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Resumo

RESUMO

Na década de 80 o oxido nitrico ('NO) foi identificado como o factor de
relaxamento do endotélio (EDRF) e, desde entdo, tem havido um grande esfor¢o no
sentido de esclarecer a quimica, biologia e acg¢des farmacolégicas desta molécula. O
'NO é um gas hidrofébico de natureza radicalar e com curto tempo de vida, que se
difunde rapidamente no meio celular. As caracteristicas fisico-quimicas desta molécula
permitem que seja considerado um mensageiro intercelular atipico, nomeadamente o
facto de a informacdo que veicula estar associada a dindmica de concentragdo no
tempo e no espaco de um modo independente da interaccdo com receptores
membranares especificos. O 'NO é produzido por via enzimatica pela enzima 6xido
nitrico sintase (NOS) cuja activacéo leva a conversao da L-arginina em 6xido nitrico e
L-citrulina e esta envolvido numa miriade de processos fisioldgicos que incluem, entre
outros, a vasodilatagdo, o relaxamento muscular liso, a resposta imune, inibicdo da
agregacao plaquetar, estando também envolvido a nivel cerebral em fendmenos de
neurotransmissao e neurodegenerescéncia.

Enquanto neuromodulador, o "NO possui propriedades muito especiais, uma vez
que nao é armazenado em vesiculas e se difunde rapidamente através das células
onde é produzido para as células vizinhas, actuando assim numa area localizada do
sistema nervoso central. A nivel neuronal, a produgcao de ‘NO ocorre via activagdo do
receptor NMDA do glutamato, que inicia uma cascata de eventos intracelulares que
modulam a plasticidade sinaptica, o desenvolvimento, a aprendizagem e a meméria de
acordo com os modelos de potenciacdo e inibicdo de longo prazo. A activagao
excessiva destes receptores esta na base do desenvolvimento de processos
patolégicos conducentes a fendmenos neurodegenerativos, como por exemplo a
doenca de Parkinson ou Alzheimer.

Um dos principais problemas no estudo da actividade biolégica do 'NO € a
determinagcao da sua concentracdo in vivo. A falta de dados quantitativos robustos
levou a formulagdo simplista do dogma segundo o qual o 'NO é uma toxina para
elevadas concentragdes e um modulador fisiolégico para baixas concentracdes. No
entanto ndo se conhece com rigor a concentragdao de ‘NO nos tecidos e em particular
no cerebro.

Portanto, o desenvolvimento de metodologias analiticas para a medi¢cdo do ‘NO
in vivo € de uma grande relevancia bioldgica e biomédica.

A maioria das metodologias sao indirectas, quantificando produtos de oxidagéo

ou decomposicdo do ‘NO (e.g. espectrofotometria, colorimetria). As técnicas
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]
electroquimicas permitem a medicdo directa em tempo real e com a utilizacdo de

microeléctrodos alia-se a resolugao temporal a uma elevada resolugao espacial.

Este trabalho teve como objectivo principal o desenvolvimento e
caracterizacdo de microeléctrodos de fibra de carbono modificados
quimicamente com Nafion® e orto-fenilenodiamina (0-PD). Depois da sua
construgdo, procedeu-se a uma avaliagdo sistematica das suas caracteristicas
analiticas.

Assim, o potencial de oxidacado do ‘NO (+ 0,78 £ 0,02 V) foi determinado
por voltametria de onda quadrada. Os microeléctrodos foram posteriormente
calibrados por amperometria a + 0,9 V, obtendo-se um valor médio de
sensibilidade de 954 + 217 pA/uM 'NO. Foram ainda caracterizados no que diz
respeito ao limite de deteccao (6 £ 2 nM "NO), tempo de resposta (ts05, 1,9 £ 0,1

s) e selectividade contra potenciais interferentes com a sua detecgéao.

Esta primeira parte do trabalho serviu de base para a realizagdo de estudos
posteriores que envolveram a medicdo em tempo real da dindmica de producéo e
decaimento de 'NO em fatias de hipocampo de rato. Neste ambito, foram delineados
trés tipos de experiéncias: em primeiro lugar foi estimulada a produgéao de ‘NO através
da activagao do receptor NMDA do glutamato com diferentes estimulos, tendo sido
calculada uma carga total média de 95 + 8 nC, n=4 para os estimulos com 5 mM de L-
glutamato e de 197 + 38 nC, n=3 para os estiumulos com 10 yM de NMDA. De
seguida, foi avaliada a intensidade da resposta em funcdo da concentracdo de
estimulo utilizada (800 £ 100 nM de DETA/NO para o estimulo de 10 yM de NMDA,
6,7 £ 2,0 yM de DETA/NO para o estimulo de 25 pM de NMDA e 13,0 + 3,0 yM de
DETA/NO para o estimulo de 50 uyM de NMDA. O terceiro conjunto de experiéncias
teve como objectivo a avaliagdo do perfil de resposta apds estimulos consecutivos da
mesma fatia de hipocampo (o primeiro estimulo produziu uma carga total de 41 nC
enquanto que o segundo produziu uma carga total de 4,5 nC), ocorrendo um
decaimento da intensidade do sinal de 80 + 10% do primeiro para o segundo estimulo,

em termos de carga total.
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Abstract

ABSTRACT

During the 80’s 'NO was identified as the endothelium derived relaxing factor
(EDRF). Since then, intense research has been conducted in order to elucidate its
chemistry, biology and pharmacological actions. ‘NO is a hydrophobic gas with a short
half-life (t12), that rapidly diffuses across cellular media. 'NO physical and chemical
properties make it an unusual intercellular messenger as it conveys information
according to its concentration dynamics in time and space and not to by the “traditional”
membrane-receptor interaction.

‘NO is produced by stimulation of nitric oxide synthase (NOS), whose activation
converts L-arginine in L-citruline and 'NO. This molecule is involved in a number of
physiopathological processes such as vasodilation, smooth muscle relaxation, immune
response and inhibition of platelet adhesion. It is also involved in neurotransmission
and neurodegenerescence.

As a neuromodulator, 'NO possesses special features, as it is not stored in
vesicles and it diffuses rapidly form source cells to neighbour cells, acting in a localized
area of the central nervous system. Neuronally, 'NO production occurs via activation of
the NMDA receptor for glutamate, initiating a sequence of events that modulate
synaptic plasticity, learning and memory according to long term potentiation models. An
excessive activation of these receptors may be the basis of the appearance of
neurodegenerative processes leading to Parkinson’s and Alzheimer’s disease.

The determination of "NO concentration in vivo is the main problem in the study
of its biological activity. The lack of robust quantitative data lead to the idea that ‘"NO
works as a toxin for high concentrations and as a physiological modulator for low
concentrations. However, 'NO concentration in tissues, particularly in brain, is still not
accurately known.

As a result of this, the development of analytical methodologies capable of
making 'NO measurements in vivo is essential.

Most of these methodologies are not direct, quantifying ‘NO oxidation or
degradation products (e.g. spectrophotometry, colourimetry). Electrochemical methods
allow direct and real time measurements in vivo, and carbon fibre microelectrodes have
high spatial and temporal resolution.

The main objective of this work was the development and characterization of
carbon fibre microelectrodes modified with one Nafion® layer and o-phenylenediamine.

Following microelectrodes construction, they were analytically characterized.
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‘NO peak potential was evaluated by square wave voltammetry (+ 0,78 + 0,02 V).
Afterwards, microelectrodes were calibrated by amperometry at a constant potential of
+ 0,9 V. the mean sensitivity of microelectrodes was 954 + 217 pA/uM "NO. They were
also characterized in terms of detection limit (6 £ 2 nM "NO), response time (tso9, 1,9 £

0,1 s) and selectivity against potential interferents.

The first part of this work was the basis to posterior studies involving real time
measurements of "NO production and decay dynamics in rat hippocampal brain slices.
Three different kinds of experiments were performed: first, 'NO production was
stimulated via NMDA receptor activation with different stimuli and an average global
charge of de 95 + 8 nC, n=4 was calculated for stimuli with 5 mM L-glutamate and 197
+ 38 nC, n=3 for stimuli with 10 uM NMDA. In a second set of experiments, evaluation
of response intensity according to the used stimuli concentration was made (800 + 100
nM of DETA/NO for 10 uM NMDA, 6,7 + 2,0 uM of DETA/NO for 25 yM NMDA and
13,0 + 3,0 yM of DETA/NO for 50 uM NMDA). The third group of tests was made to
evaluate '"NO production via NMDA receptor as a consequence of multiple stimuli of
the same hippocampal slice (with a global charge calculated for the first signal of 41 nC
and 4,5 nC for the second signal), with a decay of 80 + 10% from the first stimuli to the

second, in terms of global charge.
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1. INTRODUCAO

1.1. Propriedades fisico-quimicas do 6xido nitrico

Apdés a demonstracdo da relevancia que o 6xido nitrico ('NO) tem nos
fendmenos de vasodilatagcido do musculo liso (Ignarro et al., 1987; Palmer et al., 1987;
Moncada et al., 1989), o interesse no estudo desta biomolécula ndo tem cessado de
aumentar. Ao ‘NO tém sido atribuidas diversas actividades fisiologicas, desde a
regulacdo da pressao sanguinea e adesdo plaquetar até a agregacao de neutrofilos,
neurotransmissdo e plasticidade sinaptica, constituindo-se como um mensageiro
intercelular de natureza radicalar com curto tempo de vida. Assim, o 'NO é
actualmente considerado um regulador fisiolégico dos principais 6rgéos e sistemas.
Por outro lado, o 'NO e os seus oxidantes secundarios sdo agentes citotoxicos
produzidos por macrofagos e neutrdfilos activados, tendo também implicagbes na
neurodegenerescéncia (Beckman, 1996).

O 'NO é um gas hidrofoébico e paramagnético e, tal como o O, e o CO, é
relativamente soluvel em agua. O 'NO é uma das espécies radicalares no meio
biolégico com menor reactividade (Henry, 1997 a).

Em 1772 Joseph Priestly preparou o gas de acordo com a seguinte reacgao:
3Cu + 8H" + 2NO3; — 3Cu?" + 2 'NO + 4H,0 (1)

O gas formado foi recolhido sobre agua e designado de “ar nitroso”, tendo sido
de imediato relatada a rapidez da sua reacgdo com o “ar comum” (O,), formando um
gas acastanhado (diéxido de nitrogénio) (Bonner and Stedman, 1996).

Na molécula de 'NO, os atomos de O e N encontram-se ligados através de uma
tripla ligacdo. O azoto contém 5 electrbes de valéncia, e o oxigénio possui 6. Uma vez
que em cada orbital pode existir um maximo de 2 electrbes, cada um com “spin”
oposto do outro, ha um electrdo que fica desemparelhado numa das orbitais. De
acordo com a teoria das orbitais moleculares, o 'NO tem trés orbitais ligantes
completamente ocupadas e um electrdo desemparelhado numa orbital 1 anti-ligante
(figura 1.1.). Este electrao vai enfraquecer a ligagao tripla, pelo que esta é

efectivamente de 2,5 (Beckman, 1996; Bonner and Stedman, 1996).



Introducéo

Figura 1.1. Diagrama de orbitais moleculares do "NO.

A reducao univalente do "NO produz o aniao nitrosilo (NO~), que se encontra no
estado tripleto (fundamental). Como a maior parte das moléculas orgénicas se
encontram num estado singuleto, a reacgdo entre eles é muito lenta. O estado
singuleto do NO™ pode ser produzido em processos fotoquimicos.

Quando o 'NO é oxidado, perde um e~ e produz-se o ido nitrosénio (NO"), um
intermediario na formacao de nitrosaminas carcinogénicas e na desaminacdao do DNA

e de residuos de proteinas (Beckman, 1996; Bonner and Stedman, 1996).

NO* < 'NO <> NO™  (2)

1.2. Reactividade no meio bioldgico

No meio biolégico, o 'NO apresenta uma reactividade comparavel a do O..
Possui um electrdao desemparelhado que Ihe permite reagir rapidamente com outros
radicais livres e formar complexos com metais de transicdo. Porém, n&o reage
facilmente com moléculas organicas por estas terem as suas orbitais moleculares de
valéncia completamente preenchidas (Beckman, 1996; Beckman et al., 1996). A sua
reactividade é muitas vezes considerada elevada nao pelo 'NO em si, mas sim devido
a formacao secundaria de oxidantes fortes, tais como o peroxinitrito (ONOO") e o
radical didxido de azoto ('NO,). A formagao destes oxidantes in vivo é prevenida em

parte pela rapida remocdo do ‘NO em reacgdes com oxihemoglobina nos glébulos
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vermelhos e pela inactivagao do superéxido pela enzima superdxido dismutase (SOD)
(Beckman et al., 1996).

1.2.1. Reaccao com oxigénio molecular

O O, encontra-se no estado tripleto e possui 2 electrées desemparelhados em
orbitais distintas (Beckman, 1996). Ao reagir com o ‘NO, produz varias espécies
reactivas de oxidos de azoto (RNOS) (Wink et al.,, 1996a), que exercem potenciais
efeitos deletérios nos sistemas bioldgicos.

A reacgao entre estas duas moléculas é distinta consoante ocorra em fase
aquosa ou gasosa. Em solugdo aquosa, a auto oxidagdao do 'NO, na auséncia de
outros substratos, origina nitrito (NO,) com a seguinte estequiometria e lei de
velocidade (Wink et al., 1996a; Henry, 1997):

4'NO + O, + 2H,0 — 4NO, + 4H" (3)
d['NO] / dt = 4kqq [O2] [[NOJ
AKaq~8,8x10° M. s

O mecanismo geralmente aceite é o seguinte:

2 'NO 5 + 2’NO — N,O4
2N,03 + 2H,0 — 4NO, + 2H"

Da observacgao da reaccéao 4, constata-se que a reacgao entre o 'NO e 0 O, é de
32 ordem, sendo de 22 ordem relativamente ao 'NO. Isto significa que para baixas
concentragdes do radical a reacgdo é muito lenta. E precisamente o que acontece em
sistemas bioldgicos, onde a concentragao fisiologica de "NO & inferior a 1uM (Wink et
al., 1996a; Henry, 1997) e onde, por outro lado, a tensao de O, é também muito baixa.
O 'NO e o O, sdo muito mais soluveis nas membranas que na agua, pelo que estas
constituem focos relevantes na producao de espécies reactivas de nitrogénio.

A auto oxidacdo do 'NO também ocorre na fase gasosa, e & particularmente

importante em termos de poluicdo atmosférica. Um dos produtos € o radical 'NO2, um

gas acastanhado altamente téxico libertado pelos automéveis e na industria e presente
no “smog”. Outras espécies produzidas (N.O; e N>O4) sdo também muito reactivas e

téxicas. Na fase gasosa a auto oxidacdo é mais lenta do que na fase aquosa e a
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velocidade aumenta com a diminuigdo da temperatura (Wink et al., 1996a; Henry,
1997):

d['NO] / dt = 2 kg [O5] [[NOT? (5)
kg=(6-7)x10° M. s" (20°C)

O mecanismo da reacc¢ao é o seguinte (Henry, 1997):

‘NO + O, «+> *OONO (6)
‘OONO + 'NO <> ONOONO < 2'NO; <> N,O4
2'NO + O, 2'NO,

1.2.2. Reacg¢édo com o0 aniao superoxido

Uma reaccao bastante importante e causa de ocorréncias muito nefastas para as
células é a reaccdo entre o 'NO e o radical anido superdxido (O, ). Esta reducao
univalente do O, parece ocorrer em todas as células com metabolismo aerdbio (Henry,

1997). A reacgao entre ambos ocorre de acordo com a seguinte reacgao:

‘NO + O, — O-O-N=0O" (7)
d['NO] /dt = k [[NO] [0-"]
k=6,7x10°M"'.s™

Note-se que esta reacgao é cerca de trés vezes mais rapida que a dismutacao
do O," pela SOD, o que sugere que, in vivo, o 'NO é a unica molécula que pode
competir com a SOD para o ido superoxido, o que torna possivel a formacao de
ONOO..

O ONOQO;, apesar de nao ser um radical livre, uma vez que nao tem electrdes
desemparelhados, é uma espécie fortemente oxidante e nitrante e muito mais reactiva
que 0s seus precursores, o que torna esta molécula bastante mais nefasta para as
células (Beckman et al., 1990; Radi et al., 1991b), podendo reagir com alvos bioloégicos
como lipidos, tidis, residuos de aminoacidos, bases de DNA e antioxidantes de baixo
peso molecular (Beckman et al., 1990; Radi et al., 1991b, a; Yermilov et al., 1996;
Kikugawa et al., 1997). O ONOO™ decompdbe-se de acordo com uma reacgao de 12
ordem originando um produto com reactividade semelhante a do HO® (potente agente
citotoxico), NO," e nitrato (NO3") (Henry, 1997).

11



Introducéo

1.2.3. Reaccao com outros radicais livres

Uma vez que possui um electrao desemparelhado, o 'NO pode reagir
rapidamente com outros radicais livres. O 'NO pode reagir de forma bastante rapida
com radicais alcoxilo (LO") e peroxilo (LOO"), formando compostos relativamente

estaveis (Padmaja and Huie, 1993).

