido estudiar
poblaciones neuronales especificas a través del uso de ratones transgénicos. Con esta estrategia se ha
investigado la funcion de las dos vias de los ganglios basales, identificando la actividad de las neuronas
espinosas de proyeccion D1 o D2 (Parker et al., 2018; Jaidar et al., 2019). Por estas razones el modelo
de lesion unilateral con 6-OHDA en roedor ha sido utilizado durante muchos afios para estudiar la

fisiopatologia de los ganglios basales en la EP y para el desarrollo de nuevas terapias.

Microcircuito estriatal

Los ganglios basales son estructuras subcorticales interconectadas. Modelos de la fisiologia de
este conjunto de nucleos se basa tradicionalmente en las funciones sensoriomotoras, sin embargo, el
funcionamiento de los ganglios basales se ha extendido a dominios no motores en las ultimas décadas.
Tienen un papel critico en las funciones cognitivas como el lenguaje, atencion y memoria (Gatev et al.,
2006; Arsalidou et al., 2013). El estriado es el nucleo de entrada mas prominente de los ganglios
basales que recibe proyecciones topograficas glutamatérgicas de practicamente todas las areas
corticales y del talamo (Hintiryan et al., 2016). El microcircuito estriatal se habia considerado solo una
simple estructura de entrada convergente a nucleos profundos, pero ahora se ve como una compleja

red eferente que procesa la informacion recibida utilizando una vasta coleccion de interneuronas de



varios tipos, para posteriormente enviar la informacion de salida a través de sus neuronas espinosas

de proyeccion (Andres & Darbie, 2018).

El estriado estd compuesto en su mayoria por neuronas GABAérgicas de proyeccion (95% en
roedor), forman las Unicas salidas de esta estructura a través de dos vias: la via indirecta que inicia con
las espinosas de proyeccion que expresan el receptor a dopamina tipo D2, y la via directa cuyas
neuronas expresan el receptor de la clase D1, ambas vias comandan la informacién de salida hacia el
siguiente nucleo (Smith et al., 1998; Gerfen & Surmeier, 2011). Las neuronas restantes consisten en
varias poblaciones de interneuronas que se han clasificado seguin sus propiedades electrofisioldgicas,

sus perfiles de expresién neuroquimicos y / o moleculares, asi como su conectividad sinaptica.

Existe una poblacidn de interneuronas colinérgicas, asi como diversos grupos heterogéneos de
interneuronas GABAérgicas que se han caracterizado gracias al desarrollo de modelos transgénicos de
ratén. Los grupos de interneuronas GABAérgicas que se han encontrado son: las de disparo rdpido
que expresan parvalbumina, las interneuronas que expresan calretinina, las que expresan
neuropéptido Y/somatostatina/oxido nitrico, de bajo umbral de disparo (Kawaguchi et al., 1993;
Tepper & Bolam, 2004), interneuronas que expresan tirosina hidroxilasa no dopaminérgicas (lbafiez-
Sandoval et al.,, 2010; Xenias et al., 2015), las interneuronas neurogliformes que expresan

neuropéptido Y con caracteristicas morfoldgicas y electrofisioldgicas distintas (Ibafiez-Sandoval et al.,

2011; English et al., 2011), y por ultimo las interneuronas de adaptacion rapida que expresan 5-HT3
(Faust et al., 2015; Mufioz-Manchado et al., 2016). La heterogénea poblacién de neuronas del estriado
tiene conexiones reciprocas que se han estado investigando para poder entender como el
microcircuito intrinseco estriatal procesa la informacién que recibe de la corteza u otros nucleos

(Figura A). Esto es esencial para comprender como la informacién que entra, afecta a las neuronas de

proyeccidn y a las estructuras rio abajo en los ganglios basales (Assous y Tepper, 2019).



GABAérgicas

4444444

Colinérgica

Figura A. Microcircuito estriatal, modificado de Burke et al., 2017. Distintas poblaciones neuronales
que forman el circuito local del estraiado. Neuronas espinosas de proyeccién de la via directa (dSPN,
por sus siglas en inglés) o las de la via indirecta (iSPN), las interneuronas GABAérgicas (PV, 5HT3, NPY-
NGF, SOM/NOS-NPY y TH) y las interneuronas colinérgicas (ChAT). Se indica familia de receptores
dopaminérgicos que expresa cada tipo de neurona (D1-rosa, D2-azul). La dopamina proveniente
principalmente de la SNc. El estriado es el principal nucleo de entrada a los ganglios basales, recibe
aferentes excitatorias de la corteza cerebral.



Ademads, los ganglios basales reciben proyecciones catecolaminérgicas, serotoninérgicas vy
colinérgicas de regiones extra basales, que contribuyen a la modulacion de las neuronas e
interneuronas de estos nucleos (Andres & Darbie, 2018). En particular la dopamina esta involucrada
en la motivacion, la toma de decisiones, el aprendizaje y la ejecucidn de acciones (Schultz, 2016). La
liberacion dindmica de este neuromodulador en escala de milisegundos es localmente regulada en la
terminal dopaminérgica (Berke, 2018). En el estriado existe una expresion diferencial de los receptores
dopaminérgicos: las neuronas de proyeccién de la via directa de los ganglios basales expresan
preferentemente el receptor de la clase D1, mientras que las neuronas de la via indirecta expresan los
receptores de la clase D2, aunque existe un porcentaje pequeino de colocalizacidon (Surmeier et al.,
1996; Gerfen & Surmeier, 2011). Las interneuronas colinérgicas expresan receptores D2, D5 vy las
interneuronas GABAérgicas expresan preferentemente receptores de la clase D1 (Yan et al., 1997

Centonze et al., 2003; Renddn-Ochoa et al., 2018).

La falta de dopamina en el estriado genera un desbalance en la fisiologia del microcircuito, se ha
reportado un aumento de la acetilcolina estriatal debido a la hiperactividad de las interneuronas
colinérgicas (Raz et al., 1996; Tanimura et al., 2018), perdida de espinas dendriticas en las neuronas
espinosas de proyeccién (Calabresi y Di Filippo, 2015), disfuncién de la plasticidad sindptica de largo
(Picconi et al., 2012) y corto plazo (Barroso-Flores et al., 2015). Aunado a cambios severos de
sensibilizacion de los receptores dopaminérgicos, aumentando la cantidad de receptores y de
heterodimeros que se pueden formar con el receptor a adenosina A,a (Criswell et al 1988; Gerfen et
al., 2002; Gerfen, 2003) y otros. Estos cambios patolégicos a nivel celular provocan un aumento en la
actividad sindptica de las neuronas estriatales, caracterizada por periodos de sincronizacién anormal
espontdnea (Zold et al., 2009). Todas estas disfunciones revelan la fisiopatologia de la enfermedad de
Parkinson en el estriado, y apoyan la importancia de investigar estos cambios producidos por la

patologia no sélo a nivel celular si no en mesoescala, los microcircuitos neuronales.
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Ensambles neuronales

En 1933 Lorente de NG, basandose en datos anatémicos, postuld a través de dos leyes de la
conectividad neuronal que las redes neuronales son no lineales. La ley de la pluralidad que dice que
cada nucleo en sucesion lineal recibe axones suplementarios de la célula previa, de una tercera
neurona o de un grupo de neuronas. Y la ley de reciprocidad: la neurona que recibe un axén manda
axones recurrentes a su afluente axonal directamente o mediado por una neurona adicional o un
conjunto de neuronas. Estas son las bases necesarias para comprender las propiedades emergentes
de los circuitos neuronales. Pero ¢ Cémo se seleccionan las neuronas que estan conectadas? A finales
de los 70 se comprueba que existe la plasticidad sinaptica de largo plazo postulada por D.O. Hebb a
finales de los afios 40 (“The Organization of Behavior”), que enuncia que las sinapsis que disparan
juntas se refuerzan, las que no, se deprimen, y al final las conexiones que quedan son entre las
neuronas que fueron seleccionadas por el proceso potenciacion/depresion. A la potenciacion se le
llama “potenciacién de largo plazo” (LTP: long term potentiation), y a la depresidn: “depresion de largo
plazo” (LTD: long term depression). Los cambios en los pesos sindpticos de la red neuronal hacen que
ciertas trayectorias queden facilitadas y otras deprimidas, seleccionando rutas preferentes para el
flujo de la actividad. Por lo tanto, Hebb propone que las sinapsis entre las neuronas que disparan
sincrénicamente se potencian, formando ensambles neuronales y secuencias de fase o actividad

(phase sequenses).

Un ensamble neuronal es definido como un grupo de neuronas con actividad cuasi-sincrénica o
correlacionada que se accionan de manera transitoria, con activacion secuencial alternante vy
recurrente, como si fuese un sistema de procesamiento cerrado capaz de representar percepciones y
conductas (Hebb, 1949). Los circuitos que se forman mediante este proceso dejan “el trazo de
memoria” en el tejido nervioso, que se activara siguiendo un ciclo cerrado de actividad cuando se

presente el estimulo adecuado (Dehaene & Changeux, 2005; Costa et al., 2006).
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Técnicas recientes han permitido el registro y manipulacién de conjuntos neuronales especificos
con alta precisidon espacial (Packer et al.,, 2015). De esta manera, la activacidon recurrente de un
determinado grupo de neuronas permitié la formacidon de nuevas redes en el cerebro, las cuales
pudieron ser recuperadas por la estimulacién de una sola célula que ya formaba parte del nuevo
ensamble, esto demostrd lo postulado por Hebb sobre los ensambles neuronales como unidades
funcionales del cerebro para explicar los eventos sindpticos involucrados en la plasticidad neuronal,

el aprendizaje y la memoria (Carrillo-Reid et al., 2016).

Es el disparo correlacionado de estos grupos de neuronas lo que viaja por la red, los ensambles
son transitorios ya que alternan su actividad formando secuencias temporales: A-B-C...n. Las
secuencias de los ensambles evolucionan tanto en el tiempo como en el espacio (Buzsaki, 2010).
Durante las ultimas décadas, las limitaciones fueron técnicas por la falta de métodos apropiados para
registrar simultdneamente un numero suficientemente grande de neuronas (Abeles, 1991;
Strangman, 1996). Sin embargo, el progreso rapido en el registro a gran escala de neuronas
individuales en multiples regiones cerebrales y los intentos iniciales de rastrear y definir
experimentalmente ensambles celulares putativos condujo a dificultades de una naturaleza
conceptual. ¢Qué tan grande es un ensamble neuronal, cual es su duracidon y qué representa
exactamente en el dominio cognitivo? ¢Un ensamble neuronal representa una caracteristica, una
figura o fondo, un objeto o concepto, un proceso de pensamiento, un plan de accién inmediato o
procesos aln mas complejos? (Nicolelis, 1999; Buzsaki, 2004; Plenz & Thiagarajan, 2007; Buzsaki,

2010).

El término de ensamble neuronal carece de una definicidn estricta y universalmente aceptada, se
ha utilizado para denotar desde la sincronizacién precisa (zero-phase-lag) de espigas en un
subconjunto definido de neuronas hasta cambios temporales coherentes del promedio de las tasas de
disparo en largas escalas de tiempo (Harris et al., 2003; Durstewitz et al., 2010). A menudo, el término

implica una precisa coordinaciéon de espigas dadas por una descarga de actividad neuronal en
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milisegundos, que se repiten en intervalos regulares o irregulares, relacionados a perceptos
especificos o eventos motores (Poo et al 2016; Klaus et al., 2017). En el hipocampo se han encontrado
patrones de secuencias de disparos en intervalos especificos que corresponden a secuencias de
lugares (Buzsaki & Draguhn, 2004). En la corteza visual posiblemente se generan secuencias de picos
de sincronia a través de estructuras del tipo synfire-chain-like (Abeles, 1991; Koéing et al., 1995;
Diesmann et al., 1999), las neuronas pueden contribuir en varios picos de sincronia en cualquier orden
del patrén espaciotemporal in vitro e in vivo (lkegaya et al., 2004; Yuste et al., 2005). A una escala
temporal mas gruesa, las neuronas podrian activarse con un patrén temporal especifico al que cada
neurona puede contribuir con "rafagas" de duracion variable. Tales transiciones ordenadas entre los
patrones de taza de disparo coherentes a través del registro simultdaneo de muchas neuronas han sido
descritas en diferentes tareas cognitivas (p. ej. Beggs and Plenz, 2003; Jones et al., 2007; Shen et al.,
2019). Por esta razén se han desarrollado diferentes enfoques estadisticos para analizar patrones de
actividad coherentes obtenidos de espigas en trenes (Russo & Durstewitz, 2017) o registros de

imagenologia de calcio (Carrillo-Reid et al., 2008; Pérez-Ortega et al., 2016; Molter et al., 2018).

No obstante, un principio central de la neurociencia es la conectividad neuronal, base estructural
gue subyace a la funcidn neuronal. El mapa de conectividad sistematica o conectoma de todo el
cerebro podria representar la firma de la red neuronal de los individuos, pero la cuestidn sigue siendo
si la conectividad refleja la funcién (Sporns, 2012). Los conectomas funcionales y anatémicos tienen
multiples niveles, macro, meso y micro escala. A macroescala, areas definidas del cerebro pueden ser
relacionadas en sus contrapartes conductuales, mientras que a microescala las conexiones sindpticas
pueden estar relacionadas con la potenciacidon (LTP) o depresién de largo plazo (LTD), plasticidad
sindptica dependiente de la sincronizacion de espigas (STDP, spike timing dependent plasticity),
facilitacion o depresidn sindptica de corto plazo (Carrillo-Reid & Larriva-Sahd, 2019). Sin embargo,

poco se sabe acerca de la conectividad funcional de los grupos neuronales a mesoescala.
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Tendrian que registrarse docenas de neuronas simultdaneamente a escala histoldgica para
observar si estos fendmenos, largo tiempo hipotetizados, se generan. En el laboratorio comenzamos
a utilizar imagenologia funcional de calcio con resolucidn de célula Unica, para tratar de observar la
dinamica de los circuitos neuronales in vitro o ex vivo. Actualmente, podemos seguir la actividad de
cada neurona pues cada vez que sucede un potencial de accién entra calcio a través de la membrana,
y en el interior celular se han absorbido o transfectado moléculas que emiten una sefial fluorescente
en presencia de calcio. Con esta estrategia hemos logrado observar la existencia de estructuras
neuronales dindmicas que cumplen con los requisitos tedricos antedichos: grupos de neuronas que se

activan juntas, que se alternan en secuencia y reverberan mostrando ciclos cerrados de actividad.

El microcircuito estriatal en reposo muestra poca actividad espontdnea. Sin embargo, ante un
estimulo adecuado en la corteza o una baja concentracion de un agonista excitador como el NMDA,
el circuito puede activarse formando ensambles neuronales que se ven como picos de coactividad o
actividad correlacionada en una ventana de tiempo. Utilizando diferentes algoritmos de
agrupamiento, asi como herramientas tomadas de la Teoria de Redes Complejas se pueden revelar las
secuencias temporales de los ensambles neuronales (Carrillo-Reid et al., 2008; Pérez-Ortega et al.,
2016; Aparicio-Juarez et al.,, 2019). Los agonistas colinérgicos y dopaminérgicos afectan estas
secuencias exhibiendo una organizacion modular y jerarquica (Carrillo-Reid et al, 2009; 2011; Vautrelle
et al., 2009; Pérez-Ortega et al., 2016). La activacion del receptor D1 favorece la seleccidon de
secuencias de ensambles especificas, mientras que la activacion del receptor D2 genera un mayor
numero de trayectorias en un ciclo de cerrado de actividad, el resultado final de la accion de los
agonistas dopaminérgicos se pudo inferir registrando muchas neuronas simultdaneamente, lo que
dificilmente puede predecirse con registros de células o pares de células aisladas (Carrillo-Reid et al,
2011). No es intuitivo, dado que los receptores son tanto pre- como post-sindpticos en todas las clases
de neuronas del estriado. Las neuronas de proyeccion pueden expresar el receptor a dopamina tipo
D1 o D2. La activacién del receptor D1 incrementa el nimero de potenciales de accidn y la liberacion

de neurotransmisor. En cambio, el receptor D2 disminuye la excitabilidad y por lo tanto la liberacién
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del neurotransmisor (Hernandez-Ldpez et al., 1997; 2000; Tecuapetla et al., 2007). También forman
parte del microcircuito estriatal interneuronas GABAérgicas y colinérgicas que expresan receptores a
dopamina D1, D2 o ambos. Ademas, los receptores a dopamina se encuentran en las terminales
presindpticas corticoestriatales y estriatonigrales, que regulan la liberacidon de glutamato y GABA asi
como la misma liberacién de DA (Surmeier et al., 2011). Seria muy complicado de averiguar el
resultado final en el microcircuito registrando célula por célula. En el otro extremo, con los pacientes
y los modelos conductuales pre-clinicos de las enfermedades en animales, sélo se tiene el resultado
final pero no se tiene idea de cudles son los mecanismos de accién, por qué y para qué. La ventaja de
nuestra preparacién in vitro es tener un nivel intermedio: la accién final de una molécula sobre la
actividad de un microcircuito o médulo, utilizando las conexiones funcionales de la red neuronal.
Hemos determinado que el microcircuito actia como una red de escala libre, mundo pequefio y

jerdrquico, propiedades que se pierden en un microcircuito patolégico (Pérez-Ortega et al., 2016).

. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El analisis de las sefales obtenidas con imagenologia de calcio nos ha revelado la dindmica del
microcircuito estriatal control, el cambio de la dindmica en presencia de neuromoduladores y en
condiciones patoldgicas (Carrillo-Reid et al., 2011; Jaidar et al., 2010; Pérez-Ortega et al., 2016). En
particular, la pérdida del tono dopaminérgico en el estriado debido a la muerte de las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia nigra pars compacta, causa principal de la Enfermedad de Parkinson,
cambia las funciones de las sinapsis estriatales, promoviendo consecuencias anémalas como la
bradicinesia, acinesia, temblor y rigidez muscular, atribuidos a una sincronizacion neuronal anormal
(Galarraga et al., 1987; Hammond et al., 2007; Burke and O'Malley, 2013; Obeso et al., 2017). Los
modelos animales de la Enfermedad de Parkinson basados en moléculas neurotéxicas han sido
utilizados durante muchos afios porque mimetizan muchas de las caracteristicas patoldgicas y de

comportamiento de la enfermedad en humanos, lo que los hace convenientes para desarrollar nuevas
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terapias (Dunnet and Lelos, 2010; Morissette and Di Paolo, 2018). Por esas razones, realizamos
registros de imagenologia de calcio en tejido cerebral proveniente de roedores lesionados en la
sustancia nigra pars compacta con la neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA). Esto permitié
evidenciar los cambios ocurridos en la dindmica del microcircuito estriatal privado de dopamina al que
nos referiremos como “Parkinsoniano”. El microcircuito estriatal parkinsoniano muestra un aumento
en la actividad espontanea de las neuronas, exhibiendo picos de actividad sincrénica enganchados en
un ensamble altamente recurrente o dominante, es decir, la alternancia en la secuencia de los
ensambles neuronales se reduce drasticamente manteniendo al circuito en un estado virtualmente
invariante, haciendo recordar a los pacientes inmobilizados y rigidos (Jaidar et al., 2010; Pérez-Ortega

et al., 2016).

La restitucion de la dopamina o la activacidon de sus receptores es la terapia principal utilizada
para la Enfermedad de Parkinson. L-DOPA, una molécula precursora de la dopamina, y diversos
agonistas dopaminérgicos. Previamente observamos que: la presencia de L-DOPA basté para que la
actividad espontanea exacerbada disminuyera (Plata et al., 2013a). Un agonista selectivo para el
receptor a dopamina D1, SKF81297 no disminuyo el exceso de actividad espontanea, aunque si se
disolvié el ensamble altamente recurrente (Jaidar et al.,, 2010). También la nicotina disminuyd la
actividad patoldgica (Plata et al., 2013b). Ademads, un estimulo cortical alivia la condicién
parkinsoniana del microcircuito estriatal disminuyendo la recurrencia del estado dominante
caracteristico de la patologia, aunque este efecto es transitorio si no va acompaifado de L-DOPA
(Aparicio-Juarez et al., 2019). Por eso fue de nuestro interés saber si otros agonistas dopaminérgicos
serian capaces regresar la actividad de las neuronas del microcircuito estriatal parkinsoniano a un
estado control espontaneo, y si después del estimulo cortical, mantienen la alternancia y recurrencia
entre los ensambles neuronales formando ciclos cerrados de actividad. De ser asi tendriamos un

ensayo farmacoldgico a mesoescala.
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.  HIPOTESIS

El bioensayo funcional del microcircuito estriatal parkinsoniano es capaz de mostrar diferencias
en la eficacia de farmacos anti-Parkinsonianos para restablecer la dindmica a una similar a la del
microcircuito control en reposo, es decir la capacidad de regresar a la actividad neuronal casi silente.
En caso de activacidn del microcircuito estriatal en presencia de los farmacos, con un estimulo cortical,
este mostrara la secuencia de ensambles neuronales parecidos al control activado de la misma

manera.

IV.  OBIETIVOS

El primer objetivo general fue cuantificar la capacidad de los farmacos anti-Parkinsonianos
actualmente en uso clinico, como paso preliminar para probar fadrmacos novedosos con potencial
terapéutico. Estos fueron: L-DOPA, apomorfina, rotigotina, pramipexole, ropinirole y quinelorane.
Primero se tratd de regresar el microcircuito estriatal Parkinsoniano a la actividad espontanea del

control en reposo o no estimulado. Para ello nos trazamos los siguientes objetivos particulares:

o Registrar con imagenologia de calcio la actividad neuronal espontanea del estriado (control

en reposo) proveniente de una rebanada de cerebro de ratdn utilizando el fluoréforo calcium Orange.

o Lesionar la sustancia nigra pars compacta (SNc) de ratdén con la neurotoxina 6-OHDA para
generar un modelo animal Parkinsoniano, validado por la conducta de giro e inmunohistoquimica
contra tirosina hidroxilasa en el estriado y la SNc, con el propdsito de obtener rebanadas de cerebro

de ratdon que contengan al estriado.

. Registrar con imagenologia de calcio, utilizando el fluoréforo calcium Orange, la actividad
neuronal espontanea del microcircuito estriatal Parkinsoniano proveniente del modelo de 6-OHDA en
ratén. Antes y durante la aplicacion de agonistas dopaminérgicos: apomorfina, rotigotina,

pramipexole, ropinirole y quinelorane.
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. Cuantificar la actividad de las neuronas del microcircuito estriatal en las siguientes
condiciones: control espontdneo, Parkinsoniano espontdneo y Parkinsoniano espontdneo en
presencia de agonistas dopaminérgicos. Para cuantificarla: calculamos la actividad acumulada de
todas las neuronas en cada condicidn, y con la resolucién de célula Unica del registro de imagenologia
de calcio, calculamos la actividad neuronal individual para obtener la distribucién de probabilidad

acumulada, en cada condicién.

. Comparar con las pruebas estadisticas adecuadas la actividad acumulada y la distribucién de
probabilidad acumulada del microcircuito Parkinsoniano espontaneo y en presencia de cada uno de
los farmacos, con la actividad del microcircuito estriatal control para evidenciar el efecto terapéutico

de cada farmaco.

El segundo objetivo general fue cuantificar la capacidad de los farmacos anti-Parkinsoniano: L-
DOPA, rotigotina, pramipexole y ropinirole, para restablecer el microcircuito Parkinsoniano activo,

después de una estimulacién adecuada que lo ponga en marcha. Los objetivos particulares fueron:

o Registrar con imagenologia de calcio en una rebanada de cerebro de ratén con el fluoréforo
calcium Orange, la actividad de las neuronas del microcircuito estriatal activado con estimulo
proveniente de la capa V de la corteza motora con el propdsito de evidenciar la dindmica de los

ensambles neuronales en este estado (control activo).

o Registrar con imagenologia de calcio, utilizando el fluoréforo calcium Orange, la actividad
neuronal del estriado parkinsoniano de rebanadas de cerebro de ratdn lesionado con 6-OHDA, antes

y después de ser activado por un estimulo cortical en la capa V.

. Estimular la capa V de la corteza motora de una rebanada de cerebro de ratén lesionado con
6-OHDA (Aparicio-Juarez et al., 2019), mientras se registra con imagenologia de calcio el microcircuito
estriatal Parkinsoniano en presencia de cada uno de los farmacos antiparkinsonianos: L-DOPA,

rotigotina, pramipexole, ropinirole y quinelorane.
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. Caracterizar la dinamica de los ensambles neuronales del estriado en las siguientes
condiciones: microcircuito estriatal activado con un estimulo cortical, microcircuito estriatal
parkinsoniano antes y después de un estimulo cortical, microcircuito estriatal parkinsoniano antes y
después de un estimulo cortical en presencia de cada uno de los farmacos antiparkinsonianos, para

determinar la secuencia de actividad de los ensambles neuronales.

. Cuantificar la recurrencia, alternancia y los ciclos cerrados de las secuencias de ensambles
neuronales en cada condicidn, calculando la probabilidad de transicién, un indice de recurrenciay la

distribucién del nimero de transiciones para formar un ciclo cerrado.

o Determinar la capacidad de los farmacos antiparkinsonianos para que el microcircuito
muestre una secuencia de ensambles neuronales parecida al control comparando, con las pruebas
estadisticas adecuadas, el indice de recurrencia y la distribucién del nimero de transiciones para
formar ciclos cerrados que observamos en el microcircuito parkinsoniano que ha recibido un estimulo

en presencia de cada uno de los farmacos.

Con los objetivos anteriores queremos lograr que: El bioensayo funcional fundamentado en la
dindmica de los ensambles neuronales pueda ser incluido en los ensayos farmacoldgicos preclinicos
para probar farmacos novedosos con potencial terapéutico. Esta es la meta final, y para alcanzarla

hemos logrado:

i Observar decenas de neuronas simultdneamente en una rebanada de cerebro utilizando la

técnica de imagenologia de calcio, y registrar sus seiales de actividad neuronal por mas de 1 hora.

ii. Caracterizar la dinamica de los ensambles neuronales del estriado a partir de las sefales

fluorescentes registradas en el estriado de un ratdn control con lo que tenemos su “huella fisiolégica”

iii. Tener la “huella fisiopatoldgica” del microcircuito estriatal parkinsoniano

iv. Diferencias cuantificables y reproducibles entre la dindmica de los ensambles neuronales del

estriado control y parkinsoniano para tener los limites de sensibilidad de nuestro ensayo.
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V. Poner a prueba diferentes farmacos antiparkinsonianos.

Por ahora solo se probaron farmacos que ya se usan en la clinica como tratamiento para la
enfermedad de Parkinson. Con esto la preparacién in vitro ha sido validada como bioensayo preclinico,
porque se cuantificd y comparé el rendimiento de farmacos antiparkinsonianos. Esto permite saber
gue molécula tiene un mejor rendimiento terapéutico. De modo que este bioensayo in vitro, basado
en la caracterizacidon de la dindmica de grupos de neuronas, puede servir para probar nuevas
moléculas con efecto antiparkinsoniano o hacer combinaciones de las que ya se usan para encontrar
posibles sinergias. Aunque este trabajo se ha dedicado a caracterizar la dindmica de los ensambles
neuronales del estriado en condiciones control y parkinsoniano a través de observar docenas de
neuronas al mismo tiempo. El bioensayo farmacolégico in vitro, también puede ser utilizado en otras
areas cerebrales que se afectan en las diferentes neuropatologias como son: epilepsia, Alzheimer y
enfermedad de Huntington por mencionar algunas. Mas aun esta preparacion podria ser validada en
otros drganos como corazén, higado, pancreas. Y probar moléculas blanco para cada una de las

patologias que se desarrolla en los diferentes drganos corporales.

V. METODOS

Todos los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo con las normas de bioética establecidas
por el comité de bioética del Instituto de Fisiologia Celular (IFC). En todos los experimentos se
emplearon ratones machos y hembras C57BL/6 del bioterio del IFC. Se mantuvieron en una habitacién
libre de patdgenos con temperatura controlada, bajo un ciclo luz/oscuridad de 24 horas (12/12) con

agua y comida estandar ad libitum

Se mantuvieron dos grupos experimentales como se muestra en la figura B, de los cuales se
obtuvieron rebanadas de cerebro de ratén para realizar registros de imagenologia de calcio en el

nucleo estriado:
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A. Grupo control, ratones C57BL/6.

B. Grupo parkinsoniano, ratones C57BL/6 lesionados con la neurotoxina 6-OHDA en la
sustancia nigra pars compacta (SNc) para privar de dopamina a los ganglios basales, y

asi generar un modelo animal de la enfermedad de Parkinson.

Lesidon con 6-OHDA  Conducta de Giro Imagenologia de calcio Anilisis de Datos

Modelo 6-OHDA |
\‘ d(AF/FO)/dt /V\_/’WAVAUABV/\WW

Control |

5-7 dias I 10 dias I I

Ratones C57
P25-30

Figura B. Esquema general del procedimiento experimental

Modelo 6-OHDA en ratdn

El ratdn hemi-parkinsoniano generado mediante la inyeccidn unilateral de 6-OHDA es el modelo
de roedor Parkinsoniano mas empleado en la investigacion (Ungerstedt & Arbuthnott, 1970). Para
este propodsito, 125 ratones de 25-30 dias de edad, fueron anestesiados intraperitonealmente con
ketamina (85 mg/kg)-xilacina (15 mg/kg). Usando cirugia estereotéxica se les inyectd 0.8 uL de 6-OHDA
(0.1 mg/mL) intracranealmente a una velocidad de 0.2 uL/min en el borde de la SNc y el haz
prosencefalico medial, con las siguientes coordenadas desde bregma: -2.6 mm AP, -1.5 mm LMy -4.7
mm DV. Durante el periodo de recuperacién de 15-30 dias (dia postnatal 45-60) los ratones recibieron
pellets de chocolate ad libitum y, en caso de ser detectada una pérdida de peso mayor al 20%,

inyecciones subcutaneas de 100 pL de glucosa al 2% en solucidn salina diariamente.
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Validacion del modelo de 6-OHDA en raton

= Conducta de giro.

La pérdida de dopamina se evalud con una prueba de conducta de giro, para la que se inyectd
apomorfina subcutaneamente (0.5 mg/kg en un vehiculo salino con 0.02% de ascorbato). Los giros
ipsilaterales y contralaterales al sitio de la lesién se contaron con el programa RotaCount 2.0
(OmniTech, Sioux Falls SD) por al menos 50 minutos. Se utilizé la tasa de giros contralaterales vs
ipsilaterales para identificar a los ratones con la deficiencia unilateral de DA. Cuando los ratones
presentaron mds giros contralaterales que ipsilaterales (tasa = 2) y al menos 50 giros contralaterales
totales en un minuto, se consideraron como modelos hemi-parkinsonianos exitosos (Figura 1E). Este

criterio correlaciona con al menos el 80% de disminucién de dopamina estriatal (Heuer et al., 2012).

