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I. RESUMO/ABSTRACT

A identificacao e quantificagio de moléculas ao nivel do Sistema Nervoso Central é um
ramo da neurobiologia que tem suscitado crescente interesse, muito do qual associado as
potencialidades de identificar biomarcadores para as doengas neurodegenerativas. Uma vez
que as alteragoes no espago extracelular ocorrem numa escala muito reduzida de tempo e
em espagos infimos, torna-se essencial a aplicagao de técnicas que nos permitam monitorizar
a concentragao de neurotransmissores, neuromoduladores e substratos metabdlicos numa
resolugao temporal e espacial adequada. Por outro lado, o cérebro estd “inundado” de
centenas de compostos distintos, pelo que atingir seletividade nas medigoes requere o uso
de ferramentas analiticas de elevado desempenho. Com esta monografia pretende-se dar
uma visao geral da investigagao desenvolvida nesta area, apresentando duas técnicas distintas
utilizadas na monitorizagao in vivo de neurotransmissores e produtos neurometabdlicos: os

microssensores e a microdialise.

The identification and measurement of molecules at Central Nervous System has become
a neurobiology topic with an increasing interest, namely the identification of new bio-
markers for neurodegenerative diseases. Considering the rapid concentration changes of
neurochemicals in a very restricted space, it became crucial the use of techniques capable of
measuring the dynamics of neurotransmitters, neuromodulators and neurometabolites
concentrations with high temporal and spatial resolution. Because the extracellular space of
the brain is “flooded” with hundreds of different compounds, the use of high performance
(bio)sensing technology is critical in order to achieve a high sensitivity and
selectivity/specificity of the in vivo measurements. This monograph aims to give an overview
of recent developments of the two invasive analytical techniques used for in vivo

monitoritoring of neurotransmitters and neurometabolites: microssensors and microdialysis.



2. COMPREENDER O FUNCIONAMENTO DO SISTEMA NERVOSO
CENTRAL

O cérebro ¢, indubitavelmente, o 6rgaio mais complexo em termos biologicos nos seres
vivos, tendo sido ao longo dos séculos objeto de diversos estudos pela curiosidade e fascinio
que sempre despoletou na comunidade cientifica, com particular interesse em compreender
a forma como regula as nossas fungdes corporais, pensamentos, emogoes e

comportamentos.

Os recentes avangos e descobertas ao nivel da medicina vém-nos prometer um tempo de
vida mais prolongado e saudavel em comparagao com os nossos antepassados. No entanto
um novo tipo de doengas tem emergido, ainda sem tratamento disponivel, designadamente
aquelas que afetam as estruturas cerebrais dos individuos de idade mais avangada, como é o
caso das doengas de Alzheimer e de Parkinson. Para além deste paradigma, as noticias de um
aumento do abuso de substancias psicotrépicas para controlar estados depressivos de
humor, resultantes de fatores ambientais/sociais stressantes que acompanham a sociedade
moderna, obrigam a uma urgéncia na efetiva prevencgao e tratamento destes desequilibrios
(LAMA et al, 2012). Agora e mais do que nunca necessitamos de compreender e decifrar o

complexo funcionamento da biofisica e bioquimica cerebral.

Tendo em conta que alteragoes neurolégicas serao sempre acompanhadas por mudangas
nas concentra¢oes de substancias especificas, o estudo da composicao quimica do espago
extracelular reveste-se de extrema importancia, de modo a podermos ter uma visao de
como os niveis de neurotransmissores e metabolitos variam em resposta a estimulos
quimicos, fisicos ou fisioldgicos e, de um modo mais abrangente, quais sao os mecanismos

subjacentes ao funcionamento cerebral dos organismos.

O sistema nervoso de grande parte dos organismos vivos assenta numa associagao de
células nervosas (denominadas neuronios) designada por rede neuronal. Esta rede de

comunicagoes assenta hum tipo especifico de transmissao: a sinapse (Figura ).

As sinapses podem ser classificadas segundo dois tipos distintos: as sinapses elétricas, que
se baseiam na transmissao de corrente elétrica entre neurdnios vizinhos através de gap
junctions; e as sinapses quimicas que, sendo as mais comuns, se baseiam na libertagao de
neurotransmissores por neuronios pré-sinapticos e posterior ligagdo a recetores

membranares nos neuroénios pos-sinapticos (KANDEL et al.,, 2000).
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Fig. I: llustragdes representativas de sinapses quimicas (WATSON et al,, 2006).

Mas no fundo o que caracteriza uma molécula como sendo um neurotransmissor?
Primeiro, tera de ser sintetizada num neurodnio pré-sinaptico e transportada até ao terminal
pré-sinaptico; Segundo, uma vez libertada na fenda sinaptica, ira interagir com recetores
especificos que vao despoletar uma resposta caracteristica no neuronio poés-sinaptico;
Terceiro, a sua concentragao no espago extracelular estara dependente de mecanismos

ativos de controlo regulados por feedback (ANDERZHANOVA et al,, 2013).

3. AMONITORIZAGCAO IN VIVO NO CEREBRO

A monitorizagao in vivo de neurotransmissores constitui-se como uma ferramenta de
valor inquestionavel. Se por um lado as técnicas ex vivo (como a andlise de cortes
histolégicos) nos proporcionam informagao sobre o steady-state do ambiente cerebral (por
comparagao, € como se tirassemos uma fotografia do espago cerebral num dado momento
fixo no tempo) por outro lado as técnicas in vivo, para além de clarificarem a origem dos
neurotransmissores (citoplasmatica ou vesicular) abrem-nos as portas a dindmica cerebral, o
que nos permite investigar o modo como a complexa rede neuronal que constitui o cérebro
regula o fluxo de neurotransmissores, da-nos uma ideia do efeito fisiologico de farmacos
direcionados ao complexo cerebral e ainda clarifica a relagao entre as transformagoes
quimicas que ocorrem nos neurdnios e as decorrentes consequéncias a nivel do

comportamento do organismo em estudo.



Atualmente este tipo de medigoes pode ser realizado com recurso a dois tipos distintos
de ferramentas: as técnicas nao-invasivas, nas quais se inclui a PET (em que se administra um
composto marcado radioativamente, sendo estudada a sua acumulagao no cérebro e
posterior decaimento radioativo) e a fMRI (que faz uso de imagens de ressonancia magnética
para correlacionar a atividade cerebral com alteragées no fluxo sanguineo local (BUZSAKI,
2006)); e as técnicas invasivas, como é o caso dos microssensores e da amostragem por
microdiélise. Aparte do facto da técnicas nio-invasivas trazerem enormes vantagens, uma vez
que dispensam o uso de artefactos invasivos, acarretam no entanto elevados custos de
processo, sendo que nao sao as técnicas mais adequadas a realizagao de estudos em animais
de pequenas dimensoes, para além de apenas possuirem uma modesta resolugao temporal
(<10s) e espacial (<Icm?) (WATSON et al, 2006). Todas estas premissas atras referidas tém

direcionado as investigagoes para o desenvolvimento das técnicas invasivas.