LOO" + 'NO — LOONO, k = 2x10° M"'.s™" (8)

O 'NO pode também reagir de forma muito rapida com o HO" em solugao
aquosa (Wink et al., 1996b).

"‘NO + HO" — HNO,, k = 1x10"°M™".s™ (9)

E interessante verificar que o ‘NO, ao reagir com espécies como os radicais
hidroxilo, alcoxilo e peroxilo, vai converté-las em espécies menos nefastas e de mais
facil desintoxicagado, exercendo assim um papel protector contra o dano oxidativo,

actuando como um antioxidante quebra cadeias da peroxidagéo lipidica.

1.2.4. Reaccbes com metais de transicao livres ou ligados a
proteinas

A reaccado do ‘'NO com metais de transi¢cao é central na sua actividade bioldgica
(Stamler and Feelish, 1996). O 'NO liga-se a maioria dos metais de transicao,
formando complexos metal-nitrosilo (Wink and Mitchell, 1998). De entre os metais de
transicdo, a reacgao entre o ‘NO e o ferro (Fe) é aquela que tem sido mais estudada,
por ser este 0 metal mais abundante nos sistemas bioldgicos. O 'NO pode reagir com
a forma férrica (Fe*) e com a forma ferrosa (Fe**), mas a reacgdo com esta Ultima
ocorre a uma velocidade maior, uma vez que tem um electrdo adicional na orbital d
exterior (d°), quando comparada com a forma férrica (d°) (Tsai, 1994). A reacgdo do
‘NO com estes metais confere-lhe a possibilidade de activar ou inactivar diversas
metaloproteinas. De facto, as metalopoteinas foram reconhecidas como sendo alvos
moleculares do 'NO mesmo antes de se saber que as células de mamiferos o
sintetizavam. O 'NO liga-se a praticamente todos os metais de transicdo (Mo, Mn, Fe,
Co, Ni, Cu) que tém varios estados de oxidacdo que diferem entre si em 1 electrdo

(Beckman, 1996; Henry, 1997). A ligacdo de 'NO a metaloproteinas ¢ um fendmeno
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muito geral e fundamental para a sua actividade fisiolégica (Henry, 1997). Assume-se
que estas reacgdes sado de primeira ordem relativamente ao '"NO (Stamler and Feelish,
1996).

A ligacédo ocorre através das orbitais d ou f do metal, havendo normalmente
transferéncia parcial do electrao desemparelhado do '"NO para a ligacdo (Beckman,
1996; Henry, 1997). Os complexos formados podem ser de 3 tipos, variando entre si

no tipo de ligacéao (Bonner and Stedman, 1996):

i) O 'NO doa 3 electrées, formando uma ligagcao bastante forte num complexo
linear;

i) A ligacdo que é mais fraca recebe 1 electrao do 'NO e o complexo esta
dobrado num angulo de 120°;

iii) O "NO funciona como ponte entre dois metais.

A velocidade destas reacgoes € influenciada por varios factores, nomeadamente
o tipo de metal, o tipo de ligando que esta coordenado aquele, o grau de insaturacao
ou labilidade dos ligandos e o estado de “spin” do metal (Stamler and Feelish, 1996;
Wink et al., 1996a).

1.2.4.1. Guanilato ciclase soluvel

A ligacao do 'NO a forma soluvel da guanilato ciclase € o mecanismo de
modulagao da sinalizagao celular mais bem conhecido envolvendo o 'NO, sendo esta
interacgdo responsavel pela maior parte dos efeitos fisiolégicos deste mensageiro
intercelular (Eiserich et al., 1998). A GSc pertence a uma familia de enzimas que
catalisam a ciclizacao de nucleotidos trifosfato e € uma hemoproteina heterodimérica.
O "NO liga-se fortemente mas de forma reversivel ao Fe?* no anel porfirinico do heme,
havendo uma elevada afinidade da enzima pelo radical (10" M" . s™). A ligacdo do
radical a enzima provoca uma deslocalizacdo do metal para fora do plano do anel,
conduzindo a sua activacao (lgnarro, 1996), aumentando o nivel intracelular de
guanosina monofosfato ciclico, um reconhecido segundo mensageiro (figura 1.2.). A
quebra da ligacédo entre o 'NO e o ferro hémico leva a sua inactivagao (Stamler and
Feelish, 1996). Uma questdo interessante prende-se com o facto de as sintases do
'NO (enzimas responsaveis pela sintese de 'NO) e a CGs nao se localizarem nas
mesmas células, reforgando a ideia de que o 'NO funciona como mensageiro

intercelular.
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Figura 1.2. Mecanismo de activagdo da guanilato ciclase solivel pelo "NO.
Quando o radical se liga ao grupo heme, quebra-se a ligacao axial do centro metalico
a cadeia polipeptidica e o ferro é puxado para fora do anel (B—D). Aquilo que
permanece no ambiente da cadeia e que leva provavelmente a sua activagao
assemelha-se a protoporfirina IX (C). Quando esta é adicionada a enzima desprovida

do heme (A) provoca a activacdo da mesma. Adaptado de Ignarro, 1996.

1.2.4.2. Hemoglobina

Outra reaccao chave do ‘NO, que ocorre a baixas concentracdes, é aquela que
envolve a sua ligacao ao ferro ferroso da hemoglobina (Hb) (Doyle and Hoekstra,
1981; Sharma et al., 1987; Eich et al., 1996). Pensa-se que esta reac¢io constitui a
principal via de eliminagao do 'NO sintetizado endogenamente (Lancaster, 1994). O

produto desta reaccao é a meta-hemoglobina (metHb) e NO;".

Hb [Fe"]O, + 'NO — Hb [Fe"] + NO5 (10)

Provavelmente, esta reaccdo constitui um mecanismo através do qual a difusédo
e concentracdao de 'NO é controlada in vivo (Lancaster, 1994). Na realidade, as
elevadas concentragcdes a que estas proteinas se encontram e a rapidez da sua
reaccdo com '‘NO (k = 3x10” M".s™") fazem deste mecanismo o meio preferencial de
remocéo deste radical (Wink and Mitchell, 1998).
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1.2.4.3. Catalase

A catalase € uma proteina essencial em todos os microorganismos aerobios,
plantas e animais, sendo responsavel pela proteccdo celular contra os danos
exercidos pelo peroxido de hidrogénio (H,O,). Esta enzima catalisa a reacgdo de

reducao de H,0, a H,0O, exercendo desta forma uma acgao antioxidante.

2H202 — 2 Hzo + 02 (11)

A ligacao do ‘NO ao ferro hémico na enzima leva a formagdo de um complexo
nitrosilo férrico, que inactiva a enzima (Hoshino et al., 1993). Esta reac¢do ocorre com
uma constante de velocidade de 3x10’ M™'.s™ e com uma constante de dissociagdo de
1x10° M, o que impede a ligagdo do H,O, e inibe assim a actividade catalitica da
enzima. Deste modo, o aumento de concentracido de H,O, pode contribuir para os

efeitos citotoxicos do ‘NO (Davis et al., 2001).

1.3. Tempo de vida

Ha varios factores que contribuem para o curto tempo de meia vida (i)
observado para o 'NO. Um deles ¢é a reacgdo rapida com a
oxihemoglobina/oximioglobina, proteinas responsaveis pela remocao/ inactivagdo do
radical (Beckman, 1996).

Uma outra via que concorre para o curto tempo de meia vida do "NO consiste na
sua reaccdo com o O,, conforme referido anteriormente. No entanto, o facto de a
reaccao ser de terceira ordem implica que é necessario o encontro de 3 moléculas
para que a reaccao ocorra. Como a velocidade da reac¢ao depende do quadrado da
concentracdo do 'NO, a reaccdo é muito lenta para concentrac¢des fisiolégicas do
radical (Beckman, 1996; Bonner and Stedman, 1996). Pelo contrario, a reaccdo entre

0 'NO e 0 O, " é muito rapida, contribuindo para o tempo de vida reduzido do ‘NO.
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1.4. O 6xido nitrico mensageiro intercelular

O 'NO nao € um mensageiro intercelular convencional: geralmente, as moléculas
responsaveis pela comunicacao intercelular sdo estruturalmente mais complexas,
sendo por isso reconhecidas por receptores presentes na membrana das células
alvos, em funcéo da estrutura/geometria tridimensional (Beckman, 1996).

Esta nocédo levou a formulagdo da hipétese que suporta a actividade que
reguladora do '"NO e que refere que no meio biolégico o ‘NO n&o veicula informagao
através da sua forma molecular, mas sim através da sua concentragdo ou
reactividade. Nao se liga a receptores a superficie das células alvo, mas antes a
guanilato ciclase citosodlica (Beckman, 1996).

As mesmas propriedades quimicas que tornam o 'NO uma moléculas téxica
quando presente em concentragcio elevada permitem que funcione como mensageiro
intercelular quando presente em concentracbes baixas (Beckman, 1996; Ignarro,
1996):

i) O facto de ser um gas hidrofébico permite-lhe permear as
membranas bioldgicas sem necessidade de receptores ou canais;
i) A sua natureza gasosa faz com que se difunda isotropicamente no

tecido circundante;

iii) O seu curto tempo de vida em meios bioldgicos faz com que o sinal

produzido seja localizado.

1.4.1. Biossintese de 6xido nitrico

O processo de biossintese de 'NO, em que ha conversao da L-arg em citrulina e
‘NO catalisado pela NOS, envolve 5 electrdes e requer a presenga de oxigénio e
NADPH como co-substratos. A reaccédo ocorre em duas etapas: na primeira, a L-arg
sofre uma hidroxilagdo ao nivel do azoto do grupo guanidino, conduzindo a formagao
de N®-hidroxi-L-arginina (L-NHA) como intermediario (Pufahl et al., 1992); a segunda
etapa desta reacgcdo envolve a formacdo de 'NO e citrulina por oxidagdo do
intermediario L-NHA (figura 1.4.)
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Figura 1.4. Reaccgédo de catalise de '"NO a partir da NOS.

1.4.2. Oxido nitrico sintases

A biossintese de 'NO é devida a acg¢ao da 6xido nitrico sintase (NOS). Esta é
uma enzima muito complexa quer em termos estruturais quer no modo de regulagao,
envolvendo varios co-factores e fendmenos de regulacdo pds-tradugao (fosforilagao,
entre outros). Varios estudos permitiram identificar 3 isoformas desta enzima, que
diferem entre si no tamanho, na sequéncia de aminoacidos, na distribuicdo nos
tecidos, na regulagdo transcripcional e activagdo por Ca®" intracelular. Estas foram
designadas com base no tecido onde foram inicialmente clonadas ou pela ordem de
clonagem: NOS neuronal (hnNOS ou NOS [), NOS endotelial (eNOS ou NOS III), NOS
indutivel (iNOS ou NOS II).

Das trés isoformas, a neuronal e endotelial sdo constitutivas e sao activadas pelo
complexo Ca?*/Calmodulina (CaM). A forma indutivel desta enzima surge, entre outras
células, nos astrécitos e macrofagos, sendo a sua expressao induzida por diferentes
compostos, especialmente imunoestimulantes (Nathan, 1992). Enquanto as formas
constitutivas permanecem activas por curtos periodos de tempo, produzindo pequenos
fluxos de 'NO, a forma indutivel pode produzir maiores quantidades de 'NO por

periodos de tempo mais alargados. Esta via constitui normalmente um mecanismo de
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defesa contra microrganismos e tumores, podendo no entanto, conduzir também a

dano celular (Moncada and Higgs, 1993). Mesmo nao sendo regulada pelo Ca®', a

forma indutivel da NOS tem um local de ligagdo para a CaM, indicando que esta é

uma unidade estrutural desta isoforma (Cho et al.,, 1992). As caracteristicas destas

trés isoformas da NOS encontram-se sumariadas na tabela 1.1.

Tipo

Endotelial (NOS IlII)

Neuronal (NOS I)

Indutivel (NOS II)

Localizagao

Cromossomica

7q 35-36

12q 24.2

17cen-q12

Massa Molecular

133kDa (1203 aa)

161kDa (1433 aa)

131kDa ( 1144 aa)

Ca%- CaM

Dependente

Dependente

Liga CaM sem Ca?

Producao de ‘NO

pmol/min/mg proteina

Libertagao curta duragéo

pmol/ min/mg proteina

Libertagao curta duracéo

nmol/ min/ mg proteina

Libertacao longa duracao

Glucocorticoides

Inducao inibida

Responde a Acetilcolina,

Induzida por endotoxinas

astrécitos, musculo
esquelético, neurdnios
NANC

Activagéo/ Responde a Acetilcolina, (LPS, MDP) ou
o bradicinina, glutamato, . .
Indugao bradicinina, glutamato, etc. ‘ citoquinas (INFy, TNFa,
etc.
IL-1)
Localizagao
Membrana e Citosol Citosol Citosol
Subcelular
Cerebelo, cortex _
) Figado, pulmao, aorta,
cerebral, sistema . o
macroéfagos, linfocitos T,
nervoso central, sistema )
. = . o hepatdcitos, células de
Localizagao Células nervoso periférico, .
o ) Kupffer, fibroblastos,
tecidular endoteliais, plaquetas glandula adrenal,

células tumorais, ilhéus
de Langerhans,

neuroblastomas, etc.

Tabela 1.1. Caracteristicas das diferentes isoformas da NOS.

Mais recentemente foi descoberta uma nova isoforma da enzima, localizada na

mitocdndria (Bates et al., 1995). Em 1998, e recorrendo a técnicas de ressonancia

paramagnética electronica (RPE), Giulivi e colaboradores demonstraram também a

producao de ‘NO por parte da mitocédndria (Giulivi et al., 1998).
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Esta isoforma é também constitutiva e localiza-se na membrana mitocondrial,
sendo a sua actividade regulada pela concentragdo de Ca*" existente na matriz. A
constatacéo da presenca de uma isoforma da NOS na mitocondria, aliada ao facto do
"NO inibir a citocromo oxidase de uma forma competitiva com o oxigénio, fortalece a
ideia de que o ‘NO pode funcionar como regulador da respiragado mitocondrial (Brown,
1995) (figura 1.3).

Membrana
Interna

Membrana
Externa

Crista

Matriz

Figura 1.3. Esquema ilustrativo da localizacdo da NOS na mitocondria e da

competicao entre o 'NO e o O, para a citocromo ¢ oxidase.

Apesar das diferencas, as 3 isoformas partiiham uma estrutura semelhante,
baseada em 3 componentes (Crane et al., 1997):
i) Um dominio oxigenase no terminal aminico, contendo locais de ligagao
para os cofactores heme, (6R)-tetrahidro-biopterina (H4B) e para o
substrato L-arginina;
i) Um dominio redutase no terminal carboxilico, onde se ligam cofactores
como o Dinucleétido de Flavina Adenina (FAD), Mononucleétido de
Flavina (FMN) e NADPH (Alderton et al., 2001);
iii) Um local de ligacao da proteina Calmodulina (CaM) que regula o fluxo de

electrdes entre os dominios oxigenase e redutase.
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Todas as isoformas s&do homodimeros na forma activa (Marletta et al., 1998). A
dimerizagao que ocorre entre os dominios oxigenase de cada subunidade é promovida
pela L-Arg e pelo H4B (Crane et al., 1997; Marletta et al., 1998).

1.4.3. Cofactores

Sao varios os cofactores associados a estas enzimas que desempenham
variadas fungdes na estrutura e na catalise. A H4,B é necessaria a dimerizagao da
enzima e afecta varios parametros referentes ao cofactor hémico. Especula-se sobre a
sua participacéo directa na primeira parte da catalise, hipdtese esta que continua a ser
debatida. O FAD e o FMN, presentes no terminal carboxilico da enzima, participam na
transferéncia de e do NADPH para o heme da proteina (Marletta, 1993; Marletta et al.,
1998).

Cada subunidade possui um cofactor hémico tipo P450 (Ferro-protoporfirina IX)
(Marletta, 1993; Marletta et al., 1998). O Fe hémico encontra-se na forma férrica de
baixo “spin” e esta axialmente coordenado ao residuo Cys'**. A porgao distal do bolso
hémico é principalmente hidrofébico, mas alguns residuos hidrofilicos presentes na
berma do bolso poderédo afectar a ligagdo do H4B e da L-Arg (Crane et al., 1997).
Parece haver também participacdo de ferro ndo hémico na reaccdo (Marletta et al.,
1998). O NADPH e o O, sdo co-substratos da reacg¢ao (Marletta, 1993).

Nas formas constitutivas da enzima, a ligagdo do complexo Ca*- CaM é
necessaria para que haja fluxo de e do NADPH para o heme. Assim, a elevagao dos
niveis intracelulares de Ca?" é um requisito & activacdo da enzima. A isoforma indutivel
da NOS tem uma elevada afinidade pela CaM, sem que seja necessario Ca®'
adicional. Por isso, desde que a enzima seja expressa encontra-se activa (Marletta,
1993; Marletta et al., 1998).
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1.5. Relevancia fisiologica do 6xido nitrico

Este radical participa em variados processos estando presente em praticamente
todos os 6rgaos de mamiferos. Tal como foi salientado anteriormente, o 'NO é visto
como um regulador dos principais 6rgaos e sistemas. A sua actividade no sistema
nervoso, cardiovascular e imunitario € hoje mais bem conhecida e sera discutida mais
adiante, em particular a actividade no primeiro. No entanto, refira-se a titulo de
exemplo que algumas das fungdes fisiolégicas reguladas pelo NO incluem (Ignarro,
1996; Stamler and Feelish, 1996; Colasanti and Suzuki, 2000):

i) Tonus vascular;

i) Inibicao plaquetar;

iii) Broncodilatagao;

iv) Motilidade intestinal;

v) Contraccdo muscular esquelética e lisa;
vi) Funcao sexual masculina;

vii) Neurotransmissao;

viii) Imunidade n&o especifica;

ix) Morte celular apoptdtica;

x) Desenvolvimento do esfincter pildrico gastrico.