®= |Inmunohistoquimica

Para confirmar la pérdida dopaminérgica en la SNc y el estriado, en algunos ratones lesionados
con 6-OHDA, se efectud la tincién inmunohistoquimica para tirosina hidroxilasa (TH), la enzima
productora de dopamina (Fig. 1A-D). A los 8 dias de la evaluacién de la conducta de giro, los ratones
lesionados se anestesiaron y se perfundieron con una solucion buffer de fosfato 0.1 M (PBS). Después
de la extraccion del cerebro, se obtuvieron rebanadas coronales de 50 um en un vibratomo (PELCO
easiSlicer Ted Pella, Redding, CA) que se mantuvieron en PBS. Las rebanadas se bloquearon con
albumina de suero bovino (BSA) en PBS al 1% y Triton 0.1 M al 3% durante 40 minutos a temperatura
ambiente, posteriormente se lavaron tres veces en PBS 0.1 M y se incubaron con el anticuerpo
primario (de conejo, anti-tirosina hidroxilasa, Chemicon International, 1:500 en PBS 0.1 M-Triton 3%)
por 12 horas. Después las rebanadas se incubaron con el anticuerpo secundario (de asno, anti-conejo
conjugado con Cy3 Affini Pure, Jackson Immuno Research, Inc. 711-165-152 1:250 en PBS 0.1 M-Tritén
3%) a temperatura ambiente durante 2 horas Finalmente, las rebanadas se cubrieron con DAPI (Vecta
Shield, Vector Laboratories, Inc. H-1200): Las imagenes se obtuvieron mediante microscopia confocal

(Zeiss LSM-710, objetivo: C-Apochromat 10X N.A. 0.45, laser 543 nm). El grado de inervacion
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dopaminérgica se cuantificé como intensidad de fluorescencia y se compard con la del lado intacto a
través de Imagel®, mientras que los somas de las neuronas dopaminérgicas se contaron manualmente
a partir de micrografias confocales. En ambos casos, se confirmd que la pérdida dopaminérgica fue de
al menos 80%, como se ilustra en la Fig. 1C-D, en 17 rebanadas tomadas de distintos animales. Las
imagenes estereoscdpicas se obtuvieron con una camara Nikon SMZ1500 (objetivo HR, Apo 1x WD

54).

El ensayo funcional in vitro

=  Obtencidn del tejido cerebral vivo

Tanto los ratones control como los modelos hemi-parkinsonianos se anestesiaron por via
intraperitoneal con ketamina-xilacina (85 mg/kg-15 mg/kg) y fueron perfundidos intracardialmente
con solucidn de sacarosa fria para posteriormente realizar una craneotomizaciéon, una vez extraidos
los cerebros, se obtuvieron rebanadas para-horizontales con un angulo de 30 grados (Figura 1F), 300
um de grueso en un vibratomo (PELCO easiSlicer Ted Pella, Redding, CA), las rebanadas con el nucleo
estriado fueron conservadas en liquido cefalorraquideo artificial (NaCl 126 mM, dextrosa 15 mM,
NaHCO3 26 mM, tiourea 0.2 mM, 4cido ascérbico 0.2 mM, KCl 2.5 mM, MgCl; 1.3 mM, NaH,PO,4 1.2

mM y CaCl; 2.0 mM; pH = 7.4; 300 + 5 mOsm/L) perfundidas con 95% de O, y 5% de CO,.

= Registros de imagenologia de calcio

Se eligid6 a la molécula fluorescente Calcium Orange, un fluoréforo con bajo grado de
fotoblanqueo (Thomas et al., 2000) que permitié hacer registros hasta de 90 minutos. Los cortes se
incubaron en una solucién de Calcium Orange (Calcium Orange 8.2 uM, DMSO al 0.1%, acido plurénico
al 0.67% en ACSF) a 36 °C durante 40 minutos y luego se depositaron en una cdmara de perfusion con
flujo constante de liquido cefalorraquideo artificial, bajo un objetivo de inmersidon de 20X (Olympus
XLUMPLFLN, 1.00 NA, 2.0 mm WD). El campo de observacién fue de 750 x 750 pum. La estimulacion
del fluoréforo se llevd a cabo con un iluminador Lambda LS (Sutter Instruments, Petaluma, CA, USA)

acoplado a un filtro de luz de 570/30 nm. El software, Im-Patch©, disefiado en el entorno de LabView
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(National Instruments, ciudad de México, México; disponible en http://Impatch.ifc.unam.mx) se
utilizé para el control de una camara CoolSnap K4 (Photometrics, Tucson), AZ, USA) con la que se
efectuaron los registros de imagenologia. Los videos se componen de 720-2160 cuadros y la tasa de
adquisicion fue de 6 cuadros/s. Para cubrir largos periodos, se tomaron de 7 a 10 videos por

experimento, lo que representa hasta 90 minutos de registro por cada experimento.

= Validacién de los registros de imagenologia de calcio

Con el fin de constatar la fiabilidad de la fluorescencia del calcio como indicador de actividad
neuronal, se efectuaron registros de fluorescencia y electrofisiologia de manera simultanea, utilizando
la configuracion current-clamp de célula completa. Las pipetas empleadas en el protocolo
experimental de current-clamp (3—6 MQ) se llenaron con una soluciéon que contiene en mM: 115
KH,PO4, 2 MgCl,, 10 HEPES, 0.5 EGTA, 10 NaCl, 0.2 ATP, 0.2 GTP y 0.03 sal de Calcium Orange, a un pH
de 7.24. Como se muestra en la Figura 1G, la derivada positiva d(AF/F) /dt de los transitorios de

fluorescencia coinciden en el tiempo con el inicio y duracién de la actividad celular.

= Adquisicidn de datos

Los registros de imagenologia de calcio se realizaron en el estriado dorsolateral, con la siguiente

estrategia experimental:

1. Las rebanadas provenientes del grupo control, que aqui llamaremos condicién control, en las que
se aprecié el nucleo estriado se compararon bajo dos condiciones principales: actividad espontaneay
actividad provocada por estimulacion cortical (CtxS), el estimulo consistié en 10 pulsos, a 40 Hz, de
1.1-1.3 mA, a través de un electrodo concéntrico bipolar de 50 um de diametro (FHC, # CBCFE75,
Bowdoin, ME, USA) que se inserté en la capa V de la corteza motora primaria (M1), como se muestra

en la Fig. 1F.

2. Las rebanadas de estriado de ratones lesionados con 6-OHDA, que aqui referiremos como condicidn

parkinsoniana, también se compararon en dos condiciones: actividad espontanea a la que se la aplicé
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alguno de los agonistas dopaminérgicos (L-DOPA 10 puM, apomorfina 20 uM, rotigotina 10 uM,
pramipexol 10 puM, ropinirole 10 uM, quinelorane 10 uM), y actividad inducida por estimulacion
cortical (CtxS) en presencia de un agonista dopaminérgico. La actividad espontdnea del tejido privado

de dopamina se registrd siempre antes de la adicién de cualquier fdrmaco al sistema de perfusién.

Analisis de los datos

Los videos fueron procesados con Im-Patch©, tal procesamiento consiste en la extraccidn de la
actividad celular y su transformacidon en matrices de actividad (véase Anexo). Todas las neuronas
activas en un campo son seleccionadas para medir su florescencia en funcidon del tiempo, los
transitorios de calcio. El fotoblaqueo, el fenédmeno de discos de Airy y el ruido fueron corregidos al
restar la sefial cruda de la neurona a su fondo local, imagen por imagen. Las sefales de calcio
provocadas por los potenciales de accidn serdn detectadas basdandose en el valor del umbral obtenido
por su primera derivada en el tiempo, especificamente la parte positiva de la derivada de la sefial de
calcio tiene la misma duracion que los trenes de potenciales de acciéon registrados
electrofisioldgicamente (Carrillo-Reid et al., 2008, 2009; Perez-Ortega et al., 2016; Carrillo-Reid et al.,
2016; Duhne et al., 2020). Para el analisis solo son considerados los eventos fluorescentes de
amplitudes mayores a 2.5 veces la desviacidon estandar del ruido, a este umbral se asegura que el 98%
de la sefial de ruido esta por debajo (Figura 1G). El procedimiento anterior es hecho para cada
neurona, del que se obtiene una matriz binaria N x F, N es el nimero de neuronas activas y F es el
numero de imdagenes (cuadros adquiridos). En esta matriz para cada neurona, 1 indica actividad y O
inactividad durante los cuadros adquiridos. Estas matrices pueden expresarse como graficos tipo
raster, donde cada punto representa actividad neuronal en ese cuadro y cada fila representa la

actividad de una célula a lo largo del tiempo (Figura 2).

A partir de las matrices de actividad se obtuvo:

1. Laactividad neuronal del microcircuito estriatal en condiciones control, parkinsoniana y cuando

se adiciono algln agonista dopaminérgico, esto es necesario porque en condiciones control la

25



actividad espontanea es escasa y son muy pocos o ningun pico de coactividad neuronal los que

se registran, por lo tanto, no podemos observar la secuencia de ensambles neuronales. Ademas,

el efecto esperado de los agonistas dopaminérgicos es regresar la actividad estriatal a condiciones

parecidas al control silente. De modo que para caracterizar la actividad neuronal en condiciones

espontdneas los calculos son los siguientes:

Actividad acumulada: La cantidad de actividad neuronal por experimento se cuantifico
mediante graficos de actividad acumulada, que se construyeron sumando la actividad de
todas las neuronas a lo largo del tiempo. Para considerar muestras de experimentos en la
misma condicidn, se hizo un ajuste lineal a los gréficos de actividad acumulada, las pendientes

de los ajustes se representaron como diagramas de caja de Tukey.

Funcidn de distribucion acumulada (CDF, por sus siglas en inglés): se construyo a partir de los
valores de la actividad de cada célula, que se definid como el nimero total de cuadros activos
sobre el niumero total de cuadros, para comparar la actividad de las células individuales a
través de diferentes secciones de un solo experimento. Las CDFs se realizaron para cada

condicion utilizando todas las neuronas de una muestra determinada.

Las matrices provenientes de microcircuitos estriatales control o parkinsonianos activados por un

estimulo cortical que exhiben eventos neuronales sincrénicos, se cuantificaron con:

Histogramas de coactividad: es la suma de la actividad de todas las células por cada cuadro a
lo largo del experimento, muestra cuantas neuronas se activaron juntas por cuadro, a esto le
llamamos picos de coactividad que cuando son estadisticamente significativos constituyen los

ensambles neuronales.

Picos de coactividad significativos: un pico coactivo son las neuronas que tuvieron actividad

sincrénica o correlacionada en una ventana de tiempo, la significancia estadistica se
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determiné utilizando simulaciones de Montecarlo de las matrices de actividad, con 10,000
iteraciones cada una, sélo aquellos picos que superaron el umbral del azar se consideraron
significativos, son los que se toman en cuenta para los siguientes analisis. Al dividir la cantidad
de picos coactivos entre el tiempo total (minutos de duracidn) del experimento obtenemos el

numero de picos de coactividad/min.

Ensambles neuronales: los picos de coactividad se agruparon y compararon usando un indice
de similitud: el coseno del dngulo tomado del producto punto de los vectores columna y se
asociaron utilizando el analisis de agrupamiento jerdrquico con ventanas de tiempo de 12 a
18 cuadros, definiendo asi los ensambles neuronales como neuronas que disparan juntas o de
manera correlacionada de forma transitoria y que pueden alternar su actividad formando

secuencias.

Secuencia temporal de ensambles neuronales: La actividad de las neuronas que forman
ensambles se colored diferencialmente en los graficos tipo raster, y se simbolizaron como
circulos de color en secuencias temporales de ensambles, permitiendo ver la actividad del
circuito, asi como las transiciones entre distintos ensambles de red y la recurrencia en el

mismo ensamble.

Ciclos cerrados de ensambles: Cuando cada ensamble aparecié al menos una vez y el
ensamble inicial es igual al dltimo ensamble, esto es una reverberacion, que tiene lugar

cuando las transiciones entre los ensambles de la red generan un ciclo cerrado.

indice de recurrencia: La recurrencia es la repeticién consecutiva de un ensamble de la red en
lugar de alternar la actividad con otro ensamble; se calcula como la suma total de eventos
recurrentes, cuyo valor minimo es 1 que corresponde a la aparicion de una vez. El indice de
recurrencia es el nimero de veces seguidas que un solo ensamble se repite dividido por la

suma de la recurrencia de todos los demas ensambles.
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= Distribucién de las transiciones para formar un ciclo cerrado: Cuantificamos el nimero de
transiciones requeridas para lograr un ciclo cerrado entre los ensambles de la red; si no se
observa un ciclo cerrado durante el experimento, se asigna el valor "infinito". La distribucién
del numero de transiciones necesarias para cerrar un ciclo de actividad se presenta en graficas
de pastel. Con el fin de evaluar las transiciones necesarias para cerrar un ciclo de actividad, se

excluyen las secuencias que nunca se cerraron.

Estadistica

La actividad acumulada y la funcidn de distribucion acumulada se usaron para poder comparar
condiciones experimentales que no presentaron picos de coactividad, como es el caso de la actividad
espontanea del microcircuito estriatal control y del microcircuito estriatal Parkinsoniano en presencia
de algun agonista dopaminérgico. Para comparar la pendiente del ajuste de la actividad acumulada de
cada condicién experimental se usé la prueba de Kruskal-Wallis. La prueba de Kolmogdrov-Smirnov se
usé para comparar las funciones de distribucién acumulada, pruebas estadisticas que se realizaron
con el software Graph Prism. Para las condiciones experimentales que mostraron picos de coactividad
se usaron las siguientes pruebas estadisticas: La determinacion de un umbral de significancia para los
picos de coactividad emplearon la prueba de Montecarlo, utilizando programas personalizados en
MATLAB. Asi mismo, se realizaron pruebas estadisticas en Graph Prism, con los siguientes propdsitos:
prueba de Mann-Whitney para comparar dos diferentes condiciones, prueba T de Wilcoxon para
comparar dos condiciones pareadas, de los picos coactivos/min. La prueba de Kruskal-Wallis fue usada
para comparar el nimero de transiciones para formar ciclos cerrados de actividad y su distribucion
fue comparada con la prueba de Kolmogdrov-Smirnov. Y el indice de recurrencia entre las diferentes
condiciones farmacoldgicas fue comparado mediante la prueba de homogeneidad de la varianza de
O' Brian. Todas las comparaciones multiples se corrigieron utilizando el procedimiento de Benjamini-

Hochberg con un FDR de 0.05.
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VI.  RESULTADOS

Los resultados se encuentran en el articulo anexo siguiente, Lara-Gonzalez et al., 2019.
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Comparison of Actions between L-DOPA and Different Dopamine Agonists
in Striatal DA-Depleted Microcircuits In Vitro: Pre-Clinical Insights
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Abstract—Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative illness presenting motor and non-motor symptoms due to the
loss of dopaminergic terminals in basal ganglia, most importantly, the striatum. L-DOPA relieves many motor signs. Unfor-
tunately, in the long term, L-DOPA use causes motor disabilities by itself and does not act in comorbid conditions such as
depression. These deficiencies have led to search for drugs such as dopamine (DA) receptor agonists (DA-agonists) that
allow the reduction of L-DOPA dose. Previously, we have identified the attributes of non-stimulated (resting) and cortical
stimulated (active) striatal microcircuits following the activity of dozens of neurons simultaneously using calcium imaging
in brain slices. We also have characterized the changes that take place in DA-depleted microcircuits in vitro. In control con-
ditions, there is Jow spontaneous activity. After cortical stimulation (CtxS) sequences and alternation of neuronal ensem-
bles activity occur, including reverberations. In contrast, DA-deprived circuits exhibit high spontaneous activity at rest,
and a highly recurrent ensemble curtails alternation. Interestingly, CtxS briefly relieves these Parkinsonian signs in DA-
depleted tissue. Here we compare the actions of some DA-agonists used in PD therapeutics on the pathological dynamics
of DA-depleted microcircuits at rest and with CtxS; taking L-DOPA as reference. D,-class agonists better reduce the exces-
sive spontaneous activity of DA-depleted microcircuits. All DA-agonists tend to maintain ensemble alternation seen in
control circuits after CtxS. However, quantitative analyses suggest differences in their actions: in general, DA-agonists
only approximate L-DOPA actions. Nonetheless no treatment, including L-DOPA, completely restores microcircuit
dynamics to control conditions. © 2019 IBRO. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

Key words: Parkinson's Disease, Dopaminergic agonists, 6-OHDA, Calcium imaging, L-DOPA, Microcircuit analysis.