3.1. OS SENSORES E OS BIOSSENSORES

A utilizacao de elétrodos de reduzidas dimensoes (microelétrodos) como sensores para a
detecdo de compostos neuronais constitui o ramo cientifico que se designa por
eletroquimica in vivo (WIGHTMAN, 2015). Estes microssensores podem ser divididos em
dois grupos: os microelétrodos voltamétricos (vulgarmente designados apenas por
microssensores) e os microelétrodos enzimaticos (ou biossensores). Os microssensores
tém sofrido uma evolugao nos ultimos tempos, ao ponto mesmo de alcangarem excelentes
resolucoes espaciais e temporais (da ordem dos micrémetros e dos milissegundos,

respetivamente).

Os primeiros microelétrodos usados em medi¢oes voltamétricas foram construidos com
recurso a pasta de carbono incorporada em fios metalicos revestidos a Teflon, resultando em
elétrodos em formato de disco com diametros entre os 100 a 300 um (ROBINSON et al,
2008). No entanto, estas primeiras plataformas de elétrodo eram demasiado grandes em
tamanho, o que limitava a sua aplicagao nas regioes cerebrais. Comegaram deste modo a ser
desenvolvidos os microelétrodos construidos em fibra de carbono: a fibra de carbono (com
um didmetro geralmente compreendido entre 5-15 pm) é inserida num capilar de vidro,
sendo depois seccionada para se obter um elétrodo cilindrico ou biselada de modo a obter
um elétrodo em disco (de modo a criar um isolamento entre a fibra de carbono e o

revestimento de vidro podemos ainda adicionar uma resina epoxi). De modo a melhorar a



sensibilidade e seletividade na detecao de determinados compostos e minimizar os
fenomenos de “envenenamento” da superficie do microelétrodo podem ainda ser
empregues diversos revestimentos externos, constituindo os designados microelétrodos de
superficie quimicamente modificada. Entre os diversos materiais utilizados para este fim
destacam-se o Ndfion, a orto-fenilenodiamina e a nitrocelulose (KITA e WIGHTMAN, 2008).
MCCARTHY et al. (2001) demonstraram ainda vantagens no uso de titanio em substituicao
da fibra de carbono como estrutura na construgao do microssensor, o que ainda que nao
evite os problemas associadas as lesdes de insercao do artefacto, melhora a rigidez da

estrutura e prolonga o seu tempo Util de vida.
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reagoes enzimaticas de oxidases. Uma oxidase € uma enzima que cataliza uma reagao de

oxidagao que envolve O, como aceitador de eletroes, reduzindo-o a H,O, ou H,O. Para

conseguirem transformar os seus substratos as oxidases fazem uso de co-fatores, compostos

organicos/inorganicos que auxiliam na transferéncia de eletroes (e. g. vitaminas, ferro,

magnésio ou zinco).

Destaque ainda para os biossensores que permitiram a quantificacao dos niveis de glucose
e lactato no cérebro (BELANGER et al, 201 1), funcionando como a base de partida para a
construgao de outros que vieram possibilitar a detegao de glutamato, acetilcolina, GABA e
adenosina. Este biossensores sao de uma forma geral acompanhados de equipamentos de
detecao amperométrica, sendo por isso indispensavel a selecio de membranas seletivas que

minimizem a presenga de compostos interferentes.



Os microssensores tém vindo a desempenhar um papel importante nas neurociéncias e
quando associados a técnicas eletroquimicas conseguem estabelecer um sistema que cumpre
os pressupostos requeridos para a monitorizacdo no espago extracelular do cérebro:
tamanho reduzido que nos oferece a possibilidade de efetuar a detegao de compostos ao
nivel do espago extracelular, sem provocar alteragoes significativas no tecido cerebral;
resolucao temporal que permita acompanhar os eventos bioquimicos que ocorrem
geralmente na ordem dos milissegundos a segundos; adequada seletividade que permita um
elevado nivel de validade nas medigoes, uma vez que existe uma miriade de substincias
quimicamente bastante semelhantes no espago extracelular; elevada sensibilidade e baixo
limite de detegao para alguns neurotransmissores (e.g. dopamina que se apresenta com

concentragoes muito baixas no espago extracelular, inferior ao micromolar).

A escolha pela utilizagao de métodos eletroquimicos de detegao traduz-se em resultados
interessantes gragas a natureza eletroquimica das monoaminas (como as catecolaminas, onde
se incluem a dopamina e a adrenalina, ou as indolaminas, como a serotonina ou a histamina),
que podem assim ser estudadas quantitativamente em termos das suas flutuagoes de
concentragao. Existem atualmente duas técnicas de detegao ultrarrapida acoplada aos
microelétrodos (MOQUIN et al, 2011): a amperometria e a voltametria ciclica de

varrimento rapido (FSCV).

Na amperometria é aplicado ao elétrodo um potencial superior (“mais positivo”) daquele
que se sabe ser o potencial de pico para a oxidagao do composto eletroativo, de modo que
a corrente resultante seja proporcional a concentragao do composto. A amperometria a
potencial constante tem sofrido diversas atualizagdes no decorrer dos Ultimos tempos,
sendo que ja se conseguiu construir plataformas de microelétrodos com multiplos sitios
ativos (micro-arrays), que combinam os varios microelétrodos com o objetivo de obter uma
“imagem” eletroquimica, o que permite no fundo o mapeamento em tempo real do

ambiente cerebral (LIN et al, 2012).

No entanto, o facto de esta técnica ser realizada a um potencial constante limita a sua
seletividade, de modo que foi desenvolvida uma nova variante — a crono-amperometria.
Nesta variante técnica aplica-se um impulso de potencial em formato de onda quadrada ao
microelétrodo (dentro de limites definidos). Em cada momento em que o potencial é
aplicado existe uma consideravel corrente nao-Faradaica ou capacitiva que decai
exponencialmente (GRATTON et al,, 1988). Geralmente a corrente que constitui os ultimos

80% deste passo é medida e é-lhe atribuida uma natureza Faradaica. Se for obtida uma
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“fotografia” da variagao entre os valores de natureza redutiva para os de natureza oxidativa
esta ira selecionar seletivamente o composto em analise. Podemos ainda alcangar uma
seletividade superior se, a superficie do elétrodo, aplicarmos exogenamente o analito em
estudo, sendo que posteriormente iremos quantificar a sua remogao ou clearance do espaco

extracelular.