1.5.1. Regulacao do ténus vascular

O estado de contraccdo do musculo liso endotelial € determinado pela
interaccao de duas proteinas: a actina e a miosina. O processo é regulado pelos niveis
intracelulares de Ca** e estado de fosforilacdo das referidas proteinas.

Em 1980, Furchgott e Zawadzki mostraram que compostos como a acetilcolina
induzem vasodilatacdo dependente do endotélio (figura 1.5.). Esta vasodilatagao seria
mediada por um factor humoral 1abil ao qual se deu o nome de EDRF (Endothelium
Derived Relaxation Factor) (Furchgott and Zawadzki, 1980). Em 1988, Ignarro e
colaboradores e Moncada e colaboradores propuseram independentemente que o
EDRF seria 'NO ou um composto semelhante. Sabia-se ja que o '"NO era um potente
vasodilatador responsavel pelos efeitos dos nitrovasodilatadores (Ignarro et al., 1988a;
Ignarro et al., 1988b). O cGMP tinha sido identificado como sendo o mediador das
respostas a ‘NO e EDRF (Moncada et al., 1991).
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Figura 1.5. Sintese de 'NO pelo endotélio vascular e acgdo ao nivel do tecido

muscular liso.

1.5.2. Modulacgédo da resposta imunitaria

O 'NO é um agente citotoxico libertado por macréfagos e neutrofilos activados
(Ignarro, 1996). Estas células podem ser activadas por citoquinas de linfocitos
sensibilizados em resposta a antigénios especificos ou por contacto com
microorganismos ou LPS (Moncada et al.,, 1991). Esta citotoxicidade resulta da
elevada concentragcdo a que o radical é produzido. Em elevadas concentragées o ‘"NO
pode provocar danos em células invasoras e tumorais, tanto ao nivel de proteinas com
centros férricos (Fe-S, por exemplo), como do DNA e da respiracdo mitocondrial (por
exemplo inibindo o complexo IV) (Moncada et al., 1991; Ignarro, 1996). Os macréfagos
e os neutrofilos também produzem O,* pelo que é possivel que haja producdo de
OONO", que é um forte agente oxidante (Ignarro, 1996), tal como descrito

anteriormente.

1.5.3. O 6xido nitrico neuromodulador

Os neurotransmissores sdo compostos sintetizados, armazenados em vesiculas
no terminal nervoso e libertados neste terminal em resposta a potenciais de acg¢ao. Os

gases 'NO e CO constituem uma classe diferente de neurotransmissores que diferem
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em varios aspectos dos convencionais: apresentam uma elevada reactividade
quimica; atravessam rapidamente membranas bioldgicas; ndo sdo armazenados em
vesiculas; a sua sintese pode ser induzida quando necessario; possuem multiplos
alvos moleculares. Nao existe, portanto, aqui um mecanismo de exocitose regulada.
Os neurdnios que sintetizam 'NO s&o altamente ramificados. A produgdo do
radical faz parte de um sistema de “feedback” que permite aos neurénios adaptarem-
se a diferentes niveis e padrées de estimulagdo. O 'NO desempenha um importante
papel nos processos de aprendizagem, memoria e emogao de acordo com os modelos
de potenciagédo e inibicdo a longo prazo. Por outro lado, a alteracdo dos niveis de

cGMP, induzida por ‘NO, pode influenciar a plasticidade sinaptica (Ignarro, 1996).

1.5.3.1. Difuséo e regulacdo da actividade do 6xido nitrico no

cérebro

Dado o seu baixo peso molecular e propriedades hidrofobicas, o 'NO atravessa
facilmente as membranas celulares e pode difundir-se do seu local de sintese para as
células vizinhas, desde que a sua velocidade de difusdo intercelular seja mais rapida
que as reaccgbes intracelulares (Lancaster, 1994; Wood and Garthwaite, 1994;
Beckman and Koppenol, 1996; Lancaster, 1997; Ledo et al., 2004). Estudos realizados
para avaliar a distancia de difusdo do 'NO em condicbes fisioldgicas, utilizando
microeléctrodos, reportaram valores na ordem dos 100-200 um, atingindo uma
concentracao estacionaria ao fim de 10-15 s, o que esta de acordo com um elevado
coeficiente de difusdo, 3300 pmzls (Malinski et al., 1993b; Meulemans, 1994).
Evidéncias experimentais suportam a nog¢ao de que o ‘"NO actua como um mensageiro
intercelular difusivel no cérebro, sendo o caso da potenciagao a longo termo (LTP) um
exemplo dessa actividade do 'NO (Schuman and Madison, 1994; Wood and
Garthwaite, 1994). A LTP é um modelo experimental usado para estudar as alteragcbes
sinapticas subjacentes aos processos de aprendizagem e memdria no hipocampo.
Este modelo implica a accdo do ‘'NO como mensageiro intercelular uma vez que
postula a existéncia de um mensageiro retrégrado, isto €, uma molécula que, uma vez
produzida no terminal pds-sinaptico € capaz de exercer uma acgao também no
terminal pré-sinaptico. Uma vez que o ‘NO, por ndo se armazenar em vesiculas, se
difunde radialmente em todas as direcgdes originado um gradiente de concentracao a
partir do ponto onde foi sintetizado, o tipo e o numero de alvos na vizinhanga irdo
determinar o perfil concentracao/tempo do ‘NO. Apesar do 'NO n&o ser muito reactivo

com a maioria das biomoléculas, a sua rapida reaccdo com o O,, com os radicais
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lipidicos LOO’, com as proteinas contendo metais de transicdo, com tidis e O, ira ditar
0 seu tempo de meia vida e regular a sua biodisponibilidade. De uma forma geral, a
esfera difusional do 'NO num determinado sistema biolégico depende n&o sé do seu
coeficiente de difusdo mas também da quantidade e da velocidade a que é sintetizado,
o tempo de duragio da libertagdao da célula onde foi produzido e a velocidade das
reacgdes do 'NO com o O, e outras moléculas biolégicas.

No entanto, todas estas evidéncias levantam uma importante questéo
relacionada com a sinalizacao através do 'NO, nomeadamente acerca da
especificidade de acgcao de uma molécula altamente difusivel, reactiva e
potencialmente téxica numa cascata de sinalizacdo. A resposta a esta questdo nao é
ainda completamente esclarecedora. De qualquer modo, uma primeira observagao
importante é que a biossintese de ‘NO ¢ altamente regulada. Nos neurénios, a sintese
de 'NO ocorre numa complexa sequéncia de eventos que envolvem a estimulagao dos
receptores NMDA para o glutamato (um canal idénico sensivel a voltagem activado por
glutamato) e o influxo de calcio para o citosol, o qual, apés ligacdo a CaM activa a
nNOS; todo este processo é activado numa escala temporal de apenas alguns
segundos (Garthwaite and Boulton, 1995b). Deste modo, e desde que estejam
presentes todos os outros cofactores como a CaM, NADPH, FMN, FAD, H,B e o heme,
o passo fundamental no controlo da actividade da nNOS é um estimulo que permita a
entrada de calcio para a célula. A actividade da nNOS pode ser regulada pos-
transducao por fosforilagdo. Esta pode ser catalisada por mdultiplas cinases, incluindo a
proteina cinase C, a cinase dependente de cAMP e a proteina cinase dependente de
Ca?*/CaM (Bredt et al., 1992), sugerindo que a sintese de '"NO em resposta a um
estimulo neuronal € modulada por diferentes cascatas de sinalizaco.

Um segundo nivel de regulacdo advém da localizagéo intracelular da nNOS e da
disposicdo espacial dos componentes da maquinaria molecular envolvida nos
mecanismos de estimulagao, sintese e acc¢éao (figura 1.6.). O dominio bivalente PDZ
da nNOS direcciona a enzima para membrana, permitindo ainda a interaccdo com um
dominio PDZ na PSD-95.

Uma vez que o PSD-95 também se liga ao receptor NMDA do glutamato através
de dominios PDZ, o PSD-95 acopla funcionalmente a activagdo do receptor NMDA a
actividade da nNOS (Christopherson et al., 1999). Para além deste acoplamento, a co-
localizagdo da nNOS com os receptores NMDA e PSD-95 nas “spines” dendriticas do
hipocampo detectada por métodos microscépicos imunocitoquimicos optimizados para
detectar antigénios sinapticos vem reforcar a ideia de uma organizagdo
supramolecular da cascata de sinalizacdo através da sinapse como um modo de

regulagcdo da actividade do 'NO no cérebro (Burette et al.,, 2002). A primeira
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consequéncia dessa organizacao € que a nNOS deve estar localizada dentro da
esfera de concentragdo crescente de Ca?* que ocorre apos activagdo do receptor
NMDA do glutamato, facilitando deste modo uma rapida e robusta activacdo da
enzima. Além disso, o acoplamento fisico entre o receptor NMDA e a nNOS através do
PSD-95 pode ser regulado por uma proteina especifica do cérebro denominada
CAPON, que compete com a nNOS para o dominio PDZ e quebra a ligagdo daquela
com o receptor NMDA (Jaffrey et al., 1998). Outras proteinas associadas com o
CAPON (por exemplo Dexras |, sinapsina) fornecem uma integridade estrutural ao
complexo multiproteico e podem também ser alvos para a acgéo do 'NO (Jaffrey et al.,

2002). Deste modo, proteinas como CAPON podem entregar ‘NO a alvos especificos.
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Figura 1.6. Acoplamento funcional do receptor NMDA para o glutamato com a
oxido nitrico sintase e as vias de sinalizacdo mediadas pelo 'NO. A interac¢ao entre o
receptor NMDA e a NOS via PSD-95 facilita a sintese de 'NO apés o influxo de calcio.
A proteina adaptadora CAPON regula a sintese de 'NO, ligando a nNOS a alvos
especificos (e.g. pequenas proteinas G como as Dexras). As vias de sinalizagéo intra
e extracelular sdo medidas por interacgdo com a guanilato ciclase soluvel e grupos tiol
nas proteinas. O receptor NMDA ¢ inibido por S-nitrosacdo de um residuo cisteina
critico. Adaptado de Ledo et al., 2004.
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1.5.3.2. Alvos do oxido nitrico em mecanismos fisioldgicos e
patoldgicos

Todas as isoformas da NOS podem ser expressas no cérebro; a eNOS nas
células endoteliais e neurdnios; a nNOS em neurénios e a iINOS na microglia e
astrécitos (Dawson and Dawson, 1998; Alderton et al., 2001). A primeira vez que se
sugeriu uma acc¢ao do 'NO a nivel neuronal decorreu de observacdes relacionadas
com a activacado do receptor NMDA do glutamato e consequente sintese de 'NO em
fatias de cérebro (Garthwaite and Boulton, 1995a). O receptor NMDA do glutamato
inicia uma cascata de eventos intracelulares que modulam a plasticidade neuronal, o
desenvolvimento, o envelhecimento e a doenga, sugerindo fortemente um papel activo
do 'NO nestes processos (Dawson and Dawson, 1998).

O alvo do 'NO melhor caracterizado é a sGC, que é activada pelo 'NO, levando
a producao de cGMP (Ignarro, 1991). No entanto, descobertas recentes indiciam o
envolvimento do 'NO em mecanismos de sinalizagao independentes da producao de
cGMP (Boehning and Snyder, 2003). E de notar os mecanismos mediados pela
quimica redox do ‘'NO com grupos tiol em proteinas e no glutatido, os quais devem
envolver uma catalise por metais de transicao e interconversao entre diferentes formas
redox do "NO (por exemplo NO*). A formagédo de proteinas S-nitrosotiol que ocorrem
num unico residuo critico de cisteina foi descrita em inumeras proteinas e podera ser
responsavel pela regulacdo de factores de transcricdo (indicando uma eventual
expressao de genes mediada pelo 'NO), canais idnicos, proteinas G e varias enzimas
(proteinas cinases, fosfatases e caspases), proteinas estruturais, etc. (Stamler et al.,
2001). A regulacao dindmica de proteina por nitrosacao, por analogia com a regulagao
por fosforilagao/desfosforilagdo, requer também desnitrosagdo, mas o conhecimento
sobre 0s mecanismos responsaveis por este fendmeno permanece por clarificar.

Ao contrario dos mecanismos fisiolégicos mediados pela activacdo do receptor
NMDA, uma activagdo excessiva destes receptores (excitotoxicidade) € o mecanismo
base que despoleta doengas neuroldgicas, como a doenga de Alzheimer, Parkinson,
esclerose multipla, entre outras (Coyle and Puttfarcken, 1993; Dawson and Dawson,
1998). Nao obstante a existéncia de resultados contraditérios, foi ja estabelecido que o
‘'NO medeia a toxicidade do glutamato em culturas primarias de células corticais e
numa variedade de outros modelos (Dawson et al., 1991; Dawson and Dawson, 1998).

A actividade dupla do 'NO em fisiologia e patologia é explicada dogmaticamente
em funcdo da sua concentragdo; concentracbes elevadas iniciam vias téxicas,
desviando o '‘NO de processos fisiolégicos. No entanto, uma alteragdo na

concentracao nao implica necessariamente uma modificagdo qualitativa dos alvos. Por
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exemplo, o ‘NO produzido em elevadas concentragdes, numa gama de puM, por uma
iINOS nos macréfagos, desempenha um importante papel na resposta imune, mas o
‘NO exerce um efeito antimicrobiano modificando selectivamente centros tiol e
metalicos de proteinas criticas nos microrganismos (Stamler et al., 2001). Deste modo,
elevadas concentragdes (uM) de 'NO no cérebro podem activar a sGC e formar S-
nitrosotiodis. No entanto, e uma vez que os sistemas de defesa e reparagdo podem nao
ter capacidade de resposta, as células e os tecidos poderdao ter uma dificuldade
adicional em lidar com um elevado numero de eventos disfuncionais despoletados
pelo 'NO e espécies relacionadas, tais como oxidacdo, nitrosacdo e nitracdo de
proteinas e DNA. Ha muitos trabalhos que sugerem que as acgdes neurotdxicas do
'NO sdo mediadas por espécies reactivas de nitrogénio, tais como o radical ‘'NO, e o
ONOO" (Radi et al., 1991b; Ischiropoulos, 1998). Adicionalmente, a quimica nitrosativa
pode desencadear modificagdes oxidativas secundarias, como no caso da oxidacao de
um residuo de cisteina na enzima glutatido redutase mediada pela S-nitrosoglutatido
(Becker et al., 1998). Além disso, o oxigénio singleto, que é uma forma altamente
reactiva do oxigénio molecular, foi sugerido como sendo um produto da reacgao entre
0 ‘NO e o H,0, (Noronha-Dutra et al., 1993).

Ao nivel subcelular é importante considerar os efeitos do 'NO ao nivel da
mitocdndria (Boveris and Cadenas, 2000; Cadenas et al., 2000), que podem levar a
disfungdo do organelo e ao envolvimento da mitocondria disfuncional em doengas
neurodegenerativas.

Paradoxalmente, o 'NO e os radicais livres de oxigénio sdo produzidos nas
células cerebrais durante a actividade normal e interagem em cascatas de sinalizacao
(Bindokas et al., 1996).

Deste modo, forma-se um quadro complexo em que os radicais livres de
oxigénio e o ‘NO interagem de formas diversas, produzindo efeitos sinergisticos ou
antagonistas. Os factores chave para que as interac¢gdes tomem um determinado rumo
sao a velocidade de fluxo e a compartimentalizacdo do '"NO e dos radicais livres de
oxigénio, que modulam deste modo o ambiente redox das células, conjuntamente com
0s compostos neuroprotectores (como o ascorbato e o glutatido) e determinam a
actividade biolégica do "NO (Lipton et al., 1993).

As catecolaminas também podem ter um papel importante no ambiente redox
das células, uma vez que o ‘NO oxida a dopamina (DA) (Daveu et al., 1997; Rettori et
al., 2002) e o DOPAC, conduzindo a formacao das espécies radicais o-semiquinona e
aniao nitroxilo, num processo catalisado pela SOD (Laranjinha and Cadenas, 2002).

Uma vez que o anido nitroxilo provoca uma diminuigdo das respostas mediadas pelo
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receptor NMDA, estas interac¢des quimicas podem ter relevancia fisiolégica (Kim et al.,
1999).

Estas consideracdes sugerem a necessidade de medir o 'NO em tempo real nos
tecidos e o estudo da relacdo entre a dindmica da concentragdo e as respostas
biolégicas. Como discutiremos adiante, a utilizagao de microeléctrodos inseridos na

esfera de difusdo do "NO no tecido constitui o melhor sistema para tais estudos.