INTRODUCTION and on-off phenomena (Ahlskog and Muenter, 2001; Aquino
and Fox, 2015; Sharma et al., 2015; Picconi et al., 2017). In
addition, L-DOPA does not improve non-motor conditions of
the disease such as depression and cognitive deficits (Millan,
2010). Therefore, there has been a search for adjuvant thera-
pies, including dopaminergic receptor agonists (DA-agonists)
whose use has been associated with lower L-DOPA dosage
and a lower incidence of motor complications (Sprenger and
Poewe, 2013; Jimenez-Shahed, 2016). There are two main
classes of DA-agonists: the less selective D, , receptors ago-
nists such as rotigotine (Jenner and Katzenschlager, 2016;
Chen et al., 2017) and the more selective D,-class receptor
agonists such as pramipexole (Mizuno et al., 2014; Shen et
al., 2017).

The neurotoxic-based animal models of Parkinsonism
have been used for many years, since they mimic many of
*Corresponding author. the pathological and behavioral features of PD in humans,
E-mail address: jbargas@ifc.unam.mx (José Bargas). which make them convenient for the development of new

; 10: i :
Abbreviations: Ctr, control; CtxS, Cortical Stimulation; DA, dopamine; thempies: Mumiet s Lelos; '2010: Morssstia and. B

FDR, False Discovery Rate; CDF, Cumulative distribution function; Paolo, 2018). Recently, calcium imaging in 6-OHDA injured
PD, Parkinson's Disease; L-DOPA, levodopa. rodents allowed us to compare network activity of dopamine

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder
characterized by motor deficits such as tremor, postural
instability, rigidity and bradykinesia (Lees et al., 2009; Obeso
et al., 2017). Motor signs correlate with the loss of 50-70% of
the dopaminergic terminals in the striatum (Burke and
O'Malley, 2013). Terminals loss causes alterations on both
the direct and indirect pathways of the basal ganglia (Kravitz
et al., 2010; Gerfen and Surmeier, 2011; Calabresi et al.,
2014; Parker et al., 2018). Even though L-DOPA, as dopamine
(DA) replacement therapy, has been the gold standard for PD
treatment (Carlsson et al., 1957; Foley, 2000; Mercuri and Ber-
nardi, 2005; Lees et al., 2015; De Deurwaerdére et al., 2017) in
the long-term its usage generates motor secondary effects
such as dyskinesia (L-DOPA induced dyskinesia), wearing-off

https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2019.04.058
0306-4522/© 2019 IBRO. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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depleted (DA-depleted) and control microcircuits (Pérez-
Ortega et al., 2016; Aparicio-Juarez et al., 2019) with single
cell resolution, opening the possibility of in vitro drug testing
in brain slice preparations of histological scale to observe
changes in microcircuit dynamics. The present study is an
initial attempt to do that, using reproducible circuitry proper-
ties, easy to observe.

In control non-stimulated resting microcircuits, there is lit-
tle spontaneous neuronal activity. But after cortical stimula-
tion (CtxS), control microcircuits activity is enhanced
showing transient neuronal groups firing together. These
neuronal assemblies can alternate with other groups form-
ing sequences or closed cycles (Hebb, 1949; Edelman,
1993; Carillo-Reid et al., 2009; Buzsaki, 2010; Pérez-
Ortega et al.,, 2016). In contrast, non-stimulated DA-
depleted microcircuits exhibit enhanced spontaneous activ-
ity with respect to the controls and become particularly
engaged into a highly recurrent network state with
increased synchronization (Liang et al., 2008; Jaidar et al_,
2010, 2019; Lemaire et al., 2012; Pérez-Ortega et al,,
2016). This state may have a surplus activity of D,-
receptor expressing striatal projection neurons although
D;-receptor expressing striatal projection neurons activity
remains important (Parker et al., 2018; Jaidar et al., 2019).
The highly recurrent state is dissolved by the action of D;-
agonists, but the enhancement of spontaneous activity is
not reversed (Jaidar et al., 2010), in contrast to L-DOPA,
which restores spontaneous activity to resting-like condi-
tions (Lemaire et al., 2012; Plata et al., 2013). Interestingly,
CitxS in DA-depleted striatal microcircuits, though briefly,
also relieves the network from the excessive pathological
activity. Addition of L-DOPA to the stimulated microcircuit
prolongs this restoration (Aparicio-Juarez et al., 2019).

D,-class agonist have been used as mono-therapy in the
initial stages of PD (Baker et al., 2009) and co-applied with
L-DOPA in more advanced phases of the disease (Brooks,
2000; Linazasoro and Spanish Dopamine Agonists Study
Group, 2004; Stocchi, 2009; Millan, 2010). Ds-agonists
restore the balance between direct and indirect pathways
(Ballion et al., 2009), decreasing pathological activity. Here
we want to correlate these findings in vitro using the activity
of neuronal networks of histological scale. We compare the
actions of less selective D4 »- agonists with those of more
selective Ds-agonists (Hu and Wang, 1988; Wang and
Zhou, 2017) under two different conditions pertaining the
pathophysiological signatures of parkinsonism (Pérez-
Ortega et al., 2016): First, how agonists decrease excessive
spontaneous neuronal activity in non-stimulated DA-
depleted striatum. Secondly, how they act during network
dynamics restoration induced by CtxS (Aparicio-Juarez et
al., 2019). The results of this work show that both classes
of DA-agonists exhibit subtle differences in spontaneous
and stimulated network activity when compared with differ-
ent metrics during circuit dynamics, a finding that may have
clinical relevance. In vitro preparations appear to be poten-
tial bioassays to test combinations of adjuvant therapies
and new drugs, in addition to cellular, behavioral and clinical
tests. Their cost is low and the actions of several drugs can
be tested and correlated with other assays.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Research subjects

Protocols were designed and performed as approved by the
Institutional Committee for Laboratory Animals Care and
Use of the Instituto de Fisiologia Celular (IFC), UNAM
(NOM-062-Z00-1999; laboratory protocols JBD-59-15) in
accordance with the international norms for the ethical use
of experimental animals established in the National Insti-
tutes of Health Guide for Care and Use of Laboratory Ani-
mals Eighth Edition (NIH, 2010). Male and female C57BL/
6 mice breaded in the animal facilities of the IFC were used
in all experiments. Mice were housed in a temperature con-
trolled, pathogen-free room, on a 12:12 light: dark cycle and
allowed food and water ad libitum.

Drugs

6-OHDA (6-Hydroxydopamine hydrochloride, Sigma-
Aldrich H4381-100MG) was dissolved in saline solution
and injected intracranially (0.1 mg/ml) to obtain hemi-
parkinsonian mice. Apomorphine (R-(-)-apomorphine
hydrochloride hemihydrate Sigma-Aldrich A4393-250MG)
was diluted in saline vehicle and administered via subcuta-
neous injection to measure rotational behavior in 6-OHDA
injected animals. Calcium Orange 8.2 uM (Molecular
Probes®, Life technologies, Mexico City, MX) was diluted
in dimethyl sulfoxide (DMSOQO) solution, 0.1% DMSO,
0.67% Pluronic Acid (Pluronic TM F-127, Life Technologies
Corporation, Oregon USA, P3000MP) and dissolved in arti-
ficial cerebral spinal fluid (ACSF) to be applied to brain
slices at 36 °C for 40 min for calcium imaging. NMDA (N-
Methyl-D-aspartic acid, Sigma-Aldrich M3262), L-DOPA
(3,4-Dihydroxy-L-phenylalanine, Sigma-Aldrich D9628),
apomorphine (R-(-)-apomorphine hydrochloride hemihy-
drate, Sigma-Aldrich A4393), quinelorane (quinelorane
hydrochloride, Tocris Bioscience. CAS97548-97-5), prami-
pexole (pramipexole dihydrochloride, Sigma-Aldrich
A1237), ropinirole (ropinirole dihydrochloride, Sigma-
Aldrich R2530) and rotigotine (rotigotine hydrochloride,
Sigma-Aldrich R9281) were dissolved in ACSF and applied
to the bath saline during calcium imaging. Saturating con-
centrations were employed in all cases reported.

6-OHDA model

The hemi-parkinsonian mouse obtained by 6-OHDA unilat-
eral injections is the most common Parkinsonian rodent
model used in research (Ungerstedt and Arbuthnott,
1970). For that purpose 125 mice 25-30 days old were
anesthetized intraperitoneally with ketamine (85 mg/kg)-
xylacine (15 mg/kg) for stereotaxic surgery. 0.8 pL of 8-
OHDA (0.1 mg/ml) were injected intracranially at a 0.2 pL/
min rate in —2.6 mm AP, -1.5 mmLMy - 4.7 mm DV from
Bregma, targeting the edge of SNc and MFB. Immediately
after surgery animals were placed on a heating pad until
fully awaken. After 15-30 days recovery period (Postnatal
day 45-60), DA-depletion was measured by rotational
behavior test, during this period mice received chocolate
pellets ad libitum and subcutaneous 100 pL glucose 2% in
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saline solution daily injections were administered if more
than 20% weight loss was detected. 80% of the injected
mice survived (100 mice) until rotational evaluation. For
turning behavior evaluation, apomorphine was injected sub-
cutaneously (0.5 mg/kg in saline vehicle with 0.02% ascor-
bate). Ipsilateral and contralateral rotations to the lesion
site were counted with the program RotaCount 2.0 (Omni-
Tech, Sioux Falls SD) for at least 50 min. The ratio of con-
tralateral vs ipsilateral rotations was used to identify
unilateral DA-depleted mice. Whenever mice presented
more contralateral rotations than ipsilateral rotations (ratio =
2) and total contralateral rotations were at least 50 (1 per
minute) mice were considered as successfully DA-
depleted. Lesion efficacy was 65% as measured by this test
(for rotation data see Fig. 1E). This test has previously been
reported as effective in detecting about 80% dopamine
depletion (Heuer et al., 2012). The lesioned hemisphere
used for in vitro experiments is referred to as dopamine
depleted (DA-depleted) in the present paper. Not every
DA-depleted mouse resulted in experiments reported here
since slices with less than 80% cell survival were discarded;
this was quantified based on videos with 20 mM KCI appli-
cation at the end of each experiment. In total, slices from
50 mice were used for calcium imaging experiments.

Immunohistochemistry

Tyrosine Hydroxylase (TH) immunohistochemistry staining
was performed as previously reported (Aparicio-Juarez et
al., 2019) to confirm DA depletion in some 6-OHDA lesioned
mice (Fig.1A-D). Briefly, 8 days after behavioral evaluation,
lesioned mice were anesthetized and perfused with phos-
phate buffer solution 0.1 M (PBS) (NaH2PO4 15 mM, Nax.
HPO, 80 mM, NaCl 50mM, pH7.4) and 4%
paraformaldehyde fixative (PFA) in PBS 0.1 M, pH 8). After
brain extraction, 50 um coronal slices were obtained in a
vibratome (PELCO easiSlicer Ted Pella, Redding, CA)
and stored in PBS. Slices were blocked with 1% bovine
serum albumin (BSA) in PBS and 0.1 M- Triton 3% for
40 min at room temperature and washed three times in
PBS 0.1 M. Primary antibody (Rabbit, anti-Tyrosine Hydro-
xylase, Chemicon International, 1:500 in PBS 0.1 M- Triton
3%) was incubated at room temperature for 12 h and
washed three times with PBS 0.1 M. Slices were incubated
with secondary antibody (Cy3-conjugated Affini Pure Don-
key anti-Rabbit, Jackson Immuno Research, Inc. 711-165-
152 1:250 in PBS 0.1 M- Tritén 3%) at room temperature
for 2 h and washed three times with PBS 0.1 M. Finally,
slices were cover slipped with DAPI (Vecta Shield, Vector
Laboratories, Inc. H-1200) and images were obtained by
confocal microscopy (Zeiss LSM-710, objective: C-
Apochromat 10X N.A. 0.45, laser 543 nm). DA fibers in
the striatum were quantified as fluorescence intensity com-
pared to the intact side using ImageJ®, while DA somata
were manually counted from confocal micrographies. In
both cases DA depletion was confirmed to be at least
80%, as illustrated in Fig. 1C-D, across 17 slices taken from
different animals. Stereoscopic images were obtained on a
Nikon SMZ1500 (HR objective, Apo 1x WD 54).

Calcium imaging

Both controls and DA-depleted mice were anesthetized intra-
peritoneally with ketamine-xylacine (85 mg/kg-15 mg/kg) and
perfused intracardially with chilled sucrose solution (234 mM
sucrose, 28 mM NaHCO;, 7 mM dextrose, 4.54 mM pyruvate,
0.28 mM ascorbic acid, 2.5 mM KCI, 7 mM MgCl., 1.44 mM
NaH,PO,, 0.4 mM CaCl,, 4 °C). For DA-depleted mice, there
was a 14 days delay between rotational behavioral tests and
calcium imaging experiments. Once brains were extracted,
300 um thick para-horizontal slices with a 30° angle were taken
(Fig. 1F). in a vibratome (PELCO easiSlicer Ted Pella, Red-
ding, CA) and kept in ACSF (126 mM NaCl, 15 mM dextrose,
26 mM NaHCO3;, 0.2 mM thiourea, 0.2 mM ascorbic acid,
2.5 mM KCI, 1.3 mM MgCl,, 1.2 mM NaH,PQ4 and 2.0 mM
CaCl,; pH = 7.4; 300 + 5 mOsm/L) continually perfused with
95% O, and 5% CO.. Slices from control (Ctr) and lesioned
(DA-depleted) animals were used. Since long-term data acqui-
sition was required, a low photobleaching fluorophore (Thomas
et al., 2000), Calcium Orange, was chosen. Slices were incu-
bated in a Calcium Orange solution (Calcium Orange 8.2 uM,
0.1% DMSO, 0.67% Pluronic Acid in ACSF) at 36 °C for
40 min and later located in a perfusion chamber with constant
ACSF flow under a 20X immersion objective (Olympus
XLUMPLFLN Objective, 1.00 NA, 2.0 mm WD). Observation
field was 750 x 750 pm. Fluorophore stimulation was carried
out with a Lambda LS llluminator (Sutter Instruments, Peta-
luma, CA, USA) and a 570/30 nm light filter. Im-Patch© an
open source software designed in the LabView environment
(National Instruments, Mexico City, Mexico; available at hitp://
Impatch.ifc.unam.mx) was used for fluorescence recordings
controlling a CoolSnap K4 camera (Photometrics, Tucson,
AZ, USA). Videos were 720-2160 frames long and acquisition
rate was 6 frames/ s. To cover long periods, 7-10 videos were
taken per experiment, making up to 90 min per experiment.

In order to confirm calcium fluorescence reliability as
activity reporter simultaneous calcium and electrophysiolo-
gical recordings were obtained using whole cell current-
clamp configuration. Patch pipettes (3—6 MQ) were filled
with a solution that contains in mM: 115 KH,PO,, 2 MgCl.,
10 HEPES, 0.5 EGTA,10 NaCl, 0.2 ATP, 0.2 GTP and
0.03 Calcium Orange salt, the pH was 7.24. As shown in
Fig. 1G, the positive derivative d(AF/F)/dt of fluorescence
transients coincide in time and duration with cell activity.

Data acquisition

Control striatum slices were compared in two main condi-
tions: spontaneous activity and stimulation-evoked activity.
Two stimuli were compared, the previously used pharmaco-
logical stimulation consisting in the application of 2 pM
NMDA (Carrillo-Reid et al., 2008) and CtxS (Aparicio-
Juarez et al., 2019) consisting in 10 pulses, at 40 Hz, 1.1-
1.3 mA through a bipolar concentric electrode 50 ym at
the tip (FHC, #CBCFE75, Bowdoin, ME, USA) inserted in
primary motor cortex (M1) layer V as shown in Fig. 1F.
Recordings were obtained in the adjacent dorsal, mostly
dorsolateral, striatum in every case. DA-depleted striatum
slices were also compared in two conditions: activity altered
solely by dopaminergic agonists application (10 uM L-
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Fig. 1. (A) Stereoscopic fluorescence microscopy showing decreased TH-CY3 on the lesioned hemisphere (right) compared to the intact hemisphere
(left) both on striatum (Str) and Substantia nigra compacta (SNc). (B) Confocal microscopy of chosen areas of the Str and SNc from both hemi-
spheres. (C) Percentage reduction of TH+ cells somata in the SNc as compared to the non-lesioned side (n = 17 mice). (D) Percentage reduction of TH-
immunoreactive (TH+) fibers (n = 17 mice; fluorescence intensity compared to the non-lesioned side). (E) Box plot showing unbalance in turning behavior
evaluated in a sample of experimental animals (n = 65 mice; apomorphine 0.5 mg/Kg). Note variability. (F) Diagram of a sagittal mouse brain slice
showing (dotted line) the orientation of a para-horizontal (30°) brain slice (top). Diagram of stimulation and recording sites: mostly motor cortex and dorso-
lateral striatum, respectively (bottom). (G) Simultaneous electrophysiological (top signal) and calcium imaging recordings (middle) are shown. An intra-
cellular current step of increasing strength was applied to evoke increasing numbers of action potentials and corresponding increases in calcium entry
seen as changes in the fluorescence signal (AF/F). The positive phase of the time derivative of the calcium transient, d(AF/F)/dt, reports the duration of
electrophysiological activity (bottom). These durations are denoted with dots in raster plots (bottom).
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Benjamini-Hochberg procedure with a 0.05 FDR and recur-
rence index among different pharmacological conditions were
compared using O'Brian Homogeneity of variance test.