A outra técnica eletroquimica utilizada é a FSCV: o elétrodo identifica uma substancia
com base na reagao especifica, que por sua vez se baseia no registo de um pico de
oxidagao/redugao. Esta técnica apresenta uma boa seletividade, tendo sido empregue como a
principal forma de detecao in vivo de dopamina no cérebro. No entanto, também a FSCV
tem sofrido avangos recentes de modo a aumentar a sensibilidade, como por exemplo a
modificagao da superficie do elétrodo através da aplicagao de nanotubos de carbono ou de
polimeros cationicos (ROSS et al, 2012). Ja se conseguiu igualmente produzir micro-arrays
que permitem medigoes simultaneas através de multiplos elétrodos ou mesmo a aquisicao
simultanea de sinais em diferentes localizagoes cerebrais, o que se traduz por exemplo na
medi¢ao simultinea de dopamina e adrenalina em locais distintos (PARK et al, 2011). A
FSCV tem sido aplicada com sucesso em mamiferos de grandes dimensoes, incluindo no ser
humano. A tecnologia WINCS (do inglés Wireless Instantaneous Neurotransmitter Concentration
System) permite ja o processamento de sinais sem comprometer a mobilidade do animal em
estudo, uma vez que tem a capacidade de transmissao remota para os sistemas analiticos
(BLEDSOE et al, 2009). Se por um lado este upgrade tem permitido um diagndstico em
tempo real dos niveis de dopamina em pacientes afetados pela doenga de Parkinson, por
outro lado tem oferecido a possibilidade de estimular o nlcleo sub-talamico cerebral de

modo a controlar os tremores frequentemente evidenciados pelos doentes.

3.2. A MICRODIALISE

A outra ferramenta analitica que se propoe como alternativa aos microssensores é a
microdialise. O termo “didlise” significa a separagao de um conjunto restrito de moléculas
recorrendo a sua difusao passiva através de uma membrana artificial semipermeavel. Este
modelo tem por principal objetivo a andlise da fragao recolhida (o dialisado) e, com base na
sua constituigao, concluir acerca da dinamica comportamental, farmacologica e genética de
um ser vivo (BORLAND et al, 2005). Esta técnica, ainda que alcance resolugoes espaciais e
temporais mais limitadas (0,Imm® e 600s, respetivamente), possui caracteristicas que se

podem dizer complementares ao uso dos microssensores e das técnicas nao-invasivas. Uma
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vez que se baseia numa ferramenta de colheita de amostras pode deste modo ser associada
a um variado conjunto de técnicas analiticas: HPLC associada a detetores eletroquimicos,
detetores de fluorescéncia ou absor¢ao no UV-Visivel, cromatografia gasosa ou até mesmo
ensaios imuno-enzimaticos (Figura 3) — o que ird permitir a detegao e quantificagao de
qualquer espécie de molécula (independentemente de esta ser de origem enddgena, como
os neurotransmissores, ou de origem exdgena, como € o caso dos farmacos). Pode-se até
mesmo afirmar que, em muitos dos casos, a microdialise possui a distinta capacidade de
detecao de multiplos analitos presentes numa mesma amostra (nao esquecendo porém que a
definicao dos limites de detegao e quantificagao da técnica como um todo esta dependente
da sensibilidade da instrumentagao analitica que |Ihe for acoplada). Importa ainda referir que,
analisando o facto de a amostragem se realizar num processo continuo ao longo do tempo,
esta vai-nos fornecer tanto concentragoes basais como nos dara ainda a oportunidade de
tracar um perfil dinamico que defina as alteragées nas concentragcoes que ocorrem numa

dada regiao do cérebro.
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Fig. 3: Representagao esquematica da técnica de microdidlise (ANDERZHANOVA et al, 201 3).

De modo a ser possivel conduzir um ensaio in vivo recorrendo a esta técnica, devem ser

seguidos os seguintes pressupostos (ZAPATA et al,, 2009):

e Selecido de uma sonda de amostragem com a respetiva canula de auxilio a

insercdo: este processo estara sempre condicionado pela regiao cerebral que se
pretende estudar, pela duragao da experiéncia e pelo composto que se pretende
monitorizar. Entre os fatores determinantes que devem ser previamente

estudados estao o comprimento da membrana semipermeavel, a composi¢ao e o
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fluxo do fluido de perfusao e o tempo de estabilizagao necessario até se atingir o
estado estacionario experimental.

¢ Implantacao da sonda: uma insergao precisa e que forneca medi¢oes reprodutiveis

€ crucial para o sucesso da microdiadlise (por vezes recorre-se a imagens
histologicas para monitorizar o procedimento de insergao), bem como a
manutengao de um ambiente estéril durante a cirurgia.

e Preparacao do animal: os estudos podem ser conduzidos em animais anestesiados

ou acordados. Quando se aplica uma sonda em animais anestesiados é dispensado
o sistema de ancoragem ao animal e a andlise pode ser iniciada assim que se
demonstrar a libertagio do neurotransmissor; no entanto, a anestesia e a
temperatura corporal do animal podem afetar a libertagao de varios
neurotransmissores. Por outro lado, se o animal estiver acordado o tipo de
anestesia deixa de ser um fator determinante e podemos monitorizar o seu
comportamento, ainda que seja necessario aplicar um sistema de ancoragem que
tanto proteja o animal e Ihe dé liberdade de movimentos no interior da jaula bem

como proteja a sonda de sofrer danos que inviabilizem o seu uso.

A selecao da sonda de microdiilise a utilizar é nao sé o primeiro passo de toda a técnica
como também um dos mais importantes. A insergao desta estrutura no cérebro segue uma
aplicaciao por estereotaxia (em que existe apenas a necessidade de proceder a abertura de
um pequeno orificio no cranio para obter acesso interno). Presentemente, as sondas de
microdidlise podem apresentar-se sob diversas geometrias: horizontal, side-by-side,
concéntrica ou U-shaped, sendo as Ultimas duas as mais usadas em procedimentos de andlise
cerebral. Internamente sao constituidas por dois microtubos (um externo e outro interno,
que respetivamente recolhem o dialisado e por outro lado injetam a solu¢ao de perfusao),
envolvidos por uma membrana semipermeavel (BERT et al, 2002). A membrana desempenha
um papel fundamental em todo o processo: qualquer molécula de peso molecular inferior a
sua porosidade vai difundir através da mesma de acordo com um gradiente de concentragao,
o qual é estabelecido através da perfusio do interior da membrana (regra geral com
solugdes que mimetizam a constituicao do local da medigao), o que por sua vez ira gerar
uma corrente que levara as moléculas recolhidas até ao instrumento de analise. O fluxo
constante através da sonda é responsavel por este gradiente de concentragio entre o
espaco extracelular e o interior da membrana, o que significa que podera existir difusao de

componentes tanto na diregao espago extracelular — sonda (o que permitira a anadlise dos
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fluidos cerebrais) bem como na diregao contraria, da sonda para o espago extracelular

(oferecendo a hipotese de distribuigao localizada de farmacos).