1.6. Hipocampo

O sistema limbico encontra-se na superficie medial do lobo temporal e é
fundamental para o normal funcionamento do ser humano. E composto por 3
estruturas: cortex olfactivo, amigdala e hipocampo. Estas estruturas estabelecem
ligacdo com varias outras partes do sistema nervoso central (SNC), nomeadamente o
hipotalamo, tdlamo e cértex cerebral (Thompson, 1993a).

Este sistema é “antigo”, em termos de evolug¢do: forma a parte superior do
cérebro de vertebrados mais primitivos, como o crocodilo. Nos mamiferos, o cortex
cerebral expandiu-se e acabou por envolver totalmente o hipocampo, tornando-se,
entdo, na maior estrutura do SNC. Nos mamiferos, o hipocampo é provavelmente o
constituinte mais importante do sistema limbico, e é certamente o mais complexo,
desempenhando um papel critico nos processos de aprendizagem e meméria de longa
duracdo.(Thompson, 1993b). Na figura 1.7. pode-se ver a localizagdo do hipocampo
no SNC.

A remocao total do hipocampo impede o individuo de formar novas memoarias de
longa duracdo, embora as formadas antes da remoc¢ao permanecam intactas e
utilizaveis.

No hipocampo podem-se distinguir 5 areas: giro dentado, CA1, CA2, CA3 e
subiculum, sendo este ultimo continuo com o cortex entorhinal (figura 1.7). Nesta
estrutura, existe um circuito unidireccional da informagdo. O “input” para o lobo
temporal medial tem origem nas &areas associativas do cortex onde existem
informagdes processadas de varias modalidades sensoriais. Antes desta informagao
ser processada no hipocampo, passa pelo cortex rhinal e parahipocampo. Destas
regides partem axonios que formam sinapses no giro dentado. As “mossy fibers”
fazem ligacdo entre esta estrutura e a zona CA1, que € por sua vez ligada a regiao
CA3 pelos colaterais de Schaeffer. Daqui, a informagdo segue para o subiculo,
responsavel pelo “output” do hipocampo: pelo fornix parte informacdo para o
hipotalamo (e depois talamo) e para os corpos mamilares ou entdo para o cortex

sensorial. Durante este processo sao formadas as memarias de longa duragéo (Bear
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et al., 1996; Purves et al., 1997). O principal neurotransmissor envolvido neste circuito
€ o glutamato, mas varios outros neurotransmissores e neuromoduladores (dopamina,
serotonina, noradrenalina, GABA e purinas) podem de alguma forma participar neste
processo, modulando aquele circuito glutamatérigico.

Gragas a sua arquitectura e organizagao simples, o hipocampo tem sido muito
utilizado no estudo da transmiss&o sinaptica, em especial, de processos como LTP
(potenciagdo a longo prazo) e plasticidade. Na década 60 mostrou-se que o
hipocampo pode ser separado do resto do cérebro, sendo também possivel o seu
seccionamento em fatias que se mantém viaveis durante varias horas (Purves et al.,
1997).

Hippocampus

Schaffer
collaterals

CA3

Maossy fibers Dentate gyrus Perforant path
(from entorhinal

cortex)

Figura 1.7. Representacdo esquematica do hipocampo de rato, onde se
mostram as diferentes sub-regides (CA1, CA3, “dentate gyrus”), assim como o “loop”

L]

tri-sinaptico (“perforant path”, “mossy fibers”, “Schaffer collaterals”).
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1.7. Deteccao e quantificacao do o6xido nitrico

Desde a sua identificagdo como EDRF, tém sido desenvolvidas varias técnicas
de modo a tornar possivel a detecgao selectiva do ‘'NO em amostras bioldgicas, e
especialmente in vivo. ldealmente, as técnicas utilizadas para a medicao do 'NO
devem ser capazes de detectar concentragcdes na ordem dos nanomolar com um
rapido tempo de resposta. Além destas, outras propriedades como a miniaturizagao,
facil calibracao, estabilidade e facilidade de uso sao importantes e devem ser tomadas
em linha de conta no desenvolvimento de técnicas analiticas para quantificar o "NO.
Porém, o curto tempo de vida e a baixa concentragdo em que o radical existe em
condicoes fisioldgicas constituem alguns dos obstaculos a ultrapassar. A maior parte
das técnicas de medicdo sdo indirectas, quantificando produtos de oxidagao/
decomposi¢cdo do 'NO (como NO,) ou de reacgdo, que sao removidos do meio
bioldgico (Lantoine et al., 1995; Beckman, 1996; Taha, 2003).

1.7.1. Colorimetria

Esta técnica baseia-se na reac¢do do 'NO com a Hb. A ligagdo do "NO ao centro
férrico da Hb resulta num desvio da banda de Soret, que é usada como um indicador
qualitativo e quantitativo do 'NO (Nims et al., 1996). Posteriormente, a HbNO produz
MetHb e NOs'.

HbO; (ou MbO,) + ‘NO — metHb + NOy

A nitrosacado da oxiHb ou oxiMb pode ser usada em medi¢cbes directas de ‘NO
em algumas amostras, especialmente na medigdo da concentragcdo padrdo em
solugdes. A principal desvantagem desta técnica é a falta de oxiHb ou oxiMb puras, o
que aumenta o tempo necessario para as medi¢gdes devido a necessidade de
purificacdo. Adicionalmente, podem ocorrer reacgbes entre o centro porfirinico
metalico e interferentes como o NO, (Nims et al., 1996).

Além da oxiHb e oxiMb tém sido desenvolvidos outros compostos que formam
complexos corados na presenca de oxigénio (Nims Raymond W. et al., 1995). Estes
compostos servem acima de tudo para quantificar o 'NO em solugdes padrdo na
ordem dos uM.

Podem também ser feitas medi¢des colorimétricas indirectas do 'NO, baseadas
na quantificacdo de NO, e NO;, os metabolitos biolégicos do 'NO. A técnica mais

comum ¢é baseada no reagente de Griess, que adquire uma absorvancia caracteristica
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a 543 nm quando na presenca de NO,. E uma técnica util para quantificar NO, na
ordem de grandeza dos micromolar. Para quantificar NO;~ € necessario reduzi-lo
primeiro a NO,” ndo sendo possivel distinguir o NO; fisiolégico do NO,™ proveniente da
oxidacao do 'NO.

Os métodos espectrofotométricos para medi¢cdes de ‘NO utilizam aparelhagem
comum e procedimentos bem estabelecidos, apresentando uma boa reprodutibilidade

e um limite de deteccdo entre 0,1 e 1 uM de "NO.

1.7.2. Quimioluminescéncia

A maioria dos estudos em que o '‘NO ¢é medido recorrendo a
quimioluminescéncia envolve medi¢cdes em fase gasosa. Esta metodologia para
deteccédo do 'NO foi inicialmente desenvolvida para monitorizagdo ambiental (Fontijn
et al., 1970) e baseia-se na reacgdo do 'NO com o ozono (Os3), produzindo diéxido de

azoto no estado excitado:

'NO + O; — NO,* (estado excitado) + O,

NO,* — NO, + hov (abaixo de 600 nM)

Esta reaccdo é especifica para o 'NO e insensivel ao NO,, um potencial
interferente nas medi¢des de ‘NO. A deteccdo de 'NO em fase gasosa é mais simples
do que em solugao, pois a purga que € necessaria nestes casos limita a sua aplicagao
em medi¢gbes em tempo real. Tém sido reportados valores de sensibilidade num
intervalo entre 0,1 e 50 nM (Marley et al., 2000; Rassaf et al., 2002; Yao et al., 2002).
A quimioluminescéncia em fase gasosa apresenta uma boa sensibilidade e
selectividade, mas é necessaria uma instrumentacdo dispendiosa, € uma técnica
morosa, cara e necessita de varios reagentes para se poder realizar. A
quimioluminescéncia tem sido aplicada na medi¢cao de "NO no ar expirado (Girgis et al.,
2003).
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1.7.3. Fluorimetria

Os métodos fluorimétricos sdo muito Uteis para se realizar a bioimagem do 'NO.
Os reagentes fluorimétricos tém normalmente grupos amina adjacentes e exploram a
capacidade do 'NO produzir agentes N-nitrosantes para formar triazoles (Wiersma,
1970; Miles et al., 1996). Um indicador muito utilizado na identificagdo do "NO é o DAN
(2,3-diaminonaftaleno), que, ao reagir com o ‘NO, forma um composto que emite
fluorescéncia. Uma das principais desvantagens desta técnica é a morosidade e a falta

de selectividade para valores baixos de pH devido a interferéncia do NO,".

1.7.4. Ressonancia paramagnética electronica

Desde a década de 60 que os espectroscopistas de ressonancia paramagnética
electréonica (RPE) tém usado o 'NO no estudo estrutural de metais em proteinas
hémicas e ndo hémicas, uma vez que o ‘NO se liga fortemente ao ferro para formar
complexos ferro-nitrosil.

Com a descoberta das fungdes que o 'NO desempenha nos sistemas bioldgicos,
a formacéao destes complexos é usada para detectar a presenca de 'NO, uma vez que
¢ dificil detecta-lo directamente, apesar de possuir um electrdo desemparelhado (Hall
and Buettner, 1996; Kalyanaraman, 1996; Kozlov et al., 1996; Osipov et al., 1996). De
modo a ultrapassar estas dificuldades, tem sido usado o RPE indirecto, recorrendo a
“armadilhas” de spin como por exemplo tiocarbamatos (Singh et al., 1995; Vanin et al.,
2000; Saito and Yoshioka, 2002). A RPE indirecta tem a vantagem de uma
monitorizagao cumulativa, mas tem como desvantagem a necessidade de operadores
especializados, exigir equipamento complexo, e estar sujeita a interferéncia de varias

espécies redox.
Em resumo, a maior parte das técnicas apresentadas até agora para deteccgéo

de 'NO quantificam os seus produtos de reacgdo, apresentando varias desvantagens

e estando sujeitas a accao de diversos interferentes.
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1.7.5. Electroquimica

De todas as técnicas analiticas que podem ser usadas na detecgdao de '‘NO, a
deteccgao electroquimica é a uUnica que permite fazer uma medicao directa e in vivo do
‘NO. As técnicas electroquimicas apresentam diversas vantagens relativamente as
outras, nomeadamente (Bedioui and Villeneuve, 2003; Ciszewski and Milczarek,
2003):

i) Selectividade resultante da escolha do material de suporte para o

eléctrodo de trabalho e do potencial aplicado;

i) Elevada sensibilidade e baixo limite de detecc¢ao;

iii) Possibilidade de efectuar medidas em tempo real;

iv) A utilizacdo de microeléctrodos de reduzida dimensao (um) permite fazer

medicoes com elevada resolucao espacial.

Apesar dos problemas inerentes a monitorizagdo in vivo, a utilizacdo de
eléctrodos nestas medi¢des constitui uma abordagem extremamente util, uma vez que
na superficie do eléctrodo a informacao quimica é directamente convertida em sinal
eléctrico. Se o sinal gerado for directamente proporcional a concentracédo da espécie a
ser detectada, pode ser usado como sinal analitico (Ciszewski and Milczarek, 2003).

A reaccao de oxidagado do 'NO a superficie de eléctrodos de trabalho inertes (e.g.
Pt, carbono vitreo) ocorre em duas etapas: uma primeira electroquimica, seguida por
uma reacgdao quimica (mecanismo EC), de acordo com as equagbes a seguir

indicadas (Ciszewski and Milczarek, 2003).

1°Etapa (E) 'NO — NO" +¢

22 Etapa (C) NO*+ OH — HNO, — H*+NO;

Numa primeira etapa ocorre uma reacgao electroquimica, em que ha a
transferéncia de um electrdo de uma molécula de ‘NO para o eléctrodo, resultando na
formacgao do ido nitrosénio (NO*). Este ido é um acido de Lewis relativamente forte e
em solucido aquosa é rapidamente convertido em NO,". Se for aplicado um potencial
suficientemente elevado, ocorrera ainda uma posterior oxidagao do NO, a NO;™.

Tendo em conta que as matrizes biolégicas sdo ricas em NO, e que este se
encontra normalmente em concentragdes superiores aquelas verificadas para o ‘NO, é
importante que o sensor a utilizar seja capaz de distinguir o 'NO dos seus produtos de

oxidacao, o NO, e o NO3;~, bem como outras espécies interferentes que se oxidem ao
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potencial aplicado a oxidacao do ‘NO.

Existem dois tipos de sensores electroquimicos para deteccdo de 'NO. Um
primeiro tipo baseia-se no eléctrodo de Clark, utilizado para medir O,. Consiste hum
disco de platina que funciona como eléctrodo de trabalho e um fio de prata que
funciona como eléctrodo de referéncia. Os eléctrodos sao inseridos no interior de um
capilar. Este encontra-se cheio com uma solugdo de KCI/HCI e selado na extremidade
com uma membrana permeavel a gas. O '"NO, que é um gas, é oxidado na superficie
activa do eléctrodo depois de ter atravessado a sua membrana. Estes sensores,
apesar de terem uma resposta relativamente lenta, apresentam uma elevada
selectividade.

O segundo tipo de sensor é baseado num eléctrodo de carbono ou metalico.
Quando se usa um sensor deste tipo, apesar de terem uma elevada sensibilidade,
apresentam como desvantagem uma menor selectividade para o 'NO, pelo que é
necessario recorrer a modificagdes da superficie para tornar os eléctrodos selectivos
para o 'NO. Esta é modificada por electropolimerizagdo ou deposicido de materiais a
superficie de modo a torna-la mais adequada a detecgdo de 'NO (Malinski and
Czuchajowski, 1996). Deste modo, o principal objectivo quando se tenta desenhar um
novo sensor electroquimico (ou microeléctrodo) para deteccdo de 'NO é tentar
optimizar as suas caracteristicas analiticas, especialmente no que diz respeito a
parametros como a sensibilidade e a selectividade, através da modificacdo da
superficie.

Um dos procedimentos mais usados na modificacdo da superficie dos
eléctrodos por filmes poliméricos tem sido a polimerizagdo electroquimica de um

determinado mondémero. Este pode ser efectuada de trés modos:

i) Métodos galvanostaticos;
i) Voltametria ciclica;
iii) Métodos potenciostaticos.

Os polimeros escolhidos para os revestimentos deverao formar um filme de
reduzida espessura, insoluvel, estavel e aderente. As condicbes de polimerizagao
determinam em larga medida as propriedades fisico-quimicas do filme. Uma das
grandes vantagens da electropolimerizacdo é que permite modificar superficies
irregulares, como a superficie activa de muitos eléctrodos, ao mesmo tempo que
possibilita uma monitorizagdo continua do processo de electropolimerizagao e permite
um controlo da espessura do filme. Além disso, € um método simples de aplicar e a
deposicdo dos polimeros pode ser feita em diversos suportes condutores.

Actualmente, e de um modo geral, a modificacéo é feita de forma a conseguir um
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revestimento com multiplas camadas que permitam controlar a sensibilidade e a
selectividade dos sensores, desempenhando cada camada uma fungdo especifica
(Pontie et al., 1999).

O primeiro microeléctrodo para detecgcao de 'NO foi desenvolvido por Shibuki
em 1990 (Shibuki, 1990), e baseava-se no eléctrodo tipo Clark, tendo o autor revertido
a polaridade do eléctrodo de oxigénio para + 0,9 V, de modo a detectar 'NO. Mais
tarde, este primeiro eléctrodo permitiu o desenvolvimento do primeiro sensor de '"NO
comercial, 0 ISO-NO, apresentado pela World Precision Instruments (WPI, USA).

O segundo marco no que diz respeito a microeléctrodos utilizado para medigdes
de 'NO foi estabelecido em 1992, ao ser introduzido o sensor porfirinico (Malinski and
Taha, 1992). Este microeléctrodo era composto por uma fibra de carbono modificada
pela electropolimerizacdo de niquel(ll) tetraquis (3-metoxi-4-hidroxifenil) porfirina
(Ni(I)-TMHPP). Esta modificacdo tinhs como objectivo catalisar a oxidagdo do "NO.
Este filme era posteriormente revestido com Nafion® de modo a optimizar os
resultados em termos de selectividade relativamente a interferentes aniénicos como o
NO, e o NOj, por exemplo. O Nafion® é um polimero de troca catidnica que foi
inicialmente utilizado na modificagcdo de eléctrodos de carbono para melhorar a
deteccao de catecolaminas e indéis, como a dopamina e a serotonina, onde o principal
problema era a interferéncia dos seus metabolitos, normalmente compostos com carga
negativa (Brazell et al., 1987).

O filme formado por este trocador catidnico perfluorsulfonado apresenta uma
elevada estabilidade quimica, térmica e mecanica, bem como uma elevada
condutividade e forga idnica. Funciona como uma barreira a passagem de espécies
anionicas, impedindo a sua oxidagdo a superficie do eléctrodo. O Nafion®, porém, ndo
melhora a selectividade contra substancias neutras ou catidnicas. Um dos problemas
inerentes ao uso do Nafion® é que este também afecta a resposta temporal, pois o
coeficiente de difusdo de espécies neutras e catidnicas € mais reduzido no interior do
filme (Kristensen et al., 1986). Este microeléctrodo modificado tem sido aplicado com
sucesso na medicdo de 'NO em células individuais e em outro tipo de aplicagdes
(Malinski and Taha, 1992; Malinski et al., 1993a; Malinski et al., 1993b; Blatter et al.,
1995; Gerova et al., 1998; Balbatun et al., 2003).