RESULTS

DA-depleted microcircuits differ from control
striatal microcircuits

Microcircuit activity can be accurately recorded by calcium
entry during neuronal firing (see Experimental Procedures
and Pérez-Ortega et al., 2016), the positive time derivative
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of a calcium transient corresponds in time and magnitude with
action potentials firing (Fig. 1G). Microcircuit activity can be
illustrated in the form of raster plots where rows in the y-axis
represent the activity of each neuron in the microcircuit along
time, and each dot the activity of a cell in one frame (Fig. 1G).
Every raster plot in this work corresponds to a single brain
slice taken from a single animal, there are no different experi-
ments coming from the same slice or animal (Videos using
calcium orange can be seen in Aparicio-Juarez et al., 2019
and in Video A of the present work).

As previously reported (Carrillo-Reid et al., 2008; Jaidar et
al., 2010; Pérez-Ortega et al., 2016), the non-stimulated
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control (Ctr) striatal microcircuit has little spontaneous activ-
ity (Fig. 2A), similar to that recorded in a resting subject in
vivo (Mink, 2003; Parker et al., 2018). In contrast, after cor-
tical stimulation (CtxS; 10 pulses at 40 Hz in cortex layer V
see Experimental Procedures), the striatal microcircuit exhi-
bits enhanced activity that may be recorded for a long time
after the stimulus (Fig. 2B; see also Aparicio-Juarez et al.,
2019), resembling that recorded during motor activity in vivo
(Mink, 2003; Cacace et al., 2017; Parker et al., 2018). A
similar increase in network activity and motor behavior
may be recorded during the administration of NMDA
(2 uM), a glutamatergic receptor agonist, into the striatum
(data not shown); see also Ossowska and Wolfarth, 1995;
Carrillo-Reid et al., 2008). Both cortical stimulation and
NMDA generate network dynamics characterized by the
alternation or transitions between network states activity.
Histograms of cellular coactivity at the bottom of raster
plots show the sum of neuronal activity per frame in each
panel (Fig. 2A-D). The threshold to consider a significant
peak of coactivity is represented by a dotted line
(P < 0.001). In control conditions there are no significant
peaks of coactivity (Fig. 2A; n = 12 experiments) due to
low spontaneous activity; frames with no activity can be
recorded. In contrast, after delivering a cortical stimulus
(CtxS; Fig. 2B; n = 5; see Aparicio-Juarez et al., 2019),
network activity is enhanced and displays significant peaks
of neuronal coactivity (Fig. 2B) as compared to non-
stimulated controls (cf., Fig. 2A). Similarly, the non-
stimulated DA-depleted striatal microcircuit (Fig. 2C; n =
33) exhibits significant spontaneous activity as compared
to the non-stimulated controls (cf., Fig. 2A) accompanied
by several significant coactivity peaks (histogram below ras-
ter plot in Fig. 2C) without any electrical or chemical stimu-
lus. Significant coactivity peaks in a stimulated control
(Fig. 2B), non-stimulated DA-depleted microcircuit (Fig. 2C)
and stimulated DA-depleted microcircuits (Fig. 2D) are illu-
strated as colored circles below the histograms (network
states). Note that in stimulated control and DA-depleted micro-
circuits (Fig. 2B and D) network states form chain-like
sequences with alternation of activity between network states
(Buzsaki, 2010; Pérez-Ortega et al., 2016) including closed

ring-like cycles, or reverberations. In contrast, the non-
stimulated DA-depleted microcircuit exhibits a sequence of
network states in which a highly recurrent state greatly curtails
the alternation with other states (Fig. 2C bottom, dominant
state colored in red; n = 33), as previously described in rats
and mice (Jaidar et al., 2010; Pérez-Ortega et al., 2016;
Aparicio-Juarez et al., 2019; Jaidar et al., 2019).

We then compared network activity in these microcircuits.
The cumulative activity of every neuron, that is, the area
obtained under the histograms of summed activity, was calcu-
lated for each experiment, and representative examples are
shown in Fig. 3A. Straight lines were fitted to these data and
the slope values for each neuron representing activity of each
cell along time (active / non-active frames) were graphed as
box plots (Fig. 3B). The non-stimulated Ctr microcircuit had sig-
nificantly less activity than all the other conditions (P < 0.001;
Kruskal-Wallis ANOVA, FDR correction: Ctr + CtxS, *P =
0.008; Ctr + NMDA, **P = 0.002; non-stimulated DA-depleted
striatum, **P < 0.0001; DA-depleted + CtxS striatum, ** P =
0.0015). Activity levels between stimulated controls (P = 0.74)
and DA-depleted stimulated microcircuits (Ctr + CixS, P =
0.96; Cir+ NMDA, P =0.74) and non-stimulated DA-
depleted microcircuits to stimulated conditions (Ctr + CtxS,
P =0.5; Ctr + NMDA, P = 0.8; DA + depleted + CtxS, P =
0.43) showed no significant differences using this test. We con-
clude that differences between stimulated and non-stimulated
DA-depleted microcircuits are not based on the number of
active neurons but the dynamics represented by the
sequences of network states (Fig. 2, see also Aparicio-Juarez
etal., 2019).

We next calculated cumulative distribution functions
(CDFs) for cell activity by adding up the cells from all experi-
ments in each condition (Fig. 3C). Extremes of the CDFs
are non-stimulated Cir (n = 449 cells, black trace) and non-
stimulated DA-depleted (n = 1258 cells, gray trace). Stimu-
lated controls and stimulated DA-depleted cases stand
between both extreme conditions (Ctr + CtxS, n = 173 cells
and DA-depleted + CixS, n = 287 cells). Cir + CixS vs. DA-
depleted + CtxS were not significantly different, suggesting
that stimulation relieves the pathologic state found in the
DA-depleted microcircuit (Pérez-Ortega et al., 2016;

Fig. 2. Striatal microcircuit activity in vitro: comparing spontaneous, stimulated, DA-depleted and DA-depleted stimulated conditions. (A-D top) Represen-
tative raster plots showing neuronal activity in single experiments of Ca* imaging recording with single cell resolution (each row in the y-axis shows the
activity of a single cell - numbered; x-axis is time in min, in this and other related figures). Each dot in the plot represents firing as the first time derivative of
the somatic Ca2* transient from a single cell (Pérez-Oriega et al., 2016). Histograms at the middle in panels A to D show cellular coactivity and significant
neuronal coactivity peaks (dotted line denotes significance level). Neurons belonging to the same neuronal ensembles are presented by different colors in
their respective coactivity peaks. (A) Control striatal activity without stimulation shows little spontaneous activity (top), intervals without activity, and no
significant coactive events (bottom). (B) Administration of an adequate cortical stimulus (CtxS; see Experimental Procedures and Aparicio-Juarez et al.,
2019) increases overall activity in the circuit (top) reflected by significant peaks of coactivity (middle) made by different neuronal groups (colored). Each
significant coactivity peak is represented by a colored circle at the bottom showing a sequence of activation of network states. The sequence of activation
shows alternation between states which may reach closed cycles or reverberations (triangle at bottom right). (C) In contrast to control (panel A), non-
stimulated dopamine (DA) depleted striatum shows high overall spontaneous activity (top), without applying any electrical or chemical stimuli. Significant
coactivity peaks are also present (middle). However, sequences of network states show that most activity is due to a highly recurrent state (red). This
behavior disrupts alternation and reverberations during the time shown (bottom right). (D) Administration of a cortical stimulus in a DA-depleted striatum
dissolves the highly recurrent state and more diverse neuronal ensembles reappear as significant peaks of coactivity (middle). The sequence of network
states shows again altemnation (bottom) and reverberation (bottom right) between network states. Raster-plots are representative examples of samples in
each condition (non-stimulated control, n = 12 experiments; Ctr + CtxS, n = 5 experiments; non-stimulated DA-depleted striatum, n = 33 experiments;
DA-depleted +CixS, n = 7 experiments).
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Fig. 3. Measurements of microcircuit activity in different conditions: control (Ctr) without any stimulus, control plus cortical stimulation (Ctr + CtxS), control
plus NMDA administration (Ctr + NMDA), non-stimulated DA-depleted tissue (DA-depleted) and cortically stimulated DA-depleted microcircuits (DA-
depleted +CtxS). (A) Cumulative activity graphs from single representative experiments as those in Fig. 2 were built adding the areas under activity his-
tograms along time. Straight lines are fitted to the data and the slopes of fitted lines denote cellular activity along time (activity/time). (B) Box and density
plots of cellular activity along time in samples of different conditions, each point is a slope obtained as in (A). All conditions are significantly different to the
control (Kruskal-Wallis test with post-hoc FDR test; P < 0.001) but there are no differences between Ctr + CtxS, Ctr + NMDA and DA-depleted +CtxS
with or without stimulation, suggesting that the level of activity is equivalent (Ctr, n = 12 experiments; Ctr + CtxS, n = 5 experiments; Ctr + NMDA,
n = 5 experiments; non-stimulated DA-depleted, n = 33 experiments; DA-depleted +CtxS, n = 7 experiments), implying that differences between control
and DA-depleted circuits reside in the dynamics and not the level of activity. (C) Still, we built Cumulative distribution functions (CDFs) using all cells from
the different experimental samples in each condition: (Ctr, n = 449 cells; Ctr + CtxS, n = 173 cells; Ctr + NMDA, n = 127 cells; DA-depleted, n = 1258
cells; DA-depleted +CtxS, n = 287 cells). For these data, Kolmogorov Smirnov test (with post hoc pair-wise comparisons using FDR (Benjamini et al.,
2006)) yielded significant differences between the non-stimulated DA-depleted circuit and stimulated Ctr and DA-depleted circuits. (D) A matrix of the sig-
nificant P values confirms that control non-stimulated microcircuit differs from all four conditions. The non-stimulated DA-depleted condition shows activity
significantly higher to that from Ctr + CtxS, Ctr + NMDA and DA-depleted + CtxS microcircuits. No significant differences between Ctr + CtxS, Ctr +
NMDA and DA-depleted + CtxS conditions were found. *denotes statistical significance in this and other figures. FDR stands for false discovery rate
correction.

Aparicio-Juarez et al., 2019). A difference with non-stimulated correction test). A color matrix with post hoc FDR corrected
DA-depleted microcircuits and Ctr stimulated circuits was test P-values is shown in Fig. 3D. Note that there are no sig-
revealed (P < 0.03; Kolmogorov Smirnov tests, FDR nificant differences between Ctr + NMDA and Ctr + CixS
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Fig. 4. D, »-class of DA-agonists decrease the spontaneous activity of DA-depleted microcircuits in vitro. Left sections of the raster plots (A and C) show
representative non-stimulated DA-depleted microcircuit activity. Notice that in both cases peaks of significant coactivity and a highly recurrent ensemble
are evident (green) prior to DA-agonists administration as shown in the histograms bellow. DA-agonists were added after the vertical line. (A) Addition of
apomorphine (20 pM) reduces the number of significant coactivity peaks. (B) The reduction of coactivity peaks per minute significantly decreased after
apomorphine administration compared with DA-depleted microcircuit without treatment (n = 6 experiments; Wilcoxon matched pairs signed rank test or
Wilcoxon T test, P = 0.0313). (C) Addition of rotigotine (10 pM) not only decreased overall activity but also eliminated most significant peaks of coactivity
(bottom). (D) This is clear when comparing significant peaks of coactivity per minute before and after rotigotine administration (n = 6 experiments; P =

0.0313; Wilcoxon T test).

conditions, suggesting that both ways to activate striatal
microcircuits are equivalent.

Dopamine receptor agonists reduce enhanced
spontaneous activity in the DA-depleted microcircuit

Typically, the DA-depleted microcircuit exhibits an excess of
activity compared to non-stimulated controls (cf., Fig. 2A
and C). Previously, we demonstrated that the application of
L-DOPA reduces spontaneous activity of the DA-depleted
microcircuit to control-like levels and that this action is reversi-
ble upon washing off L-DOPA (Plata et al., 2013). Now, we
compare dopamine receptor agonists (DA-agonists) in the

absence of stimulus. First, we tested less selective DA-
agonists (Fig. 4), that is, agonists with considerable actions
on both D4 and D5 receptor classes. The most used in PD
treatment are apomorphine and rotigotine, which bind to both
D+- and D,-class receptors with different affinities.

D4 »-class agonists reduced the enhanced spontaneous
activity of DA-depleted microcircuits. Both 20 pM apomor-
phine (Fig. 4A; representative raster; the gray line divides
activity before and after administering the drug) and 10 pM
rotigotine (Fig. 4B, representative) showed similar effects by
reducing microcircuit activity significantly. Coactivity peaks
per minute were compared before and after drug administra-
tion (Wilcoxon T test), and their reduction was demonstrated
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in samples of both apomorphine (Fig.4B, n = 6 experiments;
P = 0.0313) and rotigotine (Fig. 4D; n = 6 experiments; P =

0.0313). The assay shows that at therapeutic but saturating
concentrations rotigotine performance is better than that of
apomorphine.
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More selective D.-class (D;) receptor agonists are also
used for the early treatment of PD (Stocchi et al., 2016). To
explore the effects of these agonists on the enhanced sponta-
neous activity of DA-depleted microcircuits, 10 pM pramipex-
ole (Fig. 5A; n = 6 experiments), 10 uM ropinirole (Fig. 5C;
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n = 7 experiments) and 10 yM quinelorane (Fig. 5E; n = 6
experiments) were applied. All of them reduced the excess
in spontaneous activity of DA-depleted microcircuits (prami-
pexole: Fig. 5B, P = 0.0313; ropinirole: Fig. 5D; P = 0.0156;
quinelorane: Fig. 5F; P = 0.0313; Wilcoxon T tests). To con-
clude, all DA-agonists tested reduced the pathological spon-
taneous activity of DA-depleted microcircuits.

D,-class receptor agonists were more effective in
decreasing the spontaneous activity of DA-
depleted microcircuits

All DA-agonists reduced the excess in pathological sponta-
neous activity of non-stimulated DA-depleted microcircuits
(see previous section). To better evaluate whether there were
differences between the different DA-agonists, a Kruskal-
Wallis ANOVA analysis with FDR post hoc correction test
between the cumulative cellular activity was made (Fig. 6A).
As previously mentioned, spontaneous neuronal activity of
the non-stimulated DA-depleted microcircuit was significantly
enhanced in comparison with non-stimulated Ctr microcircuit
(P <0.0001; control: n=12 experiments; DA-depleted
microcircuit: n = 33 experiments). Then we compared the
activity of DA-depleted microcircuits after a DA-agonist was
added with that of non-stimulated DA-depleted microcircuits
(Kruskal-Wallis ANOVA, P < 0.0001, post hoc FDR correc-
tion test). Activity in non-stimulated DA-depleted circuits was
significantly larger than the activity in DA-depleted microcir-
cuits plus L-DOPA (Fig. 6A; P = 0.0004; n = 7 experiments),
confirming previous studies (Plata et al., 2013). Surprisingly,
however, DA-depleted microcircuits treated with apomor-
phine or rotigotine were not significantly different from the
non-stimulated DA-depleted microcircuits (Fig. 6A; P = 0.99;
n = 6 experiments and Fig. 6A; P = 0.5; n = 6 experiments),
suggesting that less selective agonists have a more limited
action on the spontaneous activity of DA-depleted microcir-
cuits (Jaidar et al., 2010). Nonetheless, when adding more
selective Dy-agonists to DA-depleted microcircuits, activity
was significantly less than that found in untreated DA-
depleted microcircuits, namely: pramipexole (Fig. 6A; P =
0.00015; n = 6 experiments), ropinirole (Fig. 6A; P = 0.0001;
n = 8 experiments) and quinelorane (Fig. 6A; P = 0.0001;
n = 6 experiments). These results suggest that more selective
D»-class agonists were better than less selective D1 »>-class
agonists in reducing the excess of spontaneous activity
observed in non-stimulated DA-depleted microcircuits.