E importante ressalvar o seguinte pormenor: sempre que se procede a insercio da sonda
de microdidlise (ou mesmo de microssensores), esta ira recolher amostras do espago
extracelular, ou seja, do espago existente entre as diversas células cerebrais, sendo este um
compartimento usado como via de circulagdio para neurotransmissores, metabolitos e
farmacos que fluem entre os neuronios, as células da glia e a corrente sanguinea (por esta
razdo a concentragaio de um neurocomposto reflete um balango entre o nimero de
moléculas que sao libertadas e as que sao removidas). Ferramentas como a modelagao
matematica demonstraram que num sistema de difusio multi-compartimental como é o
espago neuronal a concentragao de uma substancia ao nivel da membrana da sonda depende
apenas da sua libertagao e recaptagao ao nivel dos neurodnios e células da glia e nao é afetada

pela remogao através do processo de didlise (CHEFER et al., 2009).

A eficiéncia de uma sonda de

microdidlise (e do processo de

. % priol10min
monitorizagao como um todo) pode ser 70-
) ) ] Abs.Recovery -6
medida através da sua capacidade de 1
recolha. Este ratio pode ser afetado por 5 50+ 5 g
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T a
oferecida pela matriz da membrana de ® <
- . " 10- Rel.Recove
didlise, comprimento e diametro da i 3
sonda e ainda as caracteristicas fisico- 012 4 8 16 ul/min

quimicas dos neurotransmissores.

Torna-se importante diferenciar as duas Flg 4. Variagio dos valores de recolha absoluta e
relativa da Dopamina em fungao do fluxo da

formas que este ratio pode assumir: a
solugao de perfusao (ELIASSON, 1991).

recolha absoluta e a recolha relativa. A

primeira tem em conta a quantidade absoluta de matéria que é transferida durante um
determinado periodo de tempo, expressa em moles/minuto. Ja a recolha relativa, como a
propria designagao indica, refere-se a concentragao de uma substincia difundida e retida no
interior da sonda em relagdo a concentragio dessa mesma substincia no espago
extracelular, expressa como uma percentagem (Figura 4). De referir que os valores de
recolha absoluta e relativa se correlacionam respetivamente de forma positiva e negativa

com o fluxo da solugio de perfusio (JUSTICE, 1993). E plausivel pensar-se que a
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determinagao in vitro destes parametros para um neurotransmissor iria permitir a
extrapolagao para o ambiente in vivo. No entanto a recolha in vivo nunca mostrou atingir os
valores de referéncia da técnica in vitro correspondente nos varios estudos efetuados
(ROBINSON et al, 2008), pelo que se torna problematico inferir concentragoes absolutas.
Este facto nao invalida no entanto que estudos in vitro nao possam ser utilizados para, por
exemplo, conduzir testes que definam as caracteristicas ideais de uma sonda na detegao de

um metabolito especifico.

Um detalhe que nao deve ser descurado é a escolha de um método de calibragao
adequado, de modo a minimizar problemas de niveis de recolha flutuantes e erréneos ao
longo do processo. Um dos métodos mais usados € o método in vivo no-net-flux, em que a
sonda de microdialise é perfundida com uma solugao contendo uma gama de concentragoes
na qual se espera que esteja englobada a concentragao no meio extracelular do analito que
se pretende estudar (CHEN, 2005). No caso da concentragao do neurotransmissor ser
superior na solugao de perfusao em relagao ao meio extracelular, este ira sofrer difusao no
sentido de saida da sonda; no caso oposto, se a concentragao for superior no meio
extracelular, entao o movimento de massa ira aumentar a presenga do produto no dialisado
recolhido. O balango entre as perdas e ganhos é definido por uma fungao, sendo que o
ponto de intercessao entre a abcissa e a fungao corresponde ao momento de transferéncia
de massa nula, o chamado no-net-flux (podemos afirmar que neste ponto a concentragao do
metabolito sera igual dentro e fora da sonda de amostragem). O dado talvez mais
importante que pode ser inferido é-nos dado pelo declive da fungao, permitindo-nos estimar
indiretamente os mecanismos de transporte de um neurotransmissor que afetam a sua

concentragao no espago neuronal.

A técnica de amostragem por microdialise tem vindo a ser utilizada ao longo dos ultimos
anos em varios ramos das neurociéncias. Para este reconhecido sucesso muito tém
contribuido as vantagens que este processo apresenta perante outros similares
(WESTERHOUT et al,, 2012):

|) Possibilidade de monitorizar alteragdes no conteudo extracelular das substincias
em estudo em animais acordados e que tém a capacidade de se movimentarem livremente

no espago de amostragem, durante varios dias.

2) Capacidade de amostragem in vivo sem perturbar a homeostase cerebral: nao existe
remogao de moléculas de grandes dimensoes, como proteinas ou enzimas; nao se verificam

perdas ou ganhos significativos de fluidos, ja que a composicao da solugao de perfusao
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mimetiza o fluido extracelular; a membrana semipermeavel funciona como uma barreira a
infecoes de origem externa ao sistema e ao local de implantagao; existem ja disponiveis

sondas de elevada qualidade no que toca a utilizagao de materiais biocompativeis.

3) Resolugao espacial e temporal eficiente permitindo efetuar leituras em regices de
dimensoes reduzidas (e.g. nucleo accumbens) durante testes de comportamento do

organismo em estudo.

4) A variedade de métodos analiticos que podem ser acoplados para a quantificagao
dos metabolitos recolhidos torna vasta a lista de analitos detetdveis, permitindo a

quantificagao simultanea de varios componentes numa mesma amostra.

5) Nao existe a necessidade de purificagdo das amostras previamente a analise, nem
nos deparamos com degradagao enzimatica das substancias recolhidas nos dialisados. Estas
sao duas das razoes que permitem o acoplamento direto do equipamento de microdialise ao

instrumento analitico, oferecendo a possibilidade de realizar analises on-line.

Existem no entanto também algumas desvantagens associadas a esta técnica (KENDRICK,
1989):
I) A implantagao estereotaxica requere um procedimento cirdrgico cansativo para os

animais, que geralmente necessitam de um periodo de recuperagao de 5 a 7 dias.

2) A insercao da sonda resulta em alteragoes na zona que circunda o local de aplicagao
(hipervascularizagao, isquémia, inflamagao, edema e por vezes hemorragias). Grande parte
destas lesoes desaparece ao fim de 12-24 horas, o que significa que as medigoes nao devem

ser iniciadas antes de decorridas 18-24 horas apés a implantagao da sonda.

3) Atendendo que as solugoes de infusao sao aquosas, a amostragem de moléculas
lipofilicas torna-se problematica. Pela mesma razao, compostos de baixa polaridade sofrem
também uma cinética de difusao mais lenta e portanto o sistema ira demorar mais tempo até

atingir o equilibrio.
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Comparando a técnica de microdialise com os microssensores uma vantagem significativa
pode ser adiantada: a microdidlise nao esta limitada a analise de um conjunto reduzido de
substancias. Este fato explica-se por si proprio olhando ao fundamento da microdialise: € um
procedimento de recolecao de compostos, de modo que qualquer técnica analitica pode ser

acoplada para quantificar o analito de interesse.