O desenvolvimento deste tipo de sensores despoletou o interesse de muitos
investigadores, no sentido de explorar novos polimeros capazes de conferir as
propriedades analiticas aos microeléctrodos mais adequadas para a detecgdo e
quantificagdo do 'NO. Nesta linha de investigagéo, varios materiais foram propostos
para recobrirem a superficie do carbono, incluindo diferentes tipos de metalo-porfirinas,

metalo-ftalocianinas, microparticulas de cobre-platina, paladio e 6xido de iridio (Bediou
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e Villeneuve, 2003). Na maioria dos casos, os filmes cataliticos combinam-se com
filtros moleculares/idnicos, de modo a conseguir-se uma melhor selectividade contra
potenciais interferentes. Os filtros mais utilizados sdo o Nafion®, orto-fenilenodiamina
(0o-PD) (Friedemann et al., 1996; Pontie et al., 1999), polilisina e polipiridio (Mitchell
and Michaelis, 1998).

Em sintese, a dificuldade em fazer medicées de 'NO em tempo real e de uma
forma selectiva tem constituido o principal obstaculo a compreensao do seu papel na
fisiopatologia do cérebro e, apesar de terem sido feitos bastantes progressos, € ainda
necessaria mais investigacdo na area dos microeléctrodos de modo a que a sua
utilizacao possa ser feita de um modo mais generalizado. Neste sentido, o objectivo
deste trabalho centrou-se no desenvolvimento e caracterizagdo de microeléctrodos de
fibra de carbono modificados com uma camada de Nafion® e o-PD, os quais,
acoplados a técnicas amperométricas, demonstraram possuir a sensibilidade,
selectividade, resolucdo espacial e temporal para a medicdo em tempo real da
dindmica de producdo e decaimento de 'NO em fatias de hipocampo de rato. Deste
modo, espera-se que com o desenvolvimento desta tecnologia se possa contribuir
para a elucidagdo dos mecanismos pelos quais o ‘NO exerce os seus efeitos
biolégicos no cérebro, sendo a sua utilizagdo particularmente atil para responder a
questdes relacionadas com a cinética da produgao de "NO induzida por agonistas em
diferentes areas do cérebro nomeadamente (1); o tipo de relagdo que pode ser
estabelecido entre a concentragdo de 'NO e os efeitos a nivel celular (2); como é que
0 balango entre espécies oxidantes e antioxidantes (estado redox) das células e dos
tecidos modulam a cinética de libertacdo de 'NO e distribuicdo espacial (3); dar
contributos para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas no sentido de modular

a actividade do 'NO no cérebro (4).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Solucobes
As solugdes prepararam-se utilizando agua ultra pura com resistividade superior
a 18 MQ2cm obtida num sistema Milli-Q da Millipore (USA). Todos os compostos foram

utilizados na preparacao das diferentes solugdes como recebidos.

2.1.1. Electrélito de suporte

O electrolito de suporte utilizado na medicao electroquimica de "NO foi o tampao

fosfato salino (PBS), pH 7,4 com a seguinte composi¢ado em mM:

i) NaCl 140

i) KCI2,7

i) Na,HPO, 8,1
iv) KH,PO4 1,8

Todos os sais foram fornecidos pela Merck.

Ao tampéo foi adicionado 100 pM de DTPA (Dietilenotriaminacetato-penta,
Sigma), um agente quelante forte que permite remover os vestigios de ferro e outros
metais da agua desionizada. O PBS armazenou-se a 4 °C e utilizou-se a temperatura
ambiente (22°C).

2.1.2. Solucdes para modificacdo dos microeléctrodos

A — Nafion ® - O Nafion ® (Aldrich, E.U.A) utilizou-se na forma comercial, isto &,

uma solugao a 5% numa mistura de alcodis alifaticos e agua.

B - 0-PD — Preparou-se uma solugao de 0-PD (Fluka Chemica) 5 mM em PBS
suplementado com 100 uM de &cido ascorbico para cada experiéncia. A solucao
saturou-se previamente com argon durante 10 minutos e manteve-se ao abrigo da luz

de modo a evitar a foto-oxidacao.
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a) Nafion ®
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Figura 2.1. Estrutura quimica dos compostos utilizados para modificar a

superficie dos microeléctrodos de fibra de carbono.

2.1.3. Solugbes padrdo de 6xido nitrico

Prepararam-se solugdes padrdo de 'NO a partir do gas purificado e de
compostos quimicos geradores de 'NO, ou “dadores” de 'NO. Tomaram-se
precaucdes especiais na preparagdo das solugdes padrdo de 'NO a partir do gas,
dada a toxicidade do 'NO e dos seus produtos da reaccdo com o O,. Assim, todo o
processo de manuseamento e preparacao das solugdes realizou-se no interior de um
nicho. Para evitar as trocas gasosas, utilizaram-se tubagens de ago inoxidavel e vasos
de vidro. O recurso ao teflon e a tampas de borracha foi limitado apenas aos pontos de
uniao, tendo sido substituidos com regularidade.

As solugdes padrao de ‘NO foram preparadas borbulhando o gas (Air Liquide,
Franca) em agua previamente saturada com argon durante 30 minutos. Este gas inerte
€ mais denso que o ar pelo que se mantém a superficie da solugdo, o que é uma
vantagem relativamente ao azoto (Beckman et al., 1996). Antes de ser borbulhado na

agua, o gas de ‘NO passou por dois vasos contendo uma solugdo de NaOH 10M de
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modo a remover Oxidos superiores de azoto (e.g. NO,, N,O,, N,O4) substancias
altamente reactivas e existentes na botija de 'NO gas. O fluxo de gas manteve-se
durante cerca de uma hora, de modo a saturar a solucdo de ‘NO. A temperatura de 22
°C, a concentragao de uma solugao saturada de 'NO é de aproximadamente 2 mM
(Beckman et al., 1996) (figura 2.2.).

Figura 2.2. Representacdo esquematica do sistema utilizado para preparar
solugbes saturadas de 'NO a partir do gas. Todo o processo decorreu no interior de
um nicho. A pipeta de vidro impede que haja refluxo de solugdo para a botija quando o
sistema esta desligado.
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A preparacao das solugdes padrao de ‘NO para os diferentes ensaios realizados
a partir da solugao “stock” fez-se em vasos de 5 mL de capacidade, selados com um
septo de borracha e cheios com PBS saturado com argon durante 15 minutos. A
transferéncia da solugao “stock” de '"NO para estes vasos fez-se recorrendo a micro
seringas gas “tight”, de modo a evitar as perdas de gas. Apds a utilizacdo do gas fez-
se a purga do sistema com argon durante alguns minutos.

Prepararam-se também solugdes de ‘NO a partir de um dador de ‘NO, o 6xido

nitrico/dietilenetriamina (DETA/NO), fornecido pela Sigma (figura 2.3.).

H,NCH,CH, P

H,N*CH,CH, ” N—O

Figura 2.3. Estrutura quimica do DETA/NO, composto utilizado como dador de
‘NO. Adaptado de (Keefer et al., 1996).

O DETA/NO ¢ utilizado para libertar 'NO de uma forma controlada, tendo um
tempo de meia vida de 52 horas a temperatura ambiente (Keefer et al., 1996).

Preparou-se uma solugéo “stock” com a concentracdo de 10 mM DETA/NO em
NaOH 0,01 M. Seguidamente repartiu-se em varias aliquotas e armazenou-se a -18 °C.
O 'NO obtido a partir deste dador foi utilizado na realizagdo de ensaios de
sensibilidade, selectividade, limite de deteccdo e tempo de resposta dos

microeléctrodos.

2.1.4. Solugdes para calibracdo do sensor ISO-NOP (WPI)

A calibracdo do sensor ISO-NOP efectuou-se com solucées de "NO obtidas por
reaccao do NO,” com um excesso de Kl em H,SO,.

A solugao “stock” de NO,” 50 uM preparou-se a partir de uma solugéo padrao
comercial (Riedel de Haén) de NaNO, 0,1 M. A solugao “stock” de Kl 0,2 M (Merck)
preparou-se em agua miliQ. Preparou-se ainda uma solugédo de H,SO,4 (Merck) 0,2 M

por diluicdo da solugao concentrada de H,SO, em agua desionizada.
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2.1.5. Solucdes para os ensaios de selectividade

Para os ensaios de selectividade usaram-se as seguintes solugoes:

i) NO, 100 uM. Esta solugdo preparou-se a partir de uma solugao
comercial (Riedel de Haén) de NaNO, 0,1 M.

i) Acido Ascoérbico (AA) 10 mM (Fluka). Preparou-se em agua miliQ
previamente saturada com argon.

iii) Dopamina (DA) 10 mM (Fluka). Preparou-se em acido perclérico a
1%.

iv) 5-hidroxitriptamina (5-HT) 10 mM (Sigma). Preparou-se a solugao
“stock” em acido perclérico a 1%.

V) Tirosina 10 uM (Merck). Preparou-se em agua miliQ.

vi) H,O, 200 uM (Merck). Preparou-se por diluigdo de uma solugao
concentrada em agua miliQ.

vii) L-glutamato (L-Glu) (Biochemical), L-arginina (L-Arg) (Sigma) e n-
metil-d-aspartato (NMDA) (Tocris Cookson Ltd., Avonmouth, U.K.). As
solugcdes destes 3 compostos prepararam-se por diluicdo dos
mesmos em agua miliQ, para uma concentragao final de 1 mM, 1 mM
e 0,1 mM respectivamente.

viii)  ONOO'. Preparou-se por adicdo de NO, a uma solugdo acida de
H,0,. A reacgéo foi interrompida por adicdo de NaOH (Beckman et al.,
1994).

iX) Oxidos superiores de azoto (NO,) 20 uM. Esta solugéo preparou-se a
partir da solugao saturada de gas de 'NO por exposi¢ao prolongada
ao oxigénio, resultando entdo na decomposi¢cdo do 'NO em Oxidos

superiores de azoto.

As solugcées de AA, DA, 5-HT, tirosina foram mantidas ao abrigo da luz.
Adicionalmente, as solucdes “stock” de DA e 5-HT foram conservadas a -18 °C. As
solugdes de AA, tirosina, H,O,, ONOO™ e N,O, foram preparadas de fresco em cada

dia de ensaios.
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2.1.6 Solucobes utilizadas na medicdo de 6xido nitrico em fatias
de hipocampo de rato

Apos isolamento, as fatias de hipocampo recuperaram em fluido cerebrospinal

(aCSF), preparado diariamente, e cuja constituicao é a seguinte (em mM):

i) NaCl 124

i) KCI2

i) NaHCO;25
iv) KH,PO,4 1,25
v) MgSO,4 10
vi) CaCl, 0,5

Todos os sais foram obtidos da Merck.

O aCSF foi suplementado com 10 mM de glucose (Merck), 1 mM de glutatiao
(GSH) (Sigma) e 0,2 mM de ascorbato (Fluka). O aCSF foi constantemente
borbulhado com carbox, uma mistura gasosa de 95% O, e 5% CO,, de modo a manter
o pH 7,4. Durante as experiéncias, as fatias foram perfundidas com aCSF contendo
1,5 mM CaCl,, mas sem GSH, ascorbato e MgSO, (Ledo et al., 2002).

42



Materiais e métodos

2.2. Técnicas electroquimicas

Os resultados obtidos no &dmbito deste trabalho foram obtidos por recurso a
métodos voltamétricos e amperométricos. Estes baseiam-se na relagao existente entre
os fendmenos quimicos de transferéncia de carga e as propriedades eléctricas dai
resultantes, podendo essa relagao ser utilizada em determinagdes quantitativas.

Em voltametria mede-se a corrente produzida durante a oxidagao ou redugéo de
espécies electroactivas em fungdo do potencial aplicado ao eléctrodo de trabalho
(Stamford et al., 1992). A reaccdo redox ocorre a superficie de um eléctrodo de
trabalho, para o qual o analito em solugcdo ou no fluido extracelular se difunde,
gerando ai uma corrente faradaica que serve de sinal analitico. As diferentes técnicas
voltamétricas variam entre si na forma como o potencial é aplicado e na amostragem
da corrente. Neste trabalho utilizou-se um circuito de trés eléctrodos, constituido por
um eléctrodo de trabalho, um eléctrodo auxiliar e um eléctrodo de referéncia (figura
2.4).

Fonte de Tenséao

— ——1 | Potenciostato
|

(AD @ Circuito Auxiliar

ET

EA ER " voltimetro de elevada

impedancia de entrada

Figura 2.4. Circuito de 3 eléctrodos utilizado em voltametria. EA- Eléctrodo
Auxiliar; ET- Eléctrodo de Trabalho; ER- Eléctrodo de Referéncia; A- Amperimetro; V-
Voltimetro. Adaptado de Riley and Watson, 1987.
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No circuito principal, entre ET e EA mede-se a corrente eléctrica. No circuito
auxiliar mede-se a diferenga entre ET e ER com um voltimetro de elevada impedéancia
de entrada (HIV).

Recorrendo ao sistema de trés eléctrodos € possivel controlar com exactidao e
rapidez (us) o potencial aplicado eléctrodo de trabalho, recorrendo a um potenciostato
(Riley and Watson, 1987; Brett and Brett, 1996a). Nos ensaios in vitro e nos processos
de revestimento com 0-PD, utilizou-se um eléctrodo de referéncia de Ag/AgClI (KCI 3M).
Nos ensaios nas fatias de hipocampo, foi utilizado um eléctrodo de referéncia de
Ag/AgCl (pellet) de modo que o potencial é estabelecido de acordo com a
concentracao do ido cloreto em solugdo. Como eléctrodo auxiliar utilizou-se um fio de
platina. Nos ensaios em fatias de hipocampo foi utilizado um sistema de 2 eléctrodos.
Neste caso ndo é necessario um terceiro eléctrodo porque a corrente que passa no
circuito é muito reduzida, o que faz com que a queda ohmica seja muito pequena, pelo
que o potencial do eléctrodo de referéncia se mantém constante (Brett and Brett,
1996a).

2.2.1. Voltametria ciclica

A voltametria ciclica consiste na aplicacdo de um potencial ao eléctrodo de
trabalho que varia linearmente com o tempo. O varrimento do potencial é efectuado
nos dois sentidos, da oxidacdo e da reducao, periodicamente, conforme ilustrado na
figura 2.5. No decurso do processo de varrimento de potencial, ocorrem fendmenos de
oxidacdo ou reducdo das diferentes espécies electroactivas em solugcido. Existe
também uma contribuicdo para o sinal de uma corrente capacitiva que resulta do
processo de carga do eléctrodo durante o varrimento de potencial. Esta sera tanto
maior quanto maior a velocidade de varrimento.

Esta ndo se constitui como a técnica voltamétrica de maior relevo em termos
analiticos, permitindo acima de tudo fazer uma caracterizagdo qualitativa do sistema
electroquimico em termos de espécies electroactivas ai presentes (Brett and Brett,
1996b; Pontie et al., 1999; Pontie et al., 2000).
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max

mn |-~ - - - - - - — vV _ _ _ _ _ _ — — —

Figura 2.5. Forma da aplicagdo do potencial em voltametria ciclica. O potencial
varia entre um valor maximo (Enax) € um valor minimo (Ei,), partindo de um potencial

inicial (E;) e terminando num valor final (Ef) em fungdo de um tempo pré-determinado.

Neste trabalho usou-se a voltametria ciclica de rapido varrimento (FCV), na qual
o0 potenciostato aplica ao eléctrodo de trabalho varrimentos de potencial no sentido
catédico e andédico, podendo um varrimento durar apenas 14-20 ms e ser repetido
cerca de 40 vezes por segundo (Stamford et al., 1986). No caso da FCV, o
potenciostato sujeita o eléctrodo de trabalho a uma onda de varrimento triangular

continua.

2.2.2. Voltametria de onda quadrada

A voltametria de onda quadrada (SWV) é uma técnica voltamétrica de impulso
em que se sobrepde uma onda quadrada a um varrimento de potencial em escada. A
amostragem de corrente é feita no final dos impulsos directos e inversos e o sinal
obtido é dado como uma intensidade da corrente resultante, apresentando uma boa
sensibilidade e boa relagdo entre corrente faradaica e nao faradaica. A figura 2.6.

apresenta a forma de aplicacédo do potencial da SWV.
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inic,

Tempo —

Figura 2.6. Forma de aplicagdo do potencial em voltametria de onda quadrada.
Adaptado de Souza et al., 2004.

As curvas de corrente-potencial apresentam perfil bem definido e sdo geralmente
simétricas, isto porque as correntes sao medidas somente no final de cada semi-
periodo e as variagdes na altura e na largura do pulso de potencial sdo sempre
constantes, para um determinado intervalo de potenciais.

A SWV tem como principais vantagens:

i) Minimizar a corrente capacitiva, melhorando a resolugdo e a sensibilidade
analitica.

ii) Possibilitar varrimentos rapidos de potencial;

iii) A analise da corrente directa e inversa possibilita a obtencdo de dados
mecanisticos semelhantes aqueles obtidos por voltametria ciclica, porém com maior
sensibilidade. (Souza et al., 2003; Souza et al., 2004).