An even mare stringent test was performed by comparing
cumulative probability distribution functions (CDFs) for each
condition using all cells from each experiment (Fig. 6B-D). First,
we compared non-stimulated control CDF (n = 449 cells, black
trace; Fig. 6B) with that of the non-stimulated DA-depleted

microcircuit (n = 1258 cells, gray trace; Fig. 6B), and with the
DA-depleted + L-DOPA (n = 232 cells, red trace; Fig. 6B).
There was no significant difference between control microcir-
cuit activity and DA-depleted microcircuit plus L-DOPA (P =

0.15; Kolmogorov—Smirnov test with FDR correction), suggest-
ing that in this stage of experimental early Parkinsonism (i.e.,
“L-DOPA honey moon”), L-DOPA tends to return the microcir-
cuit dynamics to control conditions. As expected, the CDF of
the non-stimulated DA-depleted microcircuit was significantly
different from these two conditions, its CDF was far right to con-
trol and L-DOPA CDFs (Fig. 6B; see graded pseudocolored
matrix of paired P-values in Fig. 6E).

Using this stringent test, most DA-agonists employed could
not match L-DOPA actions (Fig. 6C and D; see graded pseudo-
colored matrix of paired P-values in Fig. 6E Kolmogorov—Smir-
nov test with FDR corrections). However, quinelorane was not
significantly different from the non-stimulated control (207 cells,
P = 0.06). Every other CDF was significantly different from
control CDF: apomorphine = 262 cells, P = 6.6 x 10™'%; roti-
gotine = 139 cells, P = 5.0 x 1076; pramipexole = 255 cells,
P = 0.004; ropinirole = 249 cells, P = 0.006. This analysis
showed that apomorphine and rotigotine CDFs were to the right
of the control and L-DOPA CDFs (Fig. 6C), while Do-agonists
CDFs superimpose in part with control and L-DOPA CDFs
(Fig. 6D). We conclude that D,-agonists better reduce the
excess of spontaneous activity of non-stimulated DA-depleted
microcircuits, but no agonist completely emulates L-DOPA
actions in this respect. Up to now, we have compared non-
stimulated DA-depleted microcircuits before and after addition
of L-DOPA or DA-agonists: all DA-agonists reduced sponta-
neous resting pathological activity when compared one by
one. Though, only L-DOPA (and to a minor extent quinelorane)
approached the activity of non-stimulated controls. Activity
remained significantly different from control microcircuit after
the reduction of pathological activity by any of the DA-
agonists. It has been previously demonstrated (Aparicio-
Juarez et al.,, 2019, Fig. 2D) that cortical stimulation reduces
overall activity restoring neural ensembles sequences similar
to control for a limited period of time. Therefore, we asked
how DA agonists would interact with this action, perhaps
prolonging it. In addition, a comparison between DA agonists
actions may suggest which are the more effective.

DA-agonists actions on cortical stimulated DA-
depleted microcircuits

To answer the previous questions CixS was applied to DA-
depleted microcircuits previously infused with L-DOPA or
other DA-agonists. First, a representative raster plot of L-
DOPA is shown in Fig. 7A (top) divided into three different
epochs separated by vertical lines. Left epoch shows the

Fig. 5. Comparison of D,-class receptor agonists effects on DA-depleted microcircuits in vitro. Panels: representative raster plots of spontaneously active
DA-depleted microcircuits before and after addition of a dopamine D,-class receptor agonist (separated by a vertical line). Histograms at bottom show
significant peaks of coactive neurons in the same frame. Dotted lines on the histograms show the significance coactivity threshold to record a neuronal
ensemble. (A) Representative experiment showing DA-depleted microcircuit spontaneous activity and the reduction of this activity after addition of 10 pM
pramipexole. (B) Pramipexole reduced the number of significant peaks of coactivity per min (n = 6 experiments; P = 0.0313; Wilcoxon T test). (C) After
the vertical line 10 pM ropinirole was added to the DA-depleted microcircuit. (D) Reduction of coactivity peaks is obvious (n = 7 experiments; P = 0.0156;
Wilcoxon T test). (E) When adding 10 pM quinelorane reduction of activity was evident and (F) coactivity peaks were virtually abolished (n = 6 experi-

ments; P = 0.0313; Wilcoxon T test).
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typical spontaneous activity of a DA-depleted microcircuit.
Middle epoch shows the decrease of this spontaneous
activity due to L-DOPA administration. Right epoch illus-
trates network activity after cortical stimulation (CtxS) in
the continuous presence of L-DOPA, showing that activity
is enhanced again. Coactivity histograms and sequences
of transitions between network states (below the raster
plots) show significant coactivity peaks in the DA-depleted
microcircuit both before and after CixS + L-DOPA.
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However, a difference is evident: the untreated DA-
depleted microcircuit exhibits a highly recurrent network
state that impedes reverberation (bottom), while the stimu-
lated DA-depleted microcircuit in the presence of L-DOPA
shows a variety of coactivity peaks and alternation between
network states including reverberation (bottom; n=4
experiments, see also Aparicio-Juarez et al., 2019) resem-
bling control activity (see Fig. 2A). In the presence of L-
DOPA the DA-depleted microcircuit is able respond to a
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cortical command with near control-like dynamics: a
sequence of network states. This experimental protocol
was then applied to DA-depleted microcircuits when admin-
istering rotigotine, a representative D, z-agonist (Fig. 7B),
pramipexole, a more selective D,-agonist (D, 3; Fig. 8A)
and ropinirole, another Dz-agonist (Fig. 8B). Similar results
to the sole administration of L-DOPA were obtained: prior
to stimulation a highly recurrent state is impeding alternation
and DA-agonists application have a silencing effect. When
CtxS was delivered in the continuous presence of DA-
agonists, network dynamics became a sequence of alter-
nating network states.

Specifically, rotigotine induced less peaks of coactivity
than L-DOPA (Mann-Whitney T test, P = 0.02), although it
restored alternation between network states and closed
cycles. On the other hand, pramipexole induced a more
balanced alternation between network states, although in
the experiment shown, closed cycles did not appear (see
statistics below). Ropinirole did not restore alternation com-
pletely during the sequence of network states, but closed
cycles could be present in some cases.

Performance comparison of DA-agonists on
cortical activated DA-depleted microcircuits

As shown in Fig. 2, CixS briefly and transiently recovers
control stimulated network dynamics in DA-depleted micro-
circuits by inducing a sequence of network states activity,
similar to that induced in Ctr circuits. However, this change
towards control dynamics only lasts approximately 30 min
(Fig. 9A top), unless L-DOPA is administered (see
Aparicio-Juarez et al., 2019). In that case, a DA-depleted
circuit activated by CtxS maintains the alternation of net-
work states for a longer period of time, e.g., 60 min. There-
fore, here we compare the actions of CitxS plus the
presence of L-DOPA or other DA-agonists (after 60 min),
and solely CtxS (30 min), over DA-depleted circuits. First,
we used the number of transitions between network states
to achieve a closed cycle, a measure of how much alterna-
tion between network states is allowed by the circuit (Pérez-
Ortega et al., 2016), presented in pie plots (Fig. 9A). A

colored scale (at the bottom) shows the number of transi-
tions required to reach a closed cycle, where black color
indicates the cases in which a closed cycle was not reached
during the time of recording. Even in control conditions
(Ctr + CtxS) sequences of neuronal ensembles may not
reach a closed cycle during the course of the experiment
(12%). When DA-depleted microcircuits receive a cortical
stimulus (DA-depleted + CtxS) the highly recurrent state is
transiently abolished and microcircuit dynamics resembles
that of the Ctr + CtxS microcircuits (Fig. 9A top): where only
a minority of sequences do not reach closed cycles (18%;
P = 0.206; Kolmogorov—Smirnov test with post hoc FDR
correction). This confirms that cortical stimulation briefly
(30 min) relieves the microcircuit from the highly recurrent
state as previously reported (Aparicio-Juarez et al., 2019).
The maintenance of control-like network dynamics in stimu-
lated DA-depleted microcircuits for longer time, e.g., 60 min,
requires the action of L-DOPA (Aparicio-Juarez et al.,
2019). Therefore, here we compared to what extent different
DA-agonist could prolong the action of CtxS in terms of net-
work alternation sequences and closed cycles (Pérez-
Ortega et al., 2016).

It was found that, even if L-DOPA induces alternation of
network states in the stimulated condition, a higher percen-
tage of non-closed cycles, 36%, is revealed as compared
with Ctr + CtxS (P = 0.007; n = 4 experiments; Kolmo-
gorov—Smirnov test with post hoc FDR correction in this
and next comparisons of this section). Still, most sequences
had closed cycles. Using the same test other agonists yield:
rotigotine (P = 0.002, n =4 experiments), pramipexole
(P=0.016, n=4 experiments) and ropinirole (P =
1X107°, n = 4 experiments). The results suggest that even
when active DA-depleted circuits exhibit sequences of net-
work states. However, no DA-agonist, including L-DOPA,
is capable of completely resembling the Ctr + CtxS circuit.

Since all active DA-depleted circuits exhibit several
closed cycles we asked how many transitions between net-
work states were needed to reach them, excluding the
instances in which there were no closed cycles during
recording time. Fig. 9B shows this comparison with density
plots: Ctr + CtxS distribution was compared (Kruskal-Wallis

Fig. 6. D,-class receptor agonists were more effective in decreasing the excess of spontaneous activity in DA-depleted microcircuits. (A) As in Fig. 3B, cellular
activity over time was compared among the different experimental conditions (experiments/condition: non-stimulated control (Ctr) =12, non-stimulated DA-
depleted = 33, non-stimulated DA-depleted +L-DOPA = 7, +apomorphine = 6, +rotigotine = 6, +pramipexole = 6, +ropinirole = 8, +quinelorane = 6). As
previously mentioned, activity over time of the non-stimulated DA-depleted microcircuit is significantly larger than that of the non-stimulated control microcircuit
(P < 0.0001). DA-depleted microcircuit activity significantly decreased (Kruskal-Wallis ANOVA, P < 0.0001, with FDR correction) after administration of L-
DOPA (P < 0.0004), and D2-class agonists, namely: pramipexole (P = 0.00015), ropinirole (P = 0.0001) and quinelorane (P = 0.0001). However, D, »-class
agonists: apomorphine (P = 0.99) and rotigotine (P = 0.5) failed to differ from the DA-depleted microcircuit. (B) Cumulative distribution functions (CDFs) of cell
activity from: non-stimulated control (n = 449 cells; black trace); non-stimulated DA-depleted (n = 1258 cells; gray trace) and DA-depleted + L-DOPA (n = 232
cells; red trace) microcircuits. Note that when adding L-DOPA to the DA-depleted microcircuit its CDF greatly resembles the one from control microcircuit (P =
0.15; Kolmogorov—Smirnov test with FDR correction). Non-significant differences with non-stimulated controls predicts a good therapeutic effect. (C) In this
respect, CDFs from DA-depleted microcircuits after the addition of apomorphine (n = 262 cells; P = 6.6X107"'?) and rotigotine (n = 139 cells; P = 5.0X107%)
showed significant differences with non-stimulated controls, that is, less selective DA-agonists did not approach the control; these DA-agonists stay in between
non-stimulated Ctr and non-stimulated DA-depleted circuits. (D) In addition, compared to control CDF, CDFs from DA-depleted microcircuits after the addition
of D2-class selective DA-agonist were also significantly different to non-stimulated Ctr: pramipexole (n = 255 cells; P = 0.004), ropinirole (n = 249 cells; P =
0.006) and quinelorane (n = 207 cells; P = 0.06). However, the CDFs of these DA-agonists are nearer to control CDF (black line). (E) A matrix of P-values from
pairwise comparisons, based on CDFs (Kolmogorov—Smimov test with FDR corrections) shows that only the action of L-DOPA was not statistically different
from control activity. All DA-agonists statistically differ from the control using this stringent test. D,-agonists do not differ much among them.
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ANOVA with post hoc FDR correction) with: DA-depleted
microcircuits plus CtxS at 30 min (P = 0.149), and with
DA-depleted microcircuits plus CtxS and DA-agonists at

results

suggest that L-DOPA and pramipexole have a better

performance than rotigotine and ropinirole in DA-depleted
microcircuit dynamics.

60 min: L-DOPA (P = 0.736), rotigotine (**P = 0.003), pra- In order to unveil drugs' efficacy while making a hierarch-
mipexole (P = 0.199) and ropinirole (***P = 0.001). These ical scale between them we used the recurrence index test
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(Aparicio-Juarez et al., 2019), a measure of how much a
pathological microcircuit has a highly recurrent network
state that curtails alternation between neuron groups. Using
this metric, all DA-agonists were significantly similar to con-
trol stimulated circuits (O'Brien homogeneity of variance
test): DA-depleted + CixS (30 min) P = 0.073, and at
60 min: L-DOPA + CtxS (P = 0.186); rotigotine + CtxS
(P = 0.079); pramipexole + CtxS (P = 0.214); ropinirole +
CtxS, P = 0.071). These results suggest that clinically avail-
able DA-agonists help maintaining microcircuit dynamics
away from the typically highly recurrent dominant state net-
work seen in DA-depleted conditions, even if they fail to
completely preserve CixS effects along time.

DISCUSSION

Previously, we have described some properties of the stria-
tal microcircuit at histological scale (dozens of neurons) in
vitro, to compare controls with DA-depleted microcircuits
(Carrillo-Reid et al., 2008; Jaidar et al., 2010; Carrillo-Reid
et al.,, 2011; Lopez-Huerta et al., 2013; Pérez-Ortega et
al., 2016). Because between molecular-cellular studies
(Millan, 2010) and in vivo animal models (Liang et al.,
2008; Dunnet and Lelos (2010) or clinical studies (Lam,
2000), there is a gap: pharmacological tools or studies at
the microcircuit level in vitro, where drug concentrations
can be controlled. The present work intends to use some
previously described striatal microcircuit properties in vitro
to compare antiparkinsonian agents used in PD
therapeutics.

Spontaneous striatal activity

As seen in vitro, non-stimulated control striatal microcircuits
at a histological scale show little activity (Plata et al., 2013;
Aparicio-Juarez et al., 2019), similar to the activity seen in
resting subjects in vivo (Mink, 2003; Parker et al., 2018).
In contrast, striatal microcircuits depleted of dopamine show
a significantly enhanced spontaneous activity, mainly con-
sisting of a highly recurrent network state (Liang et al.,
2008; Jaidar et al., 2010; Pérez-Ortega et al., 2016; Jaidar
et al., 2019), with both indirect and direct pathway striatal
projection neurons (Parker et al., 2018; Jaidar et al.,
2019). Because the non-stimulated microcircuit behaves
differently in control and after DA-depletion, exhibiting differ-
ent functional network architectures (Pérez-Ortega et al.,
20186), here we considered the non-stimulated and stimu-
lated microcircuits separately.

The present results show that pramipexole, ropinirole and
quinelorane, more selective D,-class DA-receptor agonists

(D, 5-types), greatly decrease the enhanced spontaneous
activity of non-stimulated DA-depleted microcircuits. Less
selective D4 »-agonists such as apomorphine and rotigotine
were not that good in decreasing this enhanced sponta-
neous activity. L-DOPA was better in suppressing this
enhanced spontaneous activity than any other DA-
receptor agonist, suggesting that when a Parkinsonian sub-
ject is at rest, Ds-class DA-agonists signaling would better
control rigidity and resting tremor, the clinical correlates of
this enhanced activity.