O simples facto de inserir um artefacto na regiao cerebral ira resultar em danos no tecido
envolvente, tanto no imediato (edema do local de inser¢ao da sonda) bem como
prolongados no tempo (inflamagao, hipertrofia e proliferagao celular — processo denominado
por microangiopatia cerebral). Estudos iniciais demonstraram que, num espago de tempo de
2h apos a insergao da sonda de microdidlise, o fluxo sanguineo e o metabolismo de glucose
sofrem uma redugao nas células circundantes ao local de inser¢ao, mas que estes valores
retomam a normalidade 24h apods o inicio da medigao. Este facto leva a que, de um modo
indireto, a maioria dos dialisados recolhidos leve cerca de | a 2 horas a estabilizar no que
toca a concentragao em neurotransmissores. Estudos histologicos de tecidos analisados | a
3 dias apos a implantagao da sonda mostram células de aparéncia normal e neurdnios em
processo degenerativo (ZHOU et al, 2002). Ainda que nao exista informagao detalhada
acerca desta situagdo, pensa-se que o nivel de dano tecidular pode estar associado a
dimensiao da sonda (SZAROWSKI et al, 2003), ao material que a constitui e/ou a
esterilidade da solugao de perfusao (ROS et al, 2001). Torna-se importante aprofundar estes
estudos, tendo em conta a minimizagao do impacto fisiologico indesejado desta técnica e de
forma a aumentar a compliance para no futuro permitir o desenvolvimento de estruturas de
medicao continua (implantes cronicos). Apesar desta desvantagem, provou-se que a sonda
mantém os neuronios funcionais (DEL ARCO et al, 2003), ja que os neurotransmissores
recolhidos provaram ser sensiveis a tetrodotoxina (TTX) e dependentes dos canais de calcio
(com concentragoes proporcionais a despolarizagao verificada) (WESTERINK et al, 1988).
Deve no entanto ser assinalado que a menor dimensao dos microssensores podera conduzir
a um menor grau de lesao nas regides de implantagao, o que diretamente ira implicar
resultados distintos nas medi¢oes (para se ter uma ideia concreta, o “rasto” criado pela
insercao de uma sonda de microdialise é visivel a olho nu num corte histologico da regiao
em estudo, ao passo que um microelétrodo apenas cria um “rasto” visivel com recurso a

microscopia).
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4. A APLICACAO DAS TECNICAS ANALITICAS
4.1. CATECOLAMINAS - DOPAMINA

O neurotransmissor dopamina, que pertence a familia das catecolaminas, desempenha um
papel crucial no funcionamento do cérebro dos seres vivos. Produzida nas glandulas supra-
renais e em diversas areas do cérebro, é considerada a catecolamina com o papel mais
preponderante na integragcao do funcionamento do SNC com os restantes sistemas de
orgaos. Esta molécula tem origem numa reagao de descarboxilagio do composto L-DOPA e
constitui-se como o precursor de outros dois importantes neurotransmissores — adrenalina
e noradrenalina. Podemos considerar a dopamina como um potente neuromodulador, uma
vez que possui a capacidade de alterar diversos aspetos das redes neuronais, da plasticidade
cerebral e da organizagao e controlo das respostas ao stress (percegao dos sentidos da
“satisfacao” e “prazer”) bem como atuar em fungoes cognitivas como a aprendizagem e o
armazenamento seletivo de memorias. A deplegao deste neurotransmissor esta implicada na
origem de doengas neurologicas graves, como € o caso da esquizofrenia, doenga de
Parkinson ou Transtorno de Défice de Atencao e Hiperatividade (ADHD), sendo também
objeto de estudo em individuos envolvidos em tratamentos para desintoxicagao de drogas

de abuso (JACKOWSKA e KRYSINSKI, 2013).

Diversos estudos tém sido publicados no que toca a dete¢ao de dopamina. No entanto, a
técnica que se tem mostrado mais avangada, com uma boa rapidez na obtencao das
medicoes e adequado custo-efetividade é a detegao por sensores eletroquimicos. Este tipo
de sensores pode ser dividido em dois grupos distintos: sensores quimicos e biossensores.
De acordo com a definicao da IUPAC, “um biossensor é um dispositivo integrado capaz de
fornecer informagao quantitativa especifica recorrendo ao uso de um elemento de
reconhecimento (recetor bioquimico) quando em contacto espacial com um elemento
transdutor eletroquimico” (THEVENOT et al, 2001). Em contraste, os sensores quimicos
contém elementos ativos de origem nao-bioldgica, fazendo uso de elétrodos modificados na
base de materiais organicos/inorganicos que possuem boas caracteristicas no que se refere a

condutividade ou as propriedades cataliticas.

Nos dltimos anos diversos esforcos tém sido concentrados para melhorar as
propriedades cataliticas, a sensibilidade e a seletividade dos biossensores, seja pela aplicagao

de nanoparticulas/nanotubos (PUMERA et al, 2007) ou através do uso de materiais
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inovadores (compositos ou filmes de hidrogéis) que permitam a imobilizagao das enzimas a
superficie dos elétrodos (XU et al, 2006). A grande maioria dos biossensores testados para
a monitorizacdo da dopamina usam a enzima tirosinase, também designada por polifenol
oxidase, como elemento de reconhecimento. Esta enzima é uma oxi-redutase multifuncional
(com conteudo rico em cobre) que desenvolve a sua atividade catalitica na presenca de

oxigénio de duas formas (SHLEEV et al,, 2005):
I) Hidroxilagao de mono-fendis a orto-difendis através da enzima cresolase.
2) Oxidagao dos di-fendis a orto-quinonas através da enzima catecolase.

As quinonas resultantes podem sofrer posterior redugao eletroquimica a superficie do
elétrodo (sem necessidade de intervencao de qualquer mediador). Esta reagao constitui a
base da detecio amperométrica (a potenciais negativos) da dopamina. A utilizagio da
tirosinase veio eliminar problemas resultantes de consecutivas oxidagoes da dopamina que
iriam dar origem a grandes quantidades de aminocromo, bem como reduzir a interferéncia
nas medicoes de compostos presentes nos sistemas bioldgicos, como o AU, o AA ou

mesmo outras classes de neurotransmissores (MAJEWSKA et al.,, 2006).

Refira-se que no presente o ponto crucial no desenvolvimento dos biossensores consiste
na imobilizagao da enzima na superficie do elétrodo (que vai constituir o designado
transdutor eletroquimico). Esta imobilizagao pode ser atingida através de dois métodos:
aprisionamento da enzima no nucleo da matriz de revestimento ou a superficie dessa mesma
matriz. A enzima é introduzida no nucleo da matriz quando se espera que a atividade
enzimatica resulte da sua mistura com os componentes da mesma (e. g. pasta de carbono);
por outro lado, se a matriz € produzida através de técnicas layer-by-layer privilegia-se a

adsorc¢ao da enzima através de ligagoes covalentes.