Neste trabalho, os voltamogramas de onda quadrada foram obtidos utilizando o
potenciostato PGSAT 12 (Eco Chemie, The Netherlands), com um mddulo de baixas
correntes e controlado pela versédo 4.9 do programa GPES. Os registos foram obtidos
por varrimento do potencial entre +0,4 e +1,0 V para as solugdes de '‘NO e entre +0,4
to +1,3 V para as solugbes de NO, , com uma velocidade de varrimento de 50 mV/s e

uma frequéncia de 25 Hz.
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2.2.3. Amperometria

Consiste na aplicagao de um potencial constante ao ET de forma a oxidar ou
reduzir as espécies quimicas electroactivas. E uma técnica muito sensivel, com
elevada resolucdo temporal, mas com baixa selectividade dado que sido oxidadas
todas as espécies presentes em solucdo que apresentem um potencial de oxidacao
inferior ao aplicado. Geralmente é aplicado um potencial 100 a 200 mV acima do

potencial de oxidacado-redugcao da espécie electroactiva em estudo.

2.3. Eléctrodos

2.3.1. ISO-NOP

Nos ensaios relativos a determinacao da cinética de libertacao de 'NO a partir do
DETA/NO e na aferigdo da concentracido da solucao padrdo de '"NO preparada a partir
do gas purificado utilizou-se o sensor comercial ISO-NOP conectado a um
amperimetro ISO-NO Mark Il (World Precision Instruments, Inc., USA). O sensor é
constituido por um eléctrodo de platina com 2 mm de didmetro e um eléctrodo de
referéncia Ag/AgCI. Os eléctrodos sado colocados numa manga de ago inoxidavel com
uma membrana de teflon na extremidade permeavel a gas (figura 2.7.). O potencial
aplicado ao eléctrodo de platina foi de + 865 mV vs Ag/AgCI. A noite anterior ao inicio
das experiéncias serviu para polarizar o eléctrodo, de forma a atingir uma linha de

base estavel (World Precision Instruments, 1999).

Manga de ago
inoxidavel

Membrana permeavel a gas
Pega do

r/ sensor

1 “\“1

Combinagao do ) )
eléctrodo de trabalho/ \ ngaga_o ao
eléctrodo de amperimetro
referéncia

Figura 2.7. Representacdo esquematica de todos os componentes do sensor
ISO-NOP 2 mm Pt. Adaptado de World Precision Instruments, 1999.
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2.3.2. Calibracédo do sensor ISO-NOP 2 mm Pt

A calibragdo do sensor efectuou-se previamente aos ensaios de medigao (figura
2.8.). Num vaso de vidro adicionaram-se partes iguais de H,SO, 0,2 M e Kl 0,2 M. De
seguida ajustou-se o sensor a um septo de borracha fornecido para o efeito e, com
muito cuidado para evitar algum contacto mais violento da membrana de gas com o
vaso de vidro ou a barra magnética e consequente inutilizagdo da mesma, mergulhou-
se 0 sensor na solugdo de calibragdo. Depois de se atingir uma corrente de fundo
estavel, deu-se inicio ao processo de calibragcéo, por adi¢des de solugdo padrio de
NO; 50 uM. Os dados relativos as experiéncias realizadas com este eléctrodo

registaram-se num computador, usando como interface o programa Duo18.

| Sensor

ISO-NOP

Seringa para
/ injecgao de
nitrito

Suporte de
calibragao
.-..-—--—')

-«+——Vaso contendo a
solugao de calibragao

1'

!

R/
e

— ]
'\._‘______-_‘__
 Barra de
agitagao
Agitador
magnético

Figura 2.8. Representagao esquematica da calibragdo do sensor ISO-NOP 2
mm Pt e equipamento envolvido na mesma. Adaptado de Adaptado de World

Precision Instruments, 1999.
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2.3.3. Microeléctrodos de fibra de carbono

O carbono é o material de eleicdo na construcido de microeléctrodos destinados

a medidas biolégicas dada a sua estabilidade em meio biolégico. O processo de

construcao destes microeléctrodos foi semelhante ao descrito em trabalhos anteriores

(Barbosa et al., 1998; Ledo et al.,, 2002) e estes encontram-se representados

esquematicamente na figura 2.9.

\ \ / r Capilar de vidro
| | —————— Fio de cobre

| '

II |I r III

\ 'nH [ | Cola de prata

Fibra de carbono

A

Nafion
Fibra de carbono pd

T =100 pm

by

8 um

o-fenilenediamina

Figura 2.9. Representacao esquematica do microeléctrodo de fibra de carbono.

Na primeira expansao ilustra-se a zona de selagem do vidro com a fibra e na segunda

expansao ilustra-se os diferentes revestimentos a que a fibra foi sujeita.
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A sua construgdo englobou os seguintes passos: em primeiro lugar inseriu-se
uma fibra de carbono com 8 um de didmetro (Courtaulds, Ltd, UK) no interior de um
capilar de vidro de borossilicato (1.6 mm i.d. x 2 mm o0.d.), previamente cheio com
acetona. A acetona desempenhou uma dupla fungao: serviu para limpar as fibras de
resinas que recobriam a sua superficie e para facilitar a sua inser¢cdo no capilar,
minimizando a atracgao electrostatica entre a fibra e o vidro. A insercao das fibras de
carbono foi feita com o auxilio de uma pinga sob iluminagao de fibra 6ptica (Schott KL
1500, Alemanha). Depois, a acetona evaporou lentamente, até que deixou de haver

risco da fibra de carbono sair do capilar de vidro (figura 2.10.).

Fibra de carbono

|

Capilar de Vidro

Acetona

Pinca

Figura 2.10. Esquema representativo da insercao da fibra de carbono no capilar

de vidro com o auxilio de uma pinga.

Na etapa seguinte, o capilar de vidro j4 com a fibra foi estirado num “puller”
vertical (Harvard Apparatus Ltd, UK). O “puller” tem dois pardmetros que se podem
modificar de modo a obter pipetas com diferentes caracteristicas. Apds varios ensaios
em que se variou a forca de tensdao e o aquecimento do filamento, obtiveram-se
microeléctrodos com as caracteristicas adequadas aos objectivos do trabalho. A
elevada resisténcia a tensao da fibra de carbono impede que esta se quebre quando o
vidro parte, obtendo-se assim uma pipeta com a fibra de vidro fortemente selada pelo
vidro colapsado e que prolonga varios centimetros para além da zona de selagem,

bem como outra pipeta sem fibra (figura 2.11.).
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Figura 2.11. Fotografias do “puller’ utilizado no estiramento dos capilares de

vidro. A) - Fotografia geral do aparelho. B) — Ampliagao da area delimitada em A.

Posteriormente ao estiramento, a fibra de carbono que ficou exposta foi
visualizada num microscopio invertido (Olympus CK2, Japao) com uma ampliagdo de
200x e verificou-se a qualidade da selagem entre o vidro e a fibra de carbono, bem
como a extensao interna da mesma fibra de modo a permitir um bom contacto
eléctrico. Com um micrémetro instalado numa das oculares e um micromanipulador
instalado no microscoépio, cortou-se a fibra com uma pinga de modo a obter um
comprimento de cerca de 100 um. No interior do capilar colocou-se cola de prata (RS,
UK) com uma seringa e seguidamente um fio de cobre. A cola de prata serviu para
estabelecer contacto eléctrico entre a fibra de carbono e o fio de cobre. Para terminar

o processo de construgdo do microeléctrodo utilizou-se cola de cianoacrilato para fixar
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o fio de cobre ao capilar de vidro (Barbosa et al., 1998), obtendo-se no final um

eléctrodo idéntico ao mostrado na figura 2.12.

Figura 2.12. Fotografia ilustrativa do aspecto de um microeléctrodo de fibra de

carbono.
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2.4. Modificacao quimica dos microeléctrodos de fibra de carbono

2.4.1. Nafion®

Os microeléctrodos foram revestidos inicialmente com uma camada de Nafion®
mergulhando a fibra de carbono numa solugéo de Nafion® (5% em alcodis alifaticos) a
temperatura ambiente durante 30 segundos. A secagem do filme foi feita por
evaporagao numa estufa a 170 °C durante 10 minutos. Este processo de secagem do
Nafion® a elevadas temperaturas conduz a microeléctrodos com melhores

caracteristicas analiticas (Friedemann et al., 1996; Gerhardt and Hoffman, 2001).

2.4.2. 0-PD

O filme de 0-PD foi depositado por electropolimerizacao a partir de uma solugdo
de 5 mM de 0-PD preparada em PBS suplementado com 100 uM de AA. A solugéo foi
feita de fresco para cada experiéncia e foi electropolimerizada na superficie da fibra de
carbono por amperometria a um potencial constante de +0,9 V vs. Ag/AgCl durante 15
minutos. A medida que as moléculas de 0-PD vao sendo depositadas na superficie da
fibora de carbono, menos moléculas conseguem aceder a essa mesma superficie
devido a restricdo que o filme exerce na acumulagdo de mondmeros de 0-PD,

conforme se ilustra na figura 2.13. (Friedemann et al., 1996).

7.0x10°
6.0x10°
5.0x10° 1

4.0x10°

VA

3.0x10° 1

2.0x10°

1.0x10° o

0.0

T T T T T T T T
0 200 400 600 800
Tempo (s)
Figura 2.13. Registo amperométrico do decaimento de corrente observado a

+0,9 V vs Ag/AgCI decorrente de electropolimerizacao do filme de o0-PD.
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2.5. Caracterizacdo dos microeléctrodos de fibra de carbono

modificados com Nafion® e o-PD

2.5.1. Microscopia de varrimento electronico

A microscopia de varrimento electrénico (SEM) é uma técnica que utiliza um
feixe de electrbes em vez de luz para formar uma imagem, apresentando diversas
vantagens relativamente ao microscopio optico.

O microscopio de varrimento electrénico tem uma grande profundidade de
campo, o que permite a focagem de uma grande quantidade de amostra de uma so6
vez. Além disso, esta tecnologia possibilita a formagdo de imagens de elevada
resolucdo, o que permite a distincdo de pontos que se encontrem muito préximos
utilizando uma ampliagdo maior. As amostras sdao de preparacido relativamente
simples e o unico atributo que devem possuir € o de serem condutoras. O feixe de
electrdées é gerado a partir de um filamento que pode ser de diferentes materiais. O
filamento utilizado nas experiéncias por SEM foi um catodo de tungsténio submetido a
uma voltagem que o leva a incandescéncia. O anodo atrai fortemente os electrbes
gerados pelo filamento, criando um fluxo de electrbes que atravessam a amostra e
geram a imagem. As amostras devem ser bem fixas e no caso de serem nao metalicas,
como é o caso dos capilares a partir dos quais de constroem os microeléctrodos de
fibra de carbono, devem ser revestidas de modo a adquirirem condutividade (Stokes,
2003). Neste caso, as amostras foram recobertas com uma fina camada de ouro.

A microscopia 6ptica, com o grau de ampliacao utilizado (200x), nao permite
observar os microeléctrodos com grande detalhe. Neste sentido, utilizou-se a SEM
para visualizar com mais pormenor a superficie das fibras de carbono, e as zonas de
selagem dos microeléctrodos.

As fotografias obtidas revelaram que as fibras de carbono apresentam uma
superficie rugosa, com estrias longitudinais (figura 2.14.). O processo de construgéo
dos microeléctrodos feito por estiramento em “puller” vertical permitiu obter uma boa

selagem entre o vidro e a fibra, tal como se pode observar na figura 2.15.
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28kUV K18 .000

Figura 2.14. Fotografia obtida por microscopia de varrimento electronico de uma

fibra de carbono (Courtaulds, Ltd, UK), com 8 um de diametro.

Fibra de carbono
Zona de selagem

Figura 2.15. Fotografia obtida por microscopia de varrimento electronico de um
microeléctrodo de fibra de carbono. Nesta foto é possivel distinguir visualmente a zona
correspondente a fibra de carbono e ao capilar de vidro, bem como avaliar a selagem

entre a fibra e o capilar de vidro.
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Com um grau de ampliagdo até 2000 vezes, ndo foram visiveis alteracdes no

aspecto superficial das fibras de carbono decorrentes da aplicagcdo dos filmes

poliméricos, Nafion® e 0-PD (figura 2.16.).

Figura 2.16. Fotografia obtida por microscopia de varrimento electrénico de um
microeléctrodo de fibra de carbono revestido com uma camada e Nafion® e uma

camada de o-PD.

2.5.2. Sistema de analise por injeccdo em fluxo

Apoés a construgdo, os microeléctrodos foram sujeitos a uma inspecgéao visual e
foi feita uma triagem grosseira daqueles que se apresentavam defeituosos em termos
de comprimento, selagem e colagem. Os microeléctrodos seleccionados para os
testes analiticos foram depois colocados numa célula de fluxo em acrilico (figura 2.17.)
conjuntamente como o eléctrodo de referéncia e auxiliar. A célula de fluxo foi depois
integrada num sistema de injeccdo em fluxo (FIA) onde foram realizados todos os
ensaios de selectividade, sensibilidade, tempo de resposta e limite de detecgdo. O

PBS foi utilizado como solug¢ao transportadora, na qual se injectaram as solucdes dos
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diferentes compostos utilizados por intermédio de uma valvula injectora de 4 vias, por
comutagdo manual da valvula. A velocidade de fluxo determinada por uma bomba
peristaltica foi de 2 mL/min, € o volume de solugao teste injectado foi de 100 uL. O
microeléctrodo inseria-se na célula de fluxo ilustrada na figura 2.17., por onde fluia, de
baixo para cima, a solucao transportadora. Os eléctrodos de referéncia e o eléctrodo
auxiliar colocaram-se num pocgo adjacente ao microeléctrodo. O sinal transitério de
corrente foi medido ou por amperometria ou voltametria num potenciostato PGSTAT
12 e foi registado digitalmente num computador por recurso ao programa GPES 4.9.
(figura 2.18.). O sistema FIA apresenta vantagens ao nivel da reprodutibilidade dos
ensaios e na facilidade com que é manipulado o microeléctrodo. Por outro lado,
reproduz de um modo mais fiel as condigdes da camara de perfusdo onde se

realizaram as experiéncias nas fatias de hipocampo.

Eléctrodo
auxiliar

Microeléectrodo de fibra Eléctrodo de
de carbono > referéncia

Figura 2.17. Célula de fluxo construida em acrilico para avaliacdo dos
microeléctrodos. Da direita para a esquerda: perspectivas de topo, lateral e frontal. A
posicdo do microeléctrodo, eléctrodo de referéncia e eléctrodo auxiliar esta

representada na figura central, em perspectiva lateral. Adaptado de (Barbosa, 1998).
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Figura 2.18. Montagem para analise por FIA usada nos testes realizados nos

microeléctrodos de fibra de carbono. Adaptado de (Barbosa, 1998)

2.5.3. Voltametria ciclica de varrimento rapido

Esta técnica voltamétrica foi efectuada recorrendo a um potenciostato EI-400
(Ensman Instruments, Bloomington, USA) que permite efectuar varrimentos de
potencial até 1000 V/s. Nos ensaios efectuados foi utilizada uma velocidade de
varrimento de 200V/s no intervalo de -04 a +1,6 V. O potencial aplicado é
suficientemente elevado para oxidar as fibras de carbono, o que contribui para uma
melhoria em termos de sensibilidade (Hafizi et al., 1990). No entanto, a este acréscimo
em termos de sensibilidade podera estar também associada uma diminui¢do do tempo
de resposta (Stamford et al., 1992). Os sinais foram filtrados a 2 KHz e monitorizados
num osciloscopio digital (Tektronix TDS 220, Portland OR, USA). Os voltamogramas
obtidos por FCV permitiram-nos descortinar os microeléctrodos com propriedades
eléctricas apropriadas. Na figura 2.19. mostram-se dois tipos de voltamogramas de
microeléctrodos com um perfil de resposta mais capacitivo e portanto mais adequados

aos registos electroquimicos (A) e outro com perfil de resposta mais resistivo (B). Com
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a experiéncia, é possivel prever se o microeléctrodo tem uma melhor ou pior

sensibilidade através da forma da corrente de base (Stamford et al., 1995).

A) B)

0,6 +1,4 0,6 -0,6 +1,4 0,6
EN ENN

Figura 2.19. Voltamogramas obtidos por FCV de microeléctrodos com um bom
perfil redox (A) e com um mau perfil redox (B). Microeléctrodos com o perfil mostrado

em B devem ser rejeitados.

Por regra, um microeléctrodo que se apresente um bom perfil redox é capaz de
produzir bons picos de oxidagcao dos compostos, tem um tempo de resposta rapido,
uma corrente de base estavel e apresenta pouco ruido. Em termos eléctricos, um
eléctrodo tem um comportamento intermédio entre uma resisténcia e um condensador.
Um bom microeléctrodo comporta-se de uma forma mais capacitiva, isto €, com picos
transitérios nos pontos de inversdo de potencial. Por seu turno, os maus
microeléctrodos tém um comportamento mais resistivo, devido a uma deficiente
selagem entre o vidro e o carbono ou a problemas de contacto eléctrico. Com a pratica,
distinguem-se os dois tipos de microeléctrodos, rejeitando-se os ultimos (Stamford et
al., 1992).