Cortical stimulated striatal microcircuits

Striatal microcircuit activity in vitro can be elicited in control
conditions by chemical or electrical stimulus. Low concentra-
tions of NMDA (2 pM in mice) maintains in vitro microcircuits
activated for long periods of time (Fig. 3, see also Carrillo-
Reid et al., 2008), as well as, electrical cortical stimulation
(Control + CtxS). Activation of control microcircuits signifi-
cantly above spontaneous activity can last about half an hour
or more (Fig. 2B, Aparicio-Juarez et al., 2019), resembling in
vivo microcircuits during movement (Mink, 2003; Cui et al.,
2014; Parker et al., 2018). The mechanism by which the stria-
tal microcircuit remains active long after the stimulus is
unknown. A working hypothesis is that spontaneously active
excitatory interneurons, such as cholinergic interneurons
(Goldberg and Wilson, 2005; Tepper et al., 2018; Surmeier
etal., 2011) may ignite microcircuit activation.

Once activated, striatal microcircuits are characterized by
sequences of significant and transient coactivity peaks,
given by different neuronal groups or ensembles (Hebb,
1949; Edelman, 1993; Carrillo-Reid et al., 2008; Buzsaki,
2010; Carrillo-Reid et al., 2017; Klaus et al., 2017), com-
posed of functionally connected neurons (Buzsaki, 2010;
Carrillo-Reid et al., 2015). Different neuronal groups show
alternation between them (Carrillo-Reid et al., 2008, 2009;
2017), reflecting behavioral stages in vivo (Klaus et al.,
2017; Owen et al., 2018; Parker et al., 2018). In contrast,
alternation between ensembles is restricted in DA-
depleted microcircuits in which a highly recurrent network
state which correlates with in vivo locked or disturbed loco-
motion, and reduced encoding specificity (Parker et al.,
2018). Changes in synaptic plasticity after DA-depletion
have been reported (e.g., Calabresi et al., 2006; Gerfen
and Surmeier, 2011; Barroso-Flores et al., 2015; Deffains
and Bergman, 2015) and those might underlie the lack of
alternation between ensembles.

Interestingly, in CtxS DA-depleted microcircuits, the
highly recurrent state disappears temporarily, mitigating

Fig. 7. Cortical stimulation activates DA-depleted microcircuits similarly to control stimulated circuits when D, ;-class dopamine receptor agonists are pre-
sent. Representative raster-plots are divided by vertical lines into three epochs. 1) Non-stimulated DA-depleted spontaneous activity, 2) Addition of 10 uM
L-DOPA (A) or 10 uM rotigotine (B) to the microcircuit, and 3) Activity after cortical stimulation (CtxS) in the presence of DA-agonists. Histograms bellow
each raster plot show significant coactivity events, which are colored according to network states. In both cases (A and B) non-stimulated DA-depleted
microcircuits show a highly recurrent state (colored in red) and less alternation, confirmed by the sequence of network states which fail to form closed
loops. Both L-DOPA (A) and rotigotine (B) eliminate significant coactivity peaks and decrease spontaneous activity. In that condition, cortical stimulation
reignites activity in the DA-depleted circuit in the presence of the DA-agonists. Microcircuits exhibit several and alternating significant peaks of coactivity
(histogram and sequences at bottom). Activation sequences now allow reverberations during recording time. At glance, peaks of coactivity are less likely
to occur after cortical stimulation in the presence of rotigotine as compared to L-DOPA.
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pathological network dynamics (Figs. 2, 3). There are no
significant differences when comparing Ctr + CtxS with
DA-depleted + CtxS circuits within 30 min of stimulation (in
early Parkinsonism). However, after 30 min the highly
recurrent state is reestablished. L-DOPA administration

A

prolongs the improvement (e.g., 60 min), which in in vitro
activated circuits is seen as a recovery of network states
alternations (Aparicio-Juarez et al., 2019). We used differ-
ent statistical analyses to compare the actions of different
DA-agonists in DA-depleted + CtxS microcircuits 60 min
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after the stimulus, using the property of alternation between
ensembles activity. We focused on the actions of the most
used DA-agonists in PD therapeutics (Blandini and Armen-
tero, 2014; Stocchi et al., 2016). Future work will test other
drugs (Millan, 2010).

Dopamine receptor agonists actions on cortical
stimulated striatal microcircuits

At a first glance (see statistical comparisons below), all DA-
agonists had an action similar to that of L-DOPA on DA-
depleted + CtxS microcircuits (Figs. 7, 8): alternation between
network states and closed cycles during the time of recarding
were recovered. The highly recurrent network state was dis-
solved (Jaidar et al., 2010; Aparicio-Juarez et al., 2019).

However, we quantitatively compared the actions of DA-
agonists with different metrics. First, distributions of the num-
ber of transitions required to close a cycle were compared
(pie plots in Fig. 9A black color indicates that no cycle was
closed during recording time; Kolmogorov—Smirnov tests with
post hoc FDR corrections). Within the first 30 min after the sti-
mulus, DA-depleted + CtxS circuits yielded a distribution that
was not significantly different than that from Ctr + CtxS cir-
cuits (P = 0.2086). In contrast, all DA-agonists tested 60 min
after CtxS in DA-depleted circuits had distributions of the num-
ber of transitions required to close a cycle significantly differ-
ent than Ctr + CtxS circuits, suggesting that no DA-agonist,
including L-DOPA, is capable of maintaining CtxS effects.

Thereafter, we excluded the cases with unclosed cycles.
The measurements showed that L-DOPA and pramipexole
produce a better performance than rotigotine and ropinirole,
suggesting that L-DOPA and pramipexole will better
improve movement in Parkinsonian subjects.

Finally, the presence of a highly recurrent network state is
another signature of in vitro DA-depleted microcircuits. The
presence of this condition may be measured with a recur-
rence index (Aparicio-Juarez et al., 2019). This is shown in
box plots as increased variance (Fig. 9C; O'Brien homoge-
neity of variance test). A comparison of DA-agonists in
DA-depleted + CtxS circuits after 60 min of stimulation
showed that all DA-agonists have some benefit on stimu-
lated DA-depleted circuits.

Correlations

The present work aims to show that the use of behavioral
tests in animal models of PD (Liang et al., 2008; Dunnet

and Lelos, 2010) as well as molecular and cellular studies
(Millan, 2010) to investigate neurological therapies may be
assisted with in vitro bio-assays that record several neurons
during microcircuit dynamics. The theoretical framework to
find circuit features to measure quantitatively posits that ver-
tebrate neurons work together forming neuronal ensembles
or groups (e.g., motoneurons pools) and that a microcircuit
of histological scale can be seen as a temporal sequence
of neuronal ensembles (Hebb, 1949; Edelman, 1993;
Carrillo-Reid et al., 2008; Buzsaki, 2010; Carrillo-Reid et
al., 2017 Klaus et al., 2017). In addition, synaptic plasticity
abnormalities during PD have been described (Calabresi
et al., 2006; Gerfen and Surmeier, 2011), as well as the con-
nections within an ensemble (Carrillo-Reid et al., 2017) and
closed cycles or reverberations (Carrillo-Reid et al., 2008).
Moreover, sequences of neuronal ensembles have been
correlated with motor actions in vivo (Klaus et al., 2017;
Owen et al., 2018, Parker et al., 2018), showing the crucial
role of interneurons (Owen et al., 2018).

By using this framework, we provide circuitry correlates to
the usefulness of D,-class agonists as initial mono-therapy
in early PD, evidencing insufficient performance in the case
of ropinirole, and supporting L-DOPA as the leading option
in advanced PD (Rascol et al., 1998; Reichmann, 2000;
Radad et al., 2005; UK PD MED Collaborative Group,
2014; Zesiewicz et al., 2017). Further, we show a poorer
performance of the less selective D4 2 DA-agonists. Not
expected in the logic that occupancy of both receptors
may be thought to prevent the disarray in their signaling,
but consistent with previous results showing that bath appli-
cation of a selective Dq-agonist (SKF81297) does not revert
the enhanced spontaneous activity in non-stimulated DA-
depleted microcircuits (Jaidar et al., 2010). Microcircuit
results support previous multivariate binding analyses that
show that these two classes of agonists belong to different
pharmacological families (Millan, 2010). In addition, a subtle
difference between pramipexole and ropinirole was dis-
guised. In the present bio-assay the chosen DA-agonists
were administered continuously and for a short period of
time, in contrast to a pulsatile activation for a very long time
(Fabbrini et al., 1988). Long-lasting and dramatic reduction
in motor complications have been observed in advanced
PD patients when the treatment is not pulsatile (Nutt et al.,
2000; Devos and DUOPOPA Study Group, 2009). There-
fore, our results support the development of an oral long-
acting form of L-DOPA (Olanow and Stocchi, 2017) since
all DA-agonists were below L-DOPA performance. At the

Fig. 8. Cortical stimulation activates DA-depleted microcircuits similarly to the control stimulated circuit when Dz-class dopamine receptor agonists are
present. Representative raster-plots are divided by vertical lines into three epochs. 1) Non-stimulated DA-depleted spontaneous activity, 2) Addition of
10 pM pramipexole (A) or 10 uM ropinirole (B) to the microcircuit, and 3) activity after cortical stimulation (CtxS) in the presence of DA-agonists. Histo-
grams bellow each raster plot show coactivity events, and significant peaks are colored according to network states. In both cases (A and B) non-stimu-
lated DA-depleted microcircuits show a highly recurrent state (colored in red) and less alternation, confirmed by the sequence of network states which fail
to form closed loops. Both pramipexole (A) and ropinirole (B) are sufficient to abolish significant coactivity peaks. Finally, cortical stimulation reignites
activity in the DA-depleted circuit in the presence of DA-agonists. Stimulated network activity now exhibits different significant coactivity peaks (histogram
and sequences at bottom) that alternate their activity forming sequences. In these cases, pramipexole better reduced activity of the highly recurrent net-
work state, however, in this case closed cycles did not appear during recording time (A), on the other hand, ropinirole shows less alternation between

network states but closed cycles or reverberations were commonly completed.
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Fig. 9. Performance comparisons of DA-agonists on cortical activated DA-depleted microcircuits. (A) Pie plots show number of network state transitions
necessary to close a cycle (see color scale below), including the cases in which there were no closed cycles during recording (in black). Top: the first
30 min after cortical stimulation of the DA-depleted microcircuit in absence of any drug (n = 4 experiments) was compared with control stimulated micro-
circuits (n = 5 experiments): there is no significant difference (Kolmogorov—Smirnov test with post hoc FDR correction, P = 0.206). Then, actions of DA-
agonists on DA-depleted + CtxS circuits were compared with CtxS control circuits 60 min after stimulation (Aparicio-Juarez et al., 2019). In this condition,
we compared different DA-agonists to find which one was not statistically different (resembled more) to control activated circuits: L-DOPA (P = 0.007,
n = 4 experiments), rotigotine (P = 0.002, n = 4 experiments), pramipexole (P = 0.016, n = 4 experiments) and ropinirole (P = 1X107, n = 4 experi-
ments). The results of this stringent test were that no DA-agonist, including L-DOPA, is capable to completely resemble the control activated (Ctr + CtxS)
circuit. (B) To see if these results were due to the number of incomplete cycles, we excluded them from the analyses and simply looked at the number of
transitions required to close a cycle (when they could be closed during recording time). These data are displayed in density plots: Ctr + CixS distribution
was compared (Kruskal-Wallis ANOVA with post hoc FDR correction) with: DA-depleted + CtxS at 30 min (P = 0.149) and with CtxS plus a given DA-ago-
nist at 60 min: L-DOPA + CtxS (P = 0.736), rotigotine + CtxS (**P = 0.003), pramipexole + CitxS (P = 0.199) and ropinirole + CtxS (***P = 0.001). This
metric shows that L-DOPA and pramipexole produce a better microcircuit performance than rotigotine and ropinirole after CtxS. (C) A third metric was the
recurrence index (Aparicio-Juarez et al., 2019) which indicates the appearance of a highly recurrent network state, shown in Tukey box plots as increased
variance, and compared with the O'Brien homogeneity of variance test. In this perspective, DA-depleted + CtxS (30 min) P = 0.073 was not significantly
different. While DA-agonists + CTxS compared at 60 min yield: L-DOPA + CixS (P = 0.186); rotigotine + CtxS (P = 0.079); pramipexole + CixS (P =
0.214); ropinirole + CtxS, P = 0.071), showing that all DA-agonists have some positive effect on active stimulated DA-depleted circuits, maintaining them
out of a complete Parkinsonian dynamics after being activated by CtxS.

same time we confirm that no drug, including L-DOPA, com- the DA-depleted circuit suggests that a combination of elec-
pletely restores circuitry function. However, new drugs and trical plus pharmacologic stimulation may be helpful.

drug combinations (Millan, 2010) can also be tested with In conclusion, the present results show that microcircuit
the present preparation. In addition, the action of CtxS to properties can be used to compare different drugs used in
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neurological disorders, in particular, Parkinson's disease.
By using calcium imaging with single cell resolution and
recording dozens of cells simultaneously we found different
effectiveness of DA-agonists in reversing pathological net-
work dynamics in both, the resting non-stimulated tissue
and the active stimulated one. A hierarchy in agonists per-
formance was found: L-DOPA>selective Ds-class ago-
nists>less selective D;-class agonists. Paralleling
cellular, behavioral and clinical studies (Baker et al., 2009;
Bello et al., 2017; Blandini and Armentero, 2014; UK PD
MED Collaborative Group, 2014).

Supplementary data to this article can be found online at
https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2019.04.058.
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VIl.  DISCUSION

Las patologias de los ganglios basales son, en primer lugar, una gama des desérdenes de
movimiento, desde la dificultad para realizar una accién, como en la enfermedad de Parkinson, hasta
acciones exacerbadas como en la distonia (Mink, 2003; Balestrino & Schapira, 2019). Ademas, los
ganglios basales son nucleos del cerebro anterior que estdn involucrados en la seleccién de acciones
y diversos procesos cognitivos, como el aprendizaje de procedimientos, los habitos y la conducta
dirigida a la adquisicién de metas (Cisek and Kalaska, 2010; Hikosaka et al., 2018; Athalye et al., 2020).
La contribucién de los ganglios basales a la seleccidn de una accién no estd bien entendida, en general
se cree que el estriado evalua la accion que se llevara a cabo y retroalimenta a la corteza a través del
talamo, basada en los estados sensoriales, asi como en experiencias pasadas (Bostan et al., 2018). La
dopamina desempefia un papel fundamental en este proceso, tanto como modulador de la
excitabilidad celular momento a momento como modulador de cambios a largo plazo en la fuerza
sindptica que da forma a la actividad de la red neuronal (Surmeier., et al 2011), la evaluacidn subjetiva
de la experiencia (Romo & Rossi-Pool, 2020) y la prediccién de errores en las acciones que llevan a
recibir una recompensa (Schultz, 2016). La degeneracion de la via nigroestriatal que ocurre en la
enfermedad de Parkinson priva al estriado de dopamina provocando cambios en la plasticidad
sinaptica (Calabresi et al., 2006; Barroso-Flores et al., 2015; Deffains and Bergman, 2015) asi como un

exceso de actividad neuronal (Jaidar et al., 2010).