De modo a construir uma ideia real do quao importante se torna a definicao da matriz de
imobilizagao, apresentam-se aqui alguns resultados obtidos na monitorizagao in vivo de

dopamina com recurso a biossensores:

e NJAGI et al. (2010), usando uma matriz de fibra carbono/quitosano/TiO,/CeQO,
alcancou um limite de detecio de I,1x10-” mol/L, ainda que tenha sofrido com
interferéncias de AA, UA, L-DOPA e DOPAC.

e WANG et al (2010), fazendo uso de uma matriz de Fe;O,/quitosano e da

incorporagao de tirosinase tanto no ndcleo como nas camadas externas da matriz,
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atingiu limites de detegdo de 6x10-’ mol/L mas apenas com as interferéncias de
AA.

e VEDRINE et al. (2003) e TEMBE et al. (2006) ainda que tenham apenas alcangado
um limite de detecio na ordem dos 1-9 x10-" mol/L, utilizaram matrizes de poli-
tiofeno em gel de biocompdsitos de agar-agar e goma de Guam e conseguiram

eliminar o efeito dos interferentes nas medicoes.

Recentemente tém também vindo a ser obtidos resultados interessantes devido a
utilizagdo de nanomateriais (DALE et al., 2005; JACKOSWKA et al,, 2013; ROSS e VENTON,
2010).

No que se refere ainda ao caso particular da dopamina, foi feita a construgao de
microelétrodos portadores de elementos de multiple sensing (DRESSMAN et al., 2002). Estes
sensores incorporam estes elementos em distancias da ordem dos 10-15 yM e permitiram a
monitorizagao de neurotransmissores a diferentes profundidades na regiao cerebral. Foi
demonstrada a heterogeneidade espacial das concentragoes extracelulares de dopamina, ao
nivel da resolugao espacial dos micrémetros, que veio também confirmar a capacidade do

transportador desta catecolamina em restringir a difusio da mesma no espago extracelular

(PETERS e MICHAEL, 2000).

No que toca a detegao de catecolaminas com recurso a técnica de microdialise, 3
diferentes procedimentos foram desenvolvidos nos ultimos tempos: a cromatografia gasosa
com detegao por espetrometria de massa mostrou resultados com seletividade e limite de
detecao adequados (KOSLOWV et al, 1971). No entanto, o seu uso tornou-se limitado e algo
obsoleto devido a ser um método oneroso e a necessidade de derivatizar os compostos.
Uma segunda técnica foi entao implementada, através do uso da enzima COMT e de
marcagao radioativa, de modo a aumentar a seletividade na dete¢ao das aminas primarias.
Esta técnica mostrou melhorias nos limites de detecio comparativamente aos antigos
métodos de fluorescéncia; no entanto acarretou consigo também problemas de seguranga
(contaminagao ambiental) e nao se mostrou acessivel nos custos de utilizagio em rotina
diaria. O método mais utilizado atualmente é a HPLC acoplada a detetores eletroquimicos
(KISSINGER et al, 1977). Se por um lado oferece um limite de detecao mais baixo
comparativamente as outras técnicas (Figuras 5 e 6), varias consideragdes nao devem ser
postas de parte, como por exemplo a presenga de ruido nos cromatogramas, a composi¢ao

da fase moével (valores de pK, dos componentes e efeito da presenga de agentes de troca
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ionica) e a temperatura do sistema, fatores que devem ser rigorosamente controlados

durante todo o processo.
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Fig. 5: Cromatograma representativo da Fig. 6: Cromatograma da separagao de
separagao de catecolaminas e respetivos dopamina, com origem no nucleo
metabolitos no estriado de rato accumbens de rato e concentragao 2,678nM
(ZAPATA et al, 2009). (ZAPATA et al, 2009).

Torna-se importante referir as conclusoes obtidas por BORLAND et al. (2005), em que
foram inseridos em simultidneo uma sonda de microdidlise e microssensores: o aumento nas
concentragoes de dopamina como resposta a estimulos elétricos foi detetado nos sensores
implantados a uma maior distancia das sondas, mas tal nao se verificou naqueles que estavam
na vizinhanga das sondas de microdidlise; por outro lado, sempre que o estimulo proveio da
presenca de inibidores da recaptagao da dopamina as variagoes nas concentragoes foram
detetaveis em todos os elétrodos, independentemente da distancia dos mesmos as sondas
de microdiilise. Foi possivel deste modo inferir que a lesao neuronal imposta pelas sondas
de microdidlise levou a diminuicao drastica da libertagao de dopamina dependente de
despolarizagao elétrica, ao limitar a fisiologia regular das células neuronais — um dialisado de
dopamina tem origem apenas nos terminais que sobreviveram as lesdes da implantagao da
sonda e portanto ainda sao capazes de realizar as suas fungoes normais de transporte; torna-
se evidente que os ratios de recolha de dopamina vém afetados pela cinética alterada deste

neurotransmissor no espago extracelular.
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O contraste entre as lesoes pode dar-nos uma explicagao plausivel para as diferentes
concentragoes in vivo de dopamina alcangadas pela microdidlise vs. microssensores. De
acordo com varios estudos (BORLAND et al, 2005; KULAGINA et al, 2001, QIAN et al,
1999), fica a ideia que os microelétrodos, pelo facto de provocarem menores disrupgoes
aquando da sua inser¢ao, conseguem alcangar os terminais de dopamina e estabelecer um
contacto mais proximo em relagao as sondas de microdialise. A importancia desta menor
distancia alcancada assenta em dois pressupostos: por um lado, assim que as moléculas de
dopamina sao libertadas no espago extracelular, o espago nas quais elas se podem
movimentar ¢ altamente reduzido gragas a um ativo processo de recaptagao. Por outro lado,
se cada terminal de dopamina for considerado como uma pequena fonte de libertagao de
dopamina, entao a concentracao do neurotransmissor sofre uma diluicdo proporcional a
medida que nos afastamos desse mesmo terminal e mergulhamos no tortuoso espago
extracelular. Estes dois efeitos contribuem de certa maneira para criar a chamada “esfera de
difusao” em redor de cada terminal deste neurotransmissor (JAQUINS-GERSTL et al.,, 2009).
Posicionando o elétrodo o mais proximo possivel do terminal para que este atinja esta
esfera € uma das grandes premissas dos microssensores, tentando evitar posicoes em que os
efeitos de recaptagao e diluicdo se fazem ja sentir. Podemos entiao afirmar que é a
capacidade dos microssensores em penetrar na esfera de difusao da dopamina que explica as
concentragoes mais elevadas monitorizadas num mesmo organismo e nas mesmas condigoes

experimentais em relagao as concentragoes atingidas pelas sondas de microdidlise.