2.5.4. Sensibilidade

A sensibilidade dos microeléctrodos foi avaliada através de calibragbes em modo
amperométrico. Realizaram-se calibracbes em fluxo e em modo estacionario. Depois
de se ter atingido uma linha de base estavel, as solugées de 'NO preparadas quer a
partir do gas, quer a partir do dador, foram injectadas repetidamente. A corrente de
oxidacdo mediu-se com o potenciostato PGSAT 12 no modo amperométrico.
Alternativamente utilizou-se um pico amperimetro (Tacussel/Radiometer AMU130,

France). O potencial fixado foi de +0.9 V vs. Ag/AgCl. Para as calibragbes em vaso,
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apos a obtencdo de uma linha base estavel, adicionaram-se concentracdes crescentes
de solugdes de 'NO. Os valores de sensibilidade foram obtidos a partir da recta de

regressao linear obtida em cada calibragéo.

2.5.5. Limite de deteccédo

O limite de deteccao (LOD) dos microeléctrodos determinou-se a partir de
calibragcbes em modo amperométrico e em fluxo para valores de concentragao de '"NO

entre 13 e 100 nM. Os valores foram calculados de acordo com a seguinte formula:

L.O.D.=3x SV’%

Syix — desvio padr&o da recta de calibragéo

m — declive.

2.5.6. Selectividade

A determinacao da selectividade dos microeléctrodos foi determinada em modo
amperomeétrico, por comparacao entre a corrente produzida por 1 yM "NO preparado a
partir de DETA/NO e a corrente produzida apés injecgao de 100 uM AA, 100 uM NO.,
4 uM DA, 4 uyM 5-HT, 1 mM L-glu, 1 mM L-arg, 0.1 mM NMDA, 10 uM tirosina, 200 uM
H,0,, 20 uM N,O, e 100 uM ONOO'.

A selectividade é apresentada em termos raciométricos, isto €, como a razéo
entre a corrente produzida por 1 yM 'NO preparado a partir de DETA/NO e a corrente

produzida por igual concentragdo de cada um dos interferentes.

2.5.7. Tempo de resposta

O tempo de resposta dos microeléctrodos foi determinado amperometricamente.
Apds a obtencdo de uma linha de base estavel, fizeram-se injecgdes sucessivas de
uma solucao de 260 nM "NO preparada a partir do DETA/NO e o tempo de resposta
foi calculado como o tempo necessario para atingir 50% do sinal maximo de corrente

apos cada injeccao. Foram utilizados microeléctrodos sem revestimento como controlo.
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2.6. Monitorizacao do 6xido nitrico nas fatias de hipocampo

2.6.1. Preparacao das fatias de hipocampo

Foram utilizados ratos Wistar sacrificados por deslocamento cervical. Apds
decapitacado do animal, o cérebro foi isolado e colocado numa caixa de Petri, onde se
procedeu ao isolamento dos dois hipocampos. Estes foram transferidos para uma

folha de acetato de forma circular que foi colocada sobre o suporte do seccionador de
tecidos. O hipocampo foi seccionado transversalmente em fatias com 400pum de

espessura. A folha de acetato contendo as mesmas foi transferida para uma nova

caixa de petri contendo aCSF gelado e saturado com Carbox (95% O, e 5% CO,) e ai

as fatias foram separadas com o auxilio de pontas de Pasteur seladas. Aquelas que
apresentavam melhor integridade foram aspiradas suavemente com uma pipeta Gilson
de 5mL cortada na extremidade e transferidas para caixas de petri contendo aCSF.

Antes de serem utilizadas as fatias ficaram em recuperacao pelo menos 1 hora a
temperatura de 33°C. Durante este periodo manteve-se um fluxo constante de Carbox
a superficie do aCSF (Ledo et al., 2002).

2.6.2. Sistema experimental

A amperometria foi a técnica electroquimica utilizada para monitorizar a dinamica
de producgéao e decaimento de ‘NO em fatias de hipocampo de rato, a um potencial de
+ 0,9 V. Para a realizagao destas experiéncias recorreu-se ao sistema instrumental
esquematizado na figura 2.20. A solugdo de aCSF que perfundiu as fatias de
hipocampo foi termostatizada a 33°C, assim como as solugcbes dos diferentes
estimulos utilizadas. Todas as solugbes foram constantemente borbulhadas com
Carbox. A mudanca de uma solugao para outra era feita por intermédio de uma valvula
de comutacao, que permitia o fluxo da solugdo pretendida para camara de perfusao
através de uma serpentina de aquecimento que mantinha a temperatura da
preparacdo entre os 32-33°C. Na cdmara de perfusdo acomodou-se o eléctrodo de

referéncia.
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Estimulo

aCSF

Microeléctrodo de L]
fibra de carbono

+————— Eléctrodo de referéncia
Agi/AgCI

Camara de perfusao

Valvula de
comutacao

Esgoto

Figura 2.20. Representacao esquematica de todos os componentes do sistema

instrumental utilizado para monitorizagdo de ‘NO nas fatias de hipocampo de rato.

Cada experiéncia foi feita com uma fatia que foi transferida para uma camara de
perfusdo termostatizada contento 4mL de aCSF a 32°C. Esta era entao imobilizada na
membrana de uma caixa (Millicell-CM, 0,4 um) pressionando-se a fimbria com uma
pipeta de Pasteur selada. De seguida inseria-se com o0 maximo de suavidade possivel
e com a ajuda de um micromanipulador e uma lupa (Olympus, Japao) um

microeléctrodo de 'NO na regido CA1 da fatia de hipocampo (figura 2.21).
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Figura 2.21. A) Fotografia do sistema instrumental utilizado para monitorizagéo
de 'NO nas fatias de hipocampo de rato. B) Foto ampliada da zona demarcada em A,
em que se ilustra do posicionamento da fatia de hipocampo de rato na cadmara de

perfusao e colocagao do microeléctrodo e do eléctrodo de referéncia.
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Apds obtencdo de uma corrente de fundo estavel, a producido de 'NO foi
estimulada com solugdes de 10 uM NMDA ou 5 mM de glutamato, sendo estas

perfundidas durante dois minutos.

2.7. Anélise dos resultados

Os resultados obtidos sao apresentados no texto e nas figuras como os valores
médios + SEM. O significado estatistico das diferengas entre os valores médios de
dois grupos foi avaliado por recurso ao teste de t de Student. As diferencas entre
grupos foram consideradas estatisticamente significativas a um grau de confianga de
95% (P < 0,05). A carga eléctrica foi calculada por integracdo da corrente
amperométrica, apos subtraccdo da respectiva corrente de base. A analise dos
resultados e os gréaficos das figuras realizaram-se com o auxilio de programas de

computador disponiveis comercialmente (Microcal Origin®).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Medida da libertacdo de 6xido nitrico a partir do DETA/NO

A preparacgao de solugdes padrao de '"NO tendo em vista a calibracdo dos EFCgr
representa uma etapa laboriosa, demorada e que se reveste de cuidados varios
devido as propriedades fisico-quimicas do ‘NO. As solug¢des padrdao de 'NO podem
ser obtidas por:

i) Reducao do NO;™ por I ou AA em meio acido;

i) Saturacdo de uma solugao borbulhando o gas de ‘NO purificado numa

solugdo aquosa previamente saturada com um gas inerte;

iii) Decomposi¢ao quimica de compostos geradores de ‘NO

A calibracido do sensor ISO-NOP (WPI) foi feita segundo o procedimento (i). No
entanto, apesar de se tratar de um procedimento com vantagens, ndo € o mais
adequado na calibracdo dos microeléctrodos de fibra de carbono modificados, uma
vez que a elevada acidez da solugao de calibracdo pode causar a decomposi¢ao dos
polimeros de revestimento. As calibragcbes dos microeléctrodos sdo, regra geral,
efectuadas com solugbes padrdo preparadas a partir do gas ou alternativamente a
partir do dador de 'NO S-nitrosotiol (SNAP) (Keefer et al., 1996; Bedioui and
Villeneuve, 2003).

Contudo, existe uma outra classe de dadores de 'NO, denominada
diazeniumdiolatos, que constituem uma via alternativa ao SNAP, apresentando
algumas vantagens relativamente a este, designadamente a producao espontanea e
reprodutivel em meio aquoso de 'NO, ndo necessitando de catalisadores. O DETA/NO,
por exemplo, € um dador de '"NO que se enquadra nesta classe de dadores, libertando
espontaneamente ‘NO a pH 7,4 com um tempo de meia vida de cerca de 57 horas a
22 °C. (Keefer et al., 1996; Fitzhugh and Keefer, 2000). Devido a estas caracteristicas,
utilizou-se este dador nos ensaios de caracterizacdo dos microeléctrodos para
preparacao de solugdes padrao de 'NO.

Em primeiro lugar foi necessario determinar o perfil de libertagdo do '"NO a partir
do dador. Para tal recorreu-se a um sensor comercial ISO-NOP (WPI). A figura 3.1.
mostra-se o registo amperométrico de corrente de oxidagéo de '"NO (A), e a respectiva
curva de calibragao efectuada a partir de solugdes padrdao de NO, no intervalo de 100
a 1000 nM (B).
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Figura 3.1. A) Resposta amperométrica do sensor ISO-NOP (WPI) apés a
adicdo sucessiva de 100, 300, 500 e 1000 nM de 'NO, gerado a partir de NO;". B)

Recta de calibragéo obtida por regressao linear.

O sensor apresenta uma resposta linear na gama de concentragdes testada,
com uma sensibilidade de 1050 pA/uM 'NO. As calibragbes realizadas com este
sensor de 'NO foram muito reprodutiveis, tendo sido obtido um valor médio de
sensibilidade de 1140 + 80 pA/uM (n = 14).

Depois de obtidos os dados relativos a sensibilidade do sensor ISO-NOP, o
passo seguinte consistiu na determinagdo da cinética de libertagdo do ‘'NO em PBS
pH 7,4, e a temperatura ambiente (22 °C), reproduzindo deste modo as condigbes de
preparacao dos padrées utilizados nos ensaios de caracterizagao dos microeléctrodos.

Utilizou-se um vaso idéntico ao utilizado na calibracdo do sensor ISO-NOP, ao qual se
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adicionaram 20 mL de PBS. O vaso foi tapado com um septo de borracha apropriado
apos o sensor ter sido mergulhado no tampao. De seguida, saturou-se o PBS,
borbulhando argon durante cerca de 20 minutos. Findo esse tempo, adicionou-se com
uma micro seringa “Hamilton” uma aliquota da solugéo “stock” de 10 mM de DETA/NO
para uma concentragao final de 100 uM, e sob agitacdo registou-se a corrente de
oxidagcado ao longo do tempo. Na figura 3.2. mostra-se um registo tipico do perfil de

libertagdo de 'NO em PBS pH 7,4 (a) e em meio alcalino (b).

100 uM
1 DETA/NO

1 b

0 1000 j j j )

3000 4000 5000

Tempo (s)

2000

Figura 3.2. Medida amperométrica do 'NO libertado apés a adi¢gdao de 100 uM de
DETA/NO (seta), um dador de '"NO, a uma solugédo de PBS desoxigenada (a) e a uma
solugdo de NaOH desoxigenada 0,01 M (b). Os valores de corrente, medidos com o
sensor ISO-NOP (WPI), foram convertidos em concentragcao de ‘NO, de acordo com a

curva de calibracdo mostrada na figura 3.1.
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Verificou-se que, apds a adicdo de 100 uM de DETA/NO, a libertagcdao de ‘NO a
partir do dador aumenta gradualmente até que, aproximadamente 60 minutos apds a
adicéo, a concentracdo de 'NO atinge um valor estacionario de cerca de 1 uM,
calculado por interpolagao na recta de calibracao (figura 3.1.). Uma vez que estamos
na presenca de um eléctrodo protegido por uma membrana permeavel apenas a
gases, a corrente de oxidagao resultante € uma medida selectiva do ‘"NO formado a
partir do dador em solugéo.

Dado que o DETA/NO é estavel a pH basico, libertando 'NO de uma forma
residual, foi efectuado um ensaio controlo da libertagdo de 'NO a partir do DETA/NO
em meio alcalino. Os ensaios controlo foram realizados em condigdes idénticas as
descritas acima. A adicdo de 100 uM de DETA/NO em meio alcalino provocou uma
pequena variacao na corrente de oxidagao, correspondendo a cerca de 50 nM de "NO,
uma concentracdo aproximadamente 20 vezes inferior comparativamente a que se
regista em PBS pH 7,4. Com base nos resultados obtidos, o procedimento seguido na
preparacao dos padrdes de 'NO envolveu a preparagao de solugbes de DETA/NO de

concentracao 100 vezes superior a concentracao desejada de "NO.

3.2. Caracterizacao dos microeléctrodos de fibra de carbono

3.2.1. Potencial de oxidacao do oxido nitrico

O potencial de oxidagao (Epa) depende de varios factores, tais como a superficie
activa onde ocorre a reaccdo, o pré-tratamento electroquimico do suporte e as
alteracbes quimicas efectuadas na superficie do eléctrodo, bem como da célula
electroquimica (Tabela 3.1.). De acordo com a informagao da tabela, a combinagao de
diversos materiais de suporte e tratamentos quimicos e electroquimicos origina

diferentes valores para o potencial de oxidagao do "NO.
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Tabela 3.1. Potencial de oxidacdo do 'NO em diferentes tipos de
microeléctrodos.
, REVESTIMENTOS CAMADAPOTENCIAL OXIDAGAO "NO "
ELECTRODO REFERENCIA
INTERNA/EXTERNA (/eléctrodo de referéncia)

Fibra de carbono
(9 =0,5pum;

tamanho = 2-6 um)

NiTHMP'/ Nafion?

+0,64 V vs SCE

(Malinski and Taha, 1992)

Fibra de carbono

Tamanho = 2 mm)

(D=8 pum; Celulose* +0,95 V vs Ag/AgCl (Meulemans, 1994)
Tamanho = 500 pm)

Fibra de carbono

(D=8 pm; NiTHMP'/ Nafion® +0,75 V vs SCE (Lantoine et al., 1995)

Fibra de carbono
(9 =35 um;
Tamanho = 100-150 pm)

Nafion® / 0-PD'

+0,775 V vs SCE

(Friedemann et al., 1996).

Fibra de carbono

Tamanho = 200 250 pm)

(@ =30-35um; Nafion? / (m-PD + resor)’ +0,70 V vs Ag/AgClI (Park et al., 1998)
Tamanho = 500 pm)
Fibra de carbono ] 3 4
NiTHMP" / Nafion®/AAO™/ (Mitchell and  Michaelis,
(9 =30-40 um; R +0,65 V vs Ag/AgCl
polilisina 1998)

Fibra de carbono
(D=8 pum;

Tamanho = 0,8 mm)

NiTHMP'/ Nafion®
Nafion®/ 0-PD'
Nafion® / (m-PD + resor)’
NiTHMP' / Nafion®/ 0-PD'

+0,73-0,74 V vs SCE

(Pontie et al., 1999)

Fibra de carbono
(=8 pum;

tamanho = 0,8 mm)

NiTSPc' / Nafion®

+0,70 V vs SCE

(Bedioui et al., 1997)

Disco de carbono
(disco; @ = 10 um)

CuPtClg' / Nafion*

+0,70 V vs SCE

(Pei et al., 1999).

Fibra de carbono
(fibra; @ = 8 um;

tamanho = 1 mm)

Nafion®/ 0-PD'

+0,76 V vs SCE

(Pontie et al., 2000)

1: Deposicao electroquimica; 2: imersdo e secagem por evaporagao; 3: imersao

seguida de tratamento térmico; 4: deposicdo de gota e secagem por evaporacao.

[NITHMP =

niquel (llI) tetraquis (3-metoxi-4-hidroxifenil) porfirina; o-PD - orto —

fenilenodiamina; m-PD - meso — fenilenodiamina; resor - resorcinol; AAO - oxidase do

acido ascérbico; NiTSPc = tetrassulfonato (niquel (Il)) ftalocianina; SCE - eléctrodo de

calomelanos. Adaptado de Pontie and Bedioui, 2000.
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O potencial de oxidacdo do 'NO foi determinado por SWV, efectuando-se
varrimentos de potencial entre +0,4 V e +1,0 V, a uma velocidade de 50 mV/s. O
microeléctrodo foi colocado num vaso contendo PBS saturado com argon,
conjuntamente com os eléctrodos de referéncia e auxiliar. De seguida, adicionou-se
uma solugdo 1,3 mM de DETA/NO e uma hora depois registaram-se os
voltamogramas.

A figura 3.3. mostra um voltamograma obtido em PBS saturado com argon (a), e
um voltamograma obtido apés adigéo de 13 uM de "NO obtido a partir de uma solugao

com uma concentracao de 1,3 mM de DETA/NO (b).

. a
2.4x10°4 b
2.0x107°+
<
1.6x107°+
1.2x107 v ' v : v ' v J
0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

E/V vs Ag/AgCl
Figura 3.3. Voltamogramas de onda quadrada de uma solug¢ao de PBS saturada
com argon (a) e apos a adigao de 13 uM de 'NO preparado a partir de uma solugéo de
1,3 mM de DETA/NO (b), obtidos com um microeléctrodo de fibra de carbono

modificado com uma camada de Nafion® e 0-PD. Potencial de oxidacao do ‘NO: +0,80
V.
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O Epa do 'NO para os microeléctrodos modificados com uma camada de
Nafion® e 0-PD foi de + 0,80 V. O valor médio obtido foi de +0,78 + 0,02 V vs Ag/AgCl
(n=13).

Estes resultados foram confirmados com a utilizacdo de um padrdo de 'NO
preparado a partir do gas (figura 3.4.), nas mesmas condigdes experimentais. O
padrdo de 'NO foi preparado como descrito na sec¢ao 2.1.3. Foi adicionada uma
aliquota de solugdo padrdo necessaria para obter uma concentracdo de 13 uM e o

voltamograma foi registado imediatamente a seguir a adicdo da solugédo de 'NO.

0.6 0.8 1.0
E/V vs Ag/AgCI

Figura 3.4. Voltamogramas de onda quadrada de uma solugdo de PBS
desoxigenada apés a adigdo de 13 uM de 'NO preparado a partir do gas (a); apos a
adicao de 2 uM de 'NO preparado a partir de uma solugao de 200 uM de DETA/NO (b),
obtidos com um microeléctrodo de fibra de carbono modificado com uma camada de

Nafion® e o-PD.
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As diferencgas existentes entre os potenciais de oxidacdo do 'NO referenciados
na tabela 3.1. e os obtidos neste trabalho podem dever-se a diferentes factores tais
como o tipo de fibras de carbono utilizadas, o pré-tratamento electroquimico a que sao
sujeitas, o tipo de revestimento efectuado (nimero de camadas de Nafion® e
temperatura de secagem bem como os outros tipos de filme utilizados) e as condigdes
de registo utilizadas, bem como as técnicas electroquimicas utilizadas para a sua
determinagao.

Os revestimentos aplicados sobre as fibras de carbono contribuem para a
modificacdo dos picos de oxidagao, como é exemplo a aplicagédo do filme de TMHPP-
Ni, introduzido por Malinski e Taha (1992), que possui um efeito catalitico sobre a
oxidacao do 'NO, baixando desse modo o potencial de oxidacao do composto para
valores cerca dos 650 mV (Malinski and Taha, 1992). O mecanismo subjacente a este
efeito catalitico ndo estd bem esclarecido e o papel desempenhado pelo filme
porfirinico pode ser o de uma simples camada orgéanica que modifica a superficie do
eléctrodo, sem nenhuma interacgao quimica especifica com o ‘NO (Trevin et al., 1996).
Utilizando o mesmo tipo de revestimento utilizado neste trabalho (Nafion® e 0-PD) e
fibras de carbono, Friedemann e colaboradores reportam potenciais de oxidacdo do
‘NO ligeiramente diferentes daqueles aqui apresentados (Friedemann et al., 1996). Tal
facto pode ficar a dever-se a diferengas no didmetro das fibras, numero de camadas
de Nafion® e temperatura de secagem.

Uma vez que o tempo de meia-vida do 'NO na presenca de O, é da ordem de
0,5-15s (Brazell et al., 1987; Crespi et al., 2001), e o facto da oxidagdo do NO," ocorrer
a um potencial que é apenas 60-80 mV superior ao do 'NO (Malinski and
Czuchajowski, 1996), levou alguns autores a sugerir que a potenciais elevados (e.g.
+0,9 V), a corrente de oxidagao registada seja devida a oxidagdo do NO, e nao do
‘NO (Malinski and Czuchajowski, 1996; Crespi et al., 2001). Além disso, e tendo em
conta a presenga de NO, em meio bioldgico, importava esclarecer qual a substancia
que esta a ser detectada.

Assim, o conjunto seguinte de experiéncias teve como objectivo determinar a
diferenca entre os potenciais de oxidagdo do 'NO e do NO, (figura 3.5.). O
procedimento experimental foi idéntico ao utilizado na determinacdo do potencial de
oxidagdo do ‘NO. Depois de concluida a saturagédo do PBS com argon foi efectuado
um voltamograma de onda quadrada para o PBS (a), apés a adicdo de 10 uM de NO,

(b) e apds a adicdo de 200 uM do mesmo composto (c).
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Figura 3.5. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para microeléctrodos
revestidos com 1 camada de Nafion® e o0-PD. (a) PBS; (b) 10 uM NO,’; (c) 200 uM
NO,". O potencial de oxidagdo do NO, é +1,12 V vs Ag/AgCI. Condig¢des instrumentais:

velocidade de varrimento: 50mV/s; amplitude de pulso: 25mV; frequéncia: 25Hz.

E bem conhecido que o Nafion®, devido & carga negativa dos grupos SOj,
dificulta o acesso de moléculas anidénicas como o NO,™ a superficie do microeléctrodo,
conferindo assim uma elevada selectividade aos microeléctrodos para compostos
anionicos (Malinski and Taha, 1992). Por conseguinte, a adigdo de 10 uM de NO, nao
provocou uma alteragdo da corrente de fundo significativa, quando comparada com a
corrente de fundo registada em PBS. Quando se aumentou a concentragao de NO,
para 200 uM, registou-se um pico de potencial a + 1,12 V, tendo-se obtido um valor
médio de 1,04 + 0,031 V vs. Ag/AgCI, 3M (n = 9). A diferenca entre os potenciais de
oxidagcdo do NO, e do 'NO ¢é de cerca de 260 mV, uma diferenga maior que aquela
que é referida na literatura, que reporta uma diferenca de 60-80 mV (Malinski and
Czuchajowski, 1996; Pontie et al., 1999).

Foi realizado um outro conjunto de experiéncias, em que se efectuaram
voltamogramas hidrodindmicos para solugdes de DETA/NO 100 uM e de NO, 100 uM,
num intervalo de potencial entre +0,2 e +1,4 V. Estes ensaios realizaram-se
recorrendo ao sistema FIA (sec¢do 2.5.2, figura 2.18.), tendo sido utilizado um

procedimento semelhante para cada composto injectado. Para cada valor de potencial
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aplicado, fizeram-se quatro injecgdes consecutivas de cada composto, com a
concentracao de 100 uM de NO; e 100 uM de DETA/NO (1 uM "NO). O incremento de
potencial foi de 100 mV, e apds terem sido registadas as correntes para cada valor de
potencial, procedeu-se ao calculo da média de cada conjunto de injecgdes e construiu-

se o grafico apresentado na figura 3.6.

9 0x10° e DETA/NO
. = NO,
1.5x10" -

<c§. 1.0x10" 1

= ]
5.0x10° 4

0.0 4

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

E/V vs Ag/AgCl

Figura 3.6. Voltamogramas hidrodindmicos de solugbées de 1 uM de 'NO
preparado a partir de 100 uM de DETA/NO e de 100 uM de NO., injectadas no
sistema FIA usando PBS como solugao de transporte. Os valores de corrente foram
registados com um microeléctrodo revestido com Nafion® e 0-PD num intervalo de
potencial entre +0,2 e +1,4 V.

Pode observar-se na figura que o DETA/NO da origem a duas ondas de
oxidagao, uma primeira entre +0,4 e +0,9 V (potencial de meia-onda, +0,8 V) e uma
segunda onda entre +0,9 e +1,4 V (potencial de meia-onda +1,2V). A oxidagdo do
NO, resultou no aparecimento de uma Unica onda de oxidagao, entre +0,9 e +14 V
(potencial de meia onda +1,2 V). Estes dados vém reforgar os que foram obtidos por
voltametria de onda quadrada, confirmando portanto uma diferenga entre os potenciais
de oxidacdo destes dois compostos, o que esta de acordo com o mecanismo de

reacgao geralmente aceite para a oxidagdo do ‘NO em superficies solidas (Malinski
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and Czuchajowski, 1996). Pela analise do voltamograma verificou-se que o valor de
potencial a que se regista uma melhor relagéo do sinal de "NO relativamente ao sinal
de NO, é de +0,9 V, pelo que se seleccionou este valor de potencial para a obtencao

dos registos de corrente de oxidacado do "NO produzido em fatias de hipocampo.

3.2.2. Sensibilidade

3.2.2.1. Calibracdo em fluxo

Tal como foi referido para o potencial de oxidacdo, ha diversos factores que
influenciam a performance analitica ndo s6 no que diz respeito a sensibilidade dos
microeléctrodos, mas também todos os outros parémetros analiticos (limite de
detecgado, tempo de resposta e selectividade). E por isso importante ter em conta que
factores como a superficie activa onde ocorre a reacgdo, o pré-tratamento
electroquimico do suporte, o electrélito de suporte utilizado, o potencial a que ocorre a
deteccao, as alteragdes quimicas efectuadas na superficie do eléctrodo, a célula
electroquimica e o préprio equipamento utilizado modificam a performance geral de
um microeléctrodo, como se pode verificar pela analise da tabela 3.2. Pela observagao
dos valores fornecidos pela tabela, € possivel verificar que, dada a disparidade de
tratamentos efectuados a superficie de carbono e diferentes técnicas amperométricas
utilizadas, torna-se muito importante ndo sé comparar directamente diferentes tipos de
eléctrodos, mas acima de tudo caracterizar devidamente os microeléctrodos que se
utilizam, de acordo com as suas especificidades e finalidades.

Os microeléctrodos foram posicionados na célula de fluxo, conforme ilustrado na
secgdo 2.5.2., figura 2.18. Depois da linha de base ter estabilizado, foram injectadas
concentragoes crescentes de 'NO preparado a partir do DETA/NO.

Cada solugao padréo foi preparada num vaso contendo 5 mL de PBS. Injectou-
se em cada vaso 10 mM DETA/NO, de forma a atingir concentragdes finais de 13, 26,
50 e 100 uM de DETA/NO, respectivamente. Esses vasos mantiveram-se privados do
contacto com a atmosfera e a temperatura ambiente durante uma hora para obter as
concentragoes finais de 130, 260, 500 e 1000 nM de "NO, respectivamente.

Na figura 3.7. mostra-se um registo amperométrico de fluxo para concentragées
de DETA/NO injectadas repetidamente (A) e a respectiva curva de calibragéo e recta

obtida por regressao linear (B).
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Tabela 3.2. Sensibilidade para o "NO de diferentes tipos de microeléctrodos.

ELECTRODO

REVESTIMENTOS
CAMADA
INTERNA/EXTERNA

SENSIBLIDADE
(LIMITE DE DETECGAO)

REFERENCIA

Fibra de carbono
(9 = 30-35 um;
tamanho = 100-150 pm)

Nafion?/ 0-PD’

31 pC/uM [A]
(35 nM) [A]

(Friedemann et al., 1996)

Fibra de carbono
(9 =8pum;
tamanho = 500 um)

Celulose”

250-500 pA/uM

(Meulemans, 1994)

Fibra de carbono

tamanho = 150 um)

(@ =7 pum; Nafion ™/ Membrana WP| ™" 1,03 nA/UM [A] (Zhang et al., 2000)
tamanho = 15 mm) (5 nM)

Fibra de carbono

(@=0,1pum; Membranas WPI ™" SOO(ZAAK/:\)A (Al (Zhang et al., 2002)

Disco de carbono
(9 =0,5mm)

PPDA %/a-CD % Nafion?

420 pA/uM [DPA]

(Kitajima et al., 2001)

Fibra de carbono

tamanho = 100-150 pm)

(9 = 30-40 um; NiTHMP'/ Nafion? /AAQ*/ 1,34 pC/uM [DPV] . . _

tamanho = 200 - 250 polilisina* (0,5 nM) (Mitchell and Michaelis, 1998)
um)

Fibra de carbono 954 pA/uM [A]

(D=8 um; Nafion’ / 0-PD' (6 nM) [A] (Ferreira et al., 2005)

Fibra de carbono

Nafion? / 0-PD’

9,6 nA/uM [DPA]

tamanho = 2 - 4 mm)

(D=8 um; Nafion? / (m-PD + resor)' 4,9 nA/uM [DPA] (Pontie et al., 1999)

tamanho = 0,8 mm) (27 nM) [DPA]

Fibra de carbono Acetato de cellulose * /

(D=6 pum; Nafion® 440 pA/uM (Katrlik and Zalesakova, 2002)

Fibra de carbono
(9 =0,5pum;
tamanho = 2 - 6 um)

NiTHMP' / Nafion®

2,05 nA/uM [DPV]

(10 nM [DPV]; 20 nM [DPA])

(Malinski and Taha, 1992)

Fibra de carbono
(@ =8 pm;
tamanho = 1 mm)

Nafion? / 0-PD'

9,6 nA/uM [DPA]

(Pontie et al., 2000)

1: Deposicao electroquimica; 2: imersdo seguida de tratamento térmico; 3:

imersao e secagem por evaporagao; 4: deposicdo de gota e secagem por evaporagao;

n.r.: ndo reportado. [NiTHMP = niquel (Il) tetraquis (3-metoxi-4-hidroxifenil) porfirina; o-

PD = orto — fenilenodiamina; m-PD = meso — fenilenodiamina; resor = resorcinol; AAO

= oxidase do acido ascorbico; PPDA = poli (cloreto dialildimetil-amoénia); a-CD = a —

ciclodextrina; DPA = Amperometria de impulso diferencial; A = Amperometria; DPV =

Voltametria de impulso diferencial. Adaptado de Bedioui and Villeneuve, 2003.
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Figura 3.7. A) Registo amperométrico obtido no sistema FIA a um potencial
constante de +0,9 V vs Ag/AgCI de solugdes de DETA/NO num intervalo de 13 a 100
uM (0,13 a 1 uM de 'NO, respectivamente), utilizando um microeléctrodo de fibra de
carbono modificado com Nafion® e o-PD. B) Recta de calibracdo obtida por regresséo

linear.

77



Resultados e discussao

A sensibilidade dos microeléctrodos foi calculada a partir do declive da recta de
calibragdo obtida por regressao linear entre a corrente de oxidagdo medida e a
concentracao do ‘NO. A média obtida foi de 954 + 217 pA/uM ‘NO (n=6).

No decurso deste trabalho, comparou-se a sensibilidade destes EFCgr com um
conjunto de microeléctrodos revestidos com seis camadas de Nafion® e uma camada
de 0-PD. Os microeléctrodos revestidos com seis camadas de Nafion® calibraram-se
utilizando os procedimentos descritos anteriormente. Verificou-se que estes eléctrodos
apresentaram um decréscimo significativo em termos de sensibilidade ao 'NO (figura
3.8.).

12004 (n=6)
1000 —
800
g i
= 600 —
400 - (nf 4)
200 -
1 camada 6 camadas
Nafion® Nafion®

Figura 3.8. Comparagao entre a sensibilidade dos EFCg (954 £ 217 pA/uM "NO;
n=6), e dos microeléctrodos revestidos com 6 camadas de Nafion® e 0-PD (276 + 106
pA/uM 'NO; n=4).

Comparando os valores de sensibilidade obtidos com os valores indicados na
tabela 3.2., observa-se que existem diferengas entre os valores ai referenciados e os
registados para estes microeléctrodos. Ha varias razbes que podem justificar estas

diferengas, as quais serao enumeradas de seguida.
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Dimensao das fibras

As fibras de carbono utilizadas nos diferentes trabalhos, dada a especificidade
de cada utilizacdo, tém dimensdes variaveis, sendo que, quanto maior o tamanho,
maior sera a superficie onde pode ocorrer a oxidagéo do analito (o ‘NO, neste caso),

podendo entdo uma mesma concentragao originar uma maior corrente de oxidagao.

Espessura de filme depositado

Ha uma correlacéo entre a sensibilidade e a espessura final dos revestimentos,
sendo que, quanto maior a espessura do filme, menor a sensibilidade ao "NO. No caso
dos filmes que sdo depositados electroquimicamente, o tempo de polimerizagdo é um
factor fundamental na espessura final do filme. Neste trabalho, a electrdlise do filme de
0-PD durou 15 minutos.

Como se pode observar na figura relativa a deposi¢ao do filme polimérico de o-
PD na superficie do microeléctrodo (figura 2.13, seccao 2.4.2.), regista-se um rapido
decaimento da intensidade de corrente nos primeiros 200 s, que corresponde a
polimerizacdo de 0-PD, seguido de um decréscimo mais lento. Este perfil de
electropolimerizagao ocorre porque os filmes de 0-PD s&o geralmente uniformes,
muito compactos e aderentes a superficie do eléctrodo e a espessura do filme torna-se
um factor limitante, pois a medida que se da a polimerizagdo na superficie do
eléctrodo, limita-se o acesso de mondmeros até que a superficie fica perfeitamente
recoberta, e se atinge um valor de corrente minimo. Deste modo, ao fim de 15 minutos
de electropolimerizacido, € de esperar que se obtenha um filme bastante espesso,
limitando fortemente o acesso de 'NO a superficie do microeléctrodo e diminuindo
assim a sua sensibilidade relativamente a outro tipo de eléctrodos referenciados na
literatura em que se utilizam iguais compostos na modificacdo da superficie dos
eléctrodos mas o tempo de electropolimerizagdo € menor (Murphy, 1998; Pontie et al.,
2000).

Hidrofobicidade dos filmes poliméricos

Um outro factor bastante relevante que afecta a sensibilidade é o grau de
hidrofobicidade dos filmes. Quanto menos hidrofébico for o revestimento, menos
favoravel sera a partilha do