Previamente hemos descrito algunas propiedades del microcircuito estriatal a escala histolégica
in vitro, siguiendo docenas de neuronas simultdaneamente. Entre los estudios moleculares y celulares
y los estudios que se hacen en animales in vivo, hay una brecha: no entendemos como los médulos o
microcircuitos funcionan. Registrar la actividad neuronal a escala histolégica nos ha permitido
comenzar a estudiar el microcircuito del estriado in vitro, donde es posible controlar la concentracién
de farmacos (Carrillo-Reid et al., 2008; Jaidar et al., 2010; Carrillo-Reid et al., 2011; Lépez-Huerta et

al., 2013; Pérez-Ortega et al.,, 2016). Como continuacién, el presente trabajo usa algunas de las
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propiedades descritas del microcircuito estriatal para comparar farmacos antiparkinsonianos usados
en la terapia de la enfermedad de Parkinson. El microcircuito estriatal control muestra escasa
actividad espontanea (Plata et al., 2013), similar a la que se observa en sujetos en reposo (Mink, 2003;
Parker et al., 2018). Pero cuando hay ausencia de dopamina en el estriado, la actividad de este
microcircuito se incrementa y consistentemente aparece un ensamble dominante y altamente
recurrente en la red que destruye la secuencia control entre diversos ensambles. Asi, la arquitectura
funcional de la red neuronal del estriado es diferente a la del control después de haber privado al

microcircuito de dopamina en un modelo hemi-parkinsoniano con 6-OHDA (Pérez-Ortega et al., 2016).

Las diferencias funcionales de la red neuronal del estriado en condiciones normales y
parkinsonianas nos permiten tener un bioensayo donde preguntamos: si uso tal droga, éies posible
recrear el circuito a una red que se parezca a la encontrada en condiciones control? Asi pusimos a
prueba la capacidad de farmacos antiparkinsonianos de uso clinico para observar qué tanto restauran
la red funcional del estriado. Encontramos que pramipexole, ropinirole y quinelorane, agonistas de los
receptores clase D2, abolen la actividad espontanea incrementada, regresando la actividad neuronal
a niveles control. Sorprendentemente la apormorfina y la rotigotina, agonistas de ambas clases de
receptores a dopamina (D1,2) no fueron tan buenos para disminuir este aumento espontaneo del
microcircuito estriatal parkinsoniano. Como se esperaba, la L-DOPA tuvo el mejor efecto terapéutico,
quizd porque es convertida en las terminales sinapticas a dopamina haciendo posible su liberacién
dindmica segun los requerimientos (Berke, 2018). Lo que sugiere que cuando un sujeto parkinsoniano
estd en reposo la activacién de los agonistas dopaminérgicos de la clase D2 serian lo mejor para

controlar la rigidez y el temblor en reposo.

Para activar al microcircuito estriatal, es necesario aplicar una entrada excitatoria, lo que permite
observar su dindmica. Por ejemplo, una concentracién baja de NMDA puede mantener el circuito
activado (Grillner, 2006; Carrilo-Reid et al., 2008). Lo mismo un estimulo cortical que puede activar el

circuito estriatal por largos periodos de tiempo (Aparicio-Juarez et al., 2019). Como sucede con los
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microcircuitos in vivo durante el movimiento (Cui et al., 2014; Parker et al., 2018). El mecanismo de
cémo se mantiene activo el estriado después del estimulo cortical no estd claro, pero es posible que
la entrada excitatoria active un mecanismo oscilatorio capaz de generar patrones de disparo
recurrente (Surmeier et al., 2011). Las conexiones reciprocas entre las interneuronas de bajo umbral
y las interneuronas colinérgicas (Elghaba et al., 2016) podrian crear una actividad de red sostenida.
Las interneuronas colinérgicas estriatales son marcapasos y las interneuronas GABAérgicas también
pueden poseer esta propiedad (Kods & Tepper, 1999, Berke et al., 2004, Ding et al., 2010, Tepper et
al., 2010), pudiendo formar un oscilador basico de inhibicién-excitacidn, descrito en otros lugares
como el circuito entre el nucleo subtaldmico y el globo palido externo (Bevan et al., 2002). Una vez
que el microcircuito estriatal ha sido activado, este exhibe espontdneamente secuencias de picos de
coactividad significativaa dados por diferentes grupos de neuronas o ensambles, compuestos por
neuronas funcionalmente conectadas. Los ensambles de neuronas muestran alternancia y recurrencia
pudiendo generar ciclos cerrados de actividad por varios minutos (Hebb, 1949; Edelman, 1993;
Carrillo-Reid et al., 2008; Buzaki, 2010) y que son reflejo de la conducta in vivo (Carrillo-Reid et al.,

2017; Klaus et al., 2017; Sheng et al., 2019).

La actividad neuronal espontanea del microcircuito parkinsoniano tiene una dinamica
radicalmente diferente al circuito control. En ausencia de alguna entrada excitatoria, el microcircuito
privado de dopamina muestra un exceso de actividad generado por un ensamble neuronal dominante
con alto nivel de recurrencia, que recluta la mayoria de las neuronas en un solo estado de la red y que
hace que las transiciones hacia otros ensambles disminuyan: el circuito se queda trabado en un mismo
estado (Jaidar et al., 2010; Lopez-Huerta et al., 2013; Plata et al., 2013; Pérez-Ortega et al., 2016). En
estas condiciones, es interesante que un estimulo cortical al microcircuito estriatal privado de
dopamina (parkinsoniano) puede disolver el ensamble dominante de manera temporal, mitigando la
dindmica patoldgica de la red (Aparicio-Juarez et al., 2019). En los pacientes este fenédmeno puede
estar relacionado con los eventos de Kinesia Paradoxa, una fuerte entrada sensorial puede aliviar

temporalmente la dificultad de iniciar una secuencia motora en los enfermos de Parkinson (Banou,
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2015). No hay diferencia significativa entre la dindmica del microcircuito estriatal parkinsoniano
después de un estimulo cortical y la actividad que un microcircuito estriatal control después de ser
activado de la misma manera. No obstante, después de 30 minutos el ensamble altamente recurrente
se reactiva en el microcircuito parkinsoniano. Sin embargo, L-DOPA prolonga (60 min) la mejora que
produce el estimulo cortical al microcircuito parkinsoniano, manteniendo la alternancia de los
ensambles durante mas tiempo (Aparicio-Judrez et al., 2019). Como continuacién de estos hallazgos
previos, comparamos la acciéon de diferentes agonistas dopaminérgicos después del estimulo
corticoestriatal sobre el microcircuito parkinsoniano, analizando qué tanto regresa la alternancia
entre los ensambles de la red estriatal en condiciones control. Nos enfocamos en probar la accion de
farmacos dopaminérgicos usados en el tratamiento de la EP, sentando las bases para que en futuros

trabajos probemos otras moléculas (Millan, 2010; Stocchi et al., 2016).

Todos los agonistas dopaminérgicos usados tuvieron una accién similar a la de la L-DOPA,
mejoraron la secuencia temporal entre los ensambles del microcircuito estriatal, se volvieron a
mostrar ciclos cerrados de actividad y el ensamble altamente recurrente fue disuelto. Pero al
comparar la distribuciéon del nimero de transiciones necesarias para formar un ciclo cerrado de
actividad, ningun farmaco fue capaz de mostrar la misma distribucion del control estimulado, solo la
dindmica generada después del estimulo corticoestriatal en el microcircuito parkinsoniano los
primeros 30 min tuvo una distribucidn del nimero de transiciones para generar un ciclo cerrado
similar al control estriatal estimulado. Sugiriendo que ningun agonista dopaminérgico, incluyendo la
L-DOPA, es capaz de restaurar completamente el circuito control. Si excluimos los casos donde los
ciclos no llegan a cerrarse, la L-DOPAy el pramipexole producen un mejor desempefio que la rotigotina
y el ropinirole, sugiriendo que son los mejores farmacos para recuperar la movilidad en los sujetos
parkinsonianos. Otra caracteristica de los microcircuitos estriatales parkinsonianos es el ensamble
neuronal altamente recurrente, esta caracteristica puede ser medida con el indice de recurrencia, que
en una grafica de caja muestra una gran varianza (Aparicio-Juarez et al., 2019). Una comparacion del

efecto de los agonistas dopaminérgicos en el microcircuito parkinsoniano estimulado corticalmente
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mostré que todos los farmacos tienen un beneficio al reducir la aparicion del ensamble recurrente,
mejorando la alternancia con otros ensambles de la red. Un resultado esperado porque estos
farmacos antiparkinsonianos han sido parte del tratamiento de la enfermedad de Parkinson por mas
de una década (Blandini and Armentero, 2014; Stocchi et al., 2016). Lo que valida nuestro bioensayo

para probar nuevos tratamientos.

El presente trabajo apunta a mostrar que un bioensayo in vitro, como el que hemos usado para
comparar la accién de diferentes agonistas dopaminérgicos, es util para investigar nuevas terapias
farmacolégicas y complementa a los estudios que se realizan a nivel molecular y celular, asi como a
las pruebas conductuales en modelos animales de la EP (Liang et al., 2008; Dunnet and Lelos, 2010).
El marco tedrico para encontrar caracteristicas medibles de la red neuronal postula que las neuronas
gue trabajan juntas forman ensambles neuronales, asi definimos la dindmica del microcircuito a escala
histoldégica como una secuencia temporal de ensambles neuronales (Hebb, 1949; Edelman, 1993;
Carrillo-Reid et al., 2008; Buzsaki, 2010; Carrillo-Reid et al., 2017; Klaus et al., 2017). La conexidnes
neuronales en un ensamble (Carrillo-Reid et al., 2017), la secuencia temporal, los ciclos cerrados y
reverberantes, han sido caracterizados en el estado fisioldgico de la red estriatal (Carrillo-Reid et al.,
2008), los cambios que ocurren en la dindmica de los ensambles de un microcircuito estriatal
parkinsoniano son evidentes (Jaidar et al., 2010; Plata et al., 2012). Las propiedades del conectoma
funcional de mundo pequefio, de escala libre y jerdrquica, que se encuentran en condicidn fisioldgica,
se pierden en la condicion parkinsoniana. Esto brinda la posibilidad de cuantificar la fisiopatologia a
escala histoldgica. Por lo tanto, las secuencias temporales de los ensambles de la condicidn patoldgica

son completamente diferente a la del estriado control (Pérez-Ortega et al., 2016).

Bajo este marco hemos proporcionado correlatos a nivel del microcircuito de escala histoldgica
de los tratamientos con los agonistas de la clase D2 usados como monoterapia inicial para el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson, confirmando que la L-DOPA sigue siendo la mejor opcién

(Rascol et al., 1998; Reichmann, 2000; Radad et al., 2005; UK PD MED Collaborative Group, 2014;
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Zesiewicz et al., 2017). Ademds, mostramos que la eficacia de los agonistas mixtos, de ambas clases
de receptores dopaminérgicos D1 y D2, es menos eficaz que la de los agonistas selectivos para el
receptor de la clase D2. Podria pensarse que la ocupacién de ambos receptores deberia prevenir mejor
el desarreglo de las vias de seiializacidn, pero consistente con resultados previos, la aplicacion de un
agonista selectivo D1 (SKF81297) no abole el incremento espontaneo de la actividad neuronal
encontrada en un microcircuito estriatal parkinsoniano (Jaidar et al., 2010). Estos resultados obtenidos
del microcircuito estriatal soportan un andlisis bioquimico y farmacolégico multivariado que muestra

gue estas clases de agonistas pertenecen a diferentes familias farmacoldgicas (Millan, 2010).

En el bioensayo in vitro del estriado aqui utilizado los agonistas dopaminérgicos fueron
administrados continuamente y por un corto periodo de tiempo, a diferencia de la administracién
prolongada y pulsatil que ocurre en los pacientes de le EP (Fabbrini et al., 1988). La reduccién de
complicaciones motoras se logra cuando la liberacién del fdrmaco es continua (Nutt et al., 2000; Devos
and DUOPOPA Study Group, 2009). Por lo tanto, nuestros resultados apoyan el desarrollo de una
presentacion de liberacién prolongada de L-DOPA en forma oral (Olanow and Stocchi, 2017), dado
gue todos los agonistas dopaminérgicos tuvieron un desempefio por debajo de la L-DOPA. Al mismo
tiempo confirma que ninguna droga, incluyendo la L-DOPA, restaura la funciéon del microcircuito
estriatal de manera completa. Sin embargo, nuevos farmacos o combinacién de estos pueden ser
probados en el microcircuito estriatal in vitro hasta encontrar una mejor combinacién de los mismos.
Ademas, la accion restauradora del estimulo cortical en el microcircuito parkinsoniano sugiere que
una combinacion de farmacos con estimulo eléctrico puede ejercer un efecto benéfico sinérgico para

terapia de la enfermedad de Parkinson.

En general, las propiedades de un microcircuito cerebral pueden ser usadas para comparar
diferentes farmacos de patologias neuroldgicas, en particular la enfermedad de Parkinson. Mediante
el uso de imagenologia de calcio con resolucién de célula Unica, registrando docenas de neuronas

simultdaneamente encontramos diferentes eficacias de los agonistas dopaminérgicos para revertir la
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actividad neuronal patolégica mostrada por el microcircuito parkinsoniano espontdaneamente o
activado por un estimulo cortical. El orden jerarquico encontrado fue: L-DOPA > agonistas de la clase
D2 > agonistas de la clase D1,2. Como se encontré en estudios a nivel celular, conductual y clinicos
(Baker et al., 2009; Bello et al., 2017; Blandini and Armentero, 2014; UK PD MED Collaborative Group,

2014).
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Vill.  ANEXO

Anadlisis de registros de imagenologia de calcio. La actividad de un microcircuito estriatal in vitro, es
decir, decenas de neuronas activas al mismo tiempo, se registré mediante la entrada de calcio durante

el disparo neuronal utilizando a la molécula fluorescente Calcium Orange.

A B

AF/F

40s

Figura i. Imagenologia de calcio. A Neuronas cargas con Calcium Orange en una rebanada de estriado
proveniente de un ratdn lesionado con 6-OHDA. B Deteccién automatica del contorno de las células
de laimagen iA. C Transitorios de calcio registrados de 4 células activas espontaneamente, sefialadas

en circulos naranjas en iB.
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Las imagenes se tomaron a seis cuadros por segundo con el software Im-Patch© desarrollado en el
laboratorio. Las neuronas se seleccionaron manualmente, por medio de filtros digitales, identificando
los somas fluorescentes del campo. Los transitorios de calcio de cada region de interés fueron
calculados a lo largo del tiempo restando un fondo local (4 veces el didmetro de la neurona de interés)
de cada neurona cuadro por cuadro (Figura i). Los registros de los transitorios de calcio del
microcircuito estriatal se hicieron en condiciones control, parkinsoniana y esta condicién patoldgica

en presencia de algin agonista dopaminérgico (Figura ii).

Microcircuito estriatal parkinsoniano +pramipexole

AF/F

30s

Figura ii. Registros de transitorios de calcio. Sefiales de Calcio de una rebanada de estriado
parkinsoniana cargada con Calcium Orange a la que se le adiciond 10u de pramipexole. Note que la

presencia de este agonista dopaminérgico disminuye la cantidad de transitorios de calcio.
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Cada que ocurre un potencial de accién entra calcio a la neurona y el fluoréforo emite una sefial, a la
gue llamamos transitorio de calcio. La derivada positiva de un transitorio de calcio con respecto al
tiempo corresponde en duracién y magnitud a los potenciales de accidn disparados. Por lo tanto, se
asignan tantos unos segln sea la primera derivada de la sefal de calcio, solo son considerados los
eventos fluorescentes de amplitudes mayores a 2.5 veces la desviacién estandar del ruido. La actividad
del microcircuito completo se puede representar a través de graficos tipo raster, donde las filas en el
eje “y” representan la actividad de cada neurona en el microcircuito a lo largo del tiempo, y cada

punto, la actividad de una célula en un cuadro (Figura 2, de los resultados).

20 mVv

-60mV

=S

AF/F -

x

d(AF/F)/dt— =
15s

Figura iii. Registro simultaneo. Registro electrofisiolégico (sefial superior) simultanea al de

imagenologia de calcio (centro). Potenciales de accidn en rafagas y respectivos incrementos de calcio
entrante, vistos como cambios en la sefial de fluorescencia (AF/F). La fase positiva de la derivada (parte
inferior) del transitorio de calcio, d(AF/F) /dt, corresponde a la duracidn de los potenciales de accidn.
solo son considerados los eventos de amplitudes mayores a 2.5 veces la desviacion estandar del ruido,

en la figura indica por la linea rosa punteada.
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