4.2. AMINOACIDOS - GABA E GLUTAMATO

De um conjunto alargado de aminoacidos conhecidos, o GABA e o glutamato sao os
principais neurotransmissores inibitorios e excitatorios, respetivamente, que se encontram
presentes no SNC (ZEYDEN et al, 2008). Ambos os compostos desempenham nao sé um
importante papel na fisiologia cerebral, como também na definicao de diversos conceitos
fisiopatologicos como a depressao, esquizofrenia e epilepsia. Para além disso, encontram-se

envolvidos diretamente no mecanismo de agao de varios fairmacos no cérebro.

O aminoacido glutamato, desde a sua classificagio como neurotransmissor em 1970, tem
visto serem-lhe descobertas diversas fungdoes no cérebro: intermediario no metabolismo
celular; aminoacido importante na sintese de proteinas e péptidos, como a glutationa;
envolvido na formagao de acidos gordos, € ainda um precursor do aminoacido GABA.

Elevadas concentragdes no fluido extracelular, causadas por excessiva libertacio de
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glutamato, sao frequentemente associadas com disfungdes neuronais e consequentes
patologias neurodegenerativas e psicoticas: Doenga de Parkinson, Doenga de Alzheimer,
Esclerose amiotrofica lateral ou Doenga de Huntington, bem como esquizofrenia e

Transtorno Bipolar de Humor (DANBOLT, 2001).

Por sua vez, o GABA resulta da alfa-descarboxilagao do acido L-glutaimico e é atualmente
o neurotransmissor inibitério mais estudado no SNC dos mamiferos. Distribuido
heterogeneamente por toda a regido cerebral, é responsavel pela regulagio de diversos
processos neuronais (RAITERI et al,, 2002). Tem a capacidade de ativar os canais de cloreto
ligados aos recetores GABA,, bem como de despoletar respostas metabotropicas nos
recetores GABA; mediados por proteinas-G. Os recetores GABA, desempenham também
um importante papel no que toca a aplicagdes terapéuticas, constituindo alvos de farmacos

como benzodiazepinas, barbituricos e anestésicos.

A microdidlise é de momento a técnica mais reprodutivel e fidvel de quantificagao de
GABA no espago extracelular cerebral. As amostras de dialisado sao primariamente
derivatizadas através do uso de reagentes fluorogénicos como o OPA, fluoresceina ou 2,3-
naftaleno dicarboxaldeido e posteriormente analisadas com recurso a um sistema de HPLC
acoplado a um detetor de fluorescéncia (REA et al, 2005). Mesmo apods a publicagio de
diversos estudos que localizam as concentragoes basais detetadas pela microdidlise num
intervalo de 1,6 a 300 fmol/pul de amostra (colhida em diversas zonas, como o hipocampo, o
nucleo estriado e o cortex pré-frontal), como resultado de uma limitada resposta do GABA
a TTX, a remogao de cilcio e a introdugao de agentes farmacolégicos seletivos como o
baclofeno, diversos investigadores tém questionado a origem neuronal dos dialisados
recolhidos. Deste modo tem sido sugerido que os niveis de GABA medidos pela microdiilise
derivam de uma forma nao-tradicional de transmissao como o reverse-uptake mediado por
proteinas transportadoras (BERNATH e ZIGMOND, 1988) ou por fontes nao-neuronais
(citoplasmaticas) como as células da glia (TIMMERMAN e WESTERINK, 1997). Estas
consideragdes explicam o porqué das sondas de microdialise apenas conseguirem detetar
indiretamente a libertagao sinaptica de GABA, uma vez que as células da glia atuam como um
tampao de equilibrio das concentragdes deste neurotransmissor no espago extracelular
(este fato é também a razido pela qual uma alteragao induzida no ambiente cerebral pode
significar um delay nos niveis de GABA nos dialisados recolhidos, uma vez que as células da
glia estao a reequilibrar as concentragoes através de transferéncias de massa do

neurotransmissor).
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Se o objetivo passa pela monitorizagdo das concentragoes de glutamato no espago
extracelular cerebral de animais acordados, a técnica de microdidlise € em tudo semelhante
a usada na determinacao do GABA. O glutamato presente nos dialisados é primariamente
derivatizado com recurso aos mesmos reagentes fluorogénicos e subsequentemente
analisado por HPLC com detegao eletroquimica ou por fluorescéncia. Estudos quantitativos
tém demonstrado concentracoes deste neurotransmissor num intervalo de [1-5 uyM
(ZHANG et al., 2004). Uma vez que os transportadores de glutamato nao estao distribuidos
de forma uniforme ao longo das diversas membranas gliais, é expectavel uma concentragao
heterogénea do composto nos diversos pontos do espago extracelular. Para além deste
facto, a evidéncia de que os astrocitos desempenham um papel ativo na libertagao de
glutamato tem explicado o porqué de em certas localizagdes a libertagio deste
neurotransmissor dominar sobre a sua recaptagio. E também um pressuposto que os
valores basais de glutamato nas amostras recolhidas pela microdidlise nao se alteram na
presenca de TTX ou por remogao de calcio extracelular, o que aliado a dificuldade em
detetar glutamato de origem sinaptica (o spill-over das moléculas libertadas é limitado mesmo
observando que a fenda sinaptica se encontra na continuidade do espago extra-sinaptico — a
elevada atividade dos transportadores especificos pode explicar este mecanismo) resulta
num pico médio de concentragoes detetaveis de apenas | pM, decrescendo de forma
constante a cada milissegundo (porque o glutamato ira apenas difundir para parte do

dominio de amostragem da sonda de microdialise).

Compreende-se deste modo que a monitorizagao por microdidlise apenas nos fornece
informagao limitada acerca dos acontecimentos sinapticos que envolvem o glutamato. Por
conseguinte, foram desenvolvidos microbiossensores que representam uma alternativa
promissora, ja que o seu funcionamento mostrou possuir um tempo de resposta otimizado
(na ordem dos segundos vs. minutos na microdialise). Deste modo, os microssensores com
base em fibra de carbono (diametros entre 7-30 pm) tém sido implementados com sucesso
no estudo de neurotransmissores (STUBER et al, 2005). Infelizmente o glutamato nao é
passivel de ser determinado diretamente por este método, uma vez que nao apresenta uma
natureza eletroquimica ativa. No entanto este obstaculo ja foi ultrapassado, ao adicionar
enzimas especificas (glutamato oxidase, GluOx) ao sensor, resultando na conversio do

glutamato em H,O, que é posteriormente detetado por amperometria a +0,7 V vs. Ag/AgCl.

Uma segunda geragao de microssensores foi desenvolvida por KULAGINA et al. (1999),
baseada no revestimento da superficie do sensor com um hidrogel capaz de detetar

glutamato de forma sensivel a TTX; o revestimento continha L-glutamato oxidase,
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peroxidase de rabano e ascorbato oxidase interligadas através de um éter di-glicil de
polietilenoglicol, que por sua vez é incorporado num polimero redox contendo &smio
revestido a Nadfion. A detecao passa assim a ocorrer numa rede tridimensional, o que
aumenta a sensibilidade do método. No entanto problemas relacionados com interferéncias
de compostos estranhos presentes no espago extracelular, que irao sofrer oxidagao no lugar
do glutamato, ainda sio uma realidade (o que leva a uma sobrestimagao das reais
concentragoes do neurotransmissor), mas que tem vindo a ser parcialmente ultrapassada
com estudos sobre o uso concomitante de microssensores “nulos” (sem enzima) proximos
aos locais de insercao dos sensores de medigao do glutamato. Deste modo, RUTHERFORD
et al. (2007) conseguiram detetar concentragoes deste neurotransmissor in vivo de cerca de

18,2 + 9,3 uM.

4.3. PRODUTOS METABOLICOS - GLUCOSE E LACTATO

A glucose é uma das principais fontes de energia do nosso organismo, sendo que cerca de
25% do consumo deste composto em todo o organismo resulta da atividade cerebral. Ao
longo dos anos esta foi mesmo considerada a Unica fonte de energia usada pelo cérebro e,
em particular, a Unica forma de energia que garantia a manutengao da atividade neuronal. No
entanto, estudos recentes vieram demonstrar que os neurdnios nao utilizam apenas a
glucose e que podem fazer uso preferencial de lactato (PELLERIN, 2010). Estas conclusoes
vém suportar a ideia de que sao as células da glia que usam maioritariamente a glucose. De
facto, um dos principais processos com elevado consumo energético é o transporte e a
biossintese de neurotransmissores, em especial o glutamato. Este neurotransmissor em
particular é constantemente removido do fluido extracelular pelos astrécitos, que
transformam a glucose em lactato de forma a obterem a energia necessaria as suas fungoes.
Serao posteriormente os neuronios a aproveitar este lactato remanescente como fonte de
energia. GJEDDE et al (2002) conseguiram demonstrar que pelo menos 75% do

metabolismo oxidativo dos neurdnios é suportado pelo consumo de lactato.

Obter uma melhor percecao acerca do metabolismo energético do cérebro e das
regulacoes especificas que ocorrem em funcao das diferentes condigoes fisioldgicas ou
patoldgicas torna-se imperativo. De facto, diversas patologias neurodegenerativas exibem
alteragoes metabolicas primariamente aos primeiros sintomas clinicos (como é o caso da

doenga de Alzheimer), o que nos oferece a oportunidade de, detetando estas alteragoes em
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primeiro lugar, proceder a um diagndstico precoce mais preciso e iniciar um tratamento em

fases iniciais da doenga (VASYLIEVA, 2012).

A monitorizagao de glucose e lactato através da microdidlise é distinta do método usado
para outros compostos, ja que a técnica mais adequada provou ser a analise on-line sem
armazenamento de amostras: através de um processo continuo, o dialisado atravessa assim
um “filtro reativo” (Figura 7), que nao é mais do que uma matriz com enzimas reativas
aprisionadas (em que a peroxidase mediada pelo ferroceno mostrou ser a melhor
combinagdo no que se refere a estabilidade, intervalo dinamico e sensibilidade, segundo o
trabalho de OBRENOVITCH e ZILKHA, 2001), sendo posteriormente avaliadas as variagoes

de corrente com recurso a potenciostatos.
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o e |
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Fig. 7: Esquematizagao do modelo de trabalho de microdialise on-line para a
detegao de glucose e/ou lactato (PARKIN et al., 2003).

Powerlab

No que se refere aos microelétrodos, estes requerem invariavelmente o uso de enzimas
como elementos seletivos de um biossensor. De acordo com o trabalho de CESPUGLIO et
al. (2013), biossensores de glucose podem ser preparados através da imobilizagao da enzima
glucose oxidase em microelétrodos de fibra de carbono, usando mecanismos de cross-linking
com glutaraldeido vaporizado ou através da incorporagao da enzima em filmes de m-
fenilenodiamina ou resorcinol. Esta camada enzimatica reativa foi depois recoberta com uma
membrana a base de Ndfion ou acetato de celulose. Fazendo uso de uma técnica
eletroquimica de impulso diferencial e de polissonografia foram tragadas curvas de calibragao
que demonstraram uma resposta linear do sensor no intervalo 0,3 a 6,5 mM (nos ratos
utilizados na experiéncia, a concentragao no fluido cérebroespinal fixou-se em média nos

0,59+0,3 mM). No que se refere ao biossensor de lactato, este foi preparado através do
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revestimento de microelétrodos de fibra de carbono com a enzima lactato oxidase.
Utilizando a mesma técnica analitica de detegao dos sensores de glucose, foi conseguida uma
resposta linear na gama 0,1 a 2 mM, com uma concentracdo média de lactato do espago
extracelular de 0,411£0,02 mM. Este estudo fez também uso simultaneo da técnica referida
anteriormente (microdialise on-line) e, ainda que nao refira os valores das suas medigoes,
concluiu que, em resposta a estimulos externos (por exemplo, alteragoes nos ritmos
circadianos de cobaias), os biossensores mostraram uma resposta mais rapida a estas
alteragoes, ainda que sem diferengas significativas nas concentragcoes médias aferidas entre as

duas técnicas.

5. CONSIDERAGOES FINAIS

A monitorizagao in vivo da libertagao e recaptagao de substincias neuroquimicas do
espago extracelular tem-se mostrado uma opgao atrativa no que se refere ao estudo das
fungoes cerebrais. Ao contrario das técnicas nao-invasivas, envolve a implantagao de
sensores ou sondas de amostragem diretamente no tecido cerebral. No entanto, tem a
capacidade de oferecer especificidade quimica e elevada resolugao temporal e espacial. Ainda
que largamente aceites como ferramentas analiticas importantes no estudo da atividade
neuronal, os microssensores merecem um estudo continuado ao nivel da sua robustez como
técnica analitica. Basta por exemplo considerar que, durante a atividade catalitica das
enzimas, alteragoes de pH na vizinhanga do elétrodo vao afetar a resposta do sensor,
conduzindo a leituras erradas e equivocos na interpretagao dos eventos biologicos. Por
outro lado, a microdialise ainda é afetada pela relagao entre as concentragoes nos dialisados
e as concentragoes no espago extracelular. Fatores criticos como o dano tecidular nas zonas
circundantes a sonda nao devem ser desprezados. Se as diferengas entre as concentragoes
determinadas nao assumem grande discrepancia na detegao de metabolitos energéticos,
como a glucose ou o lactato, as diferengas acentuam-se no caso dos neurotransmissores,
como é o caso do glutamato. Pode concluir-se assim que ambas as técnicas ainda tém espaco
para melhoramentos e otimizagdo e serao sempre mais eficazes quando utilizadas

complementarmente ou em associagao com outras técnicas.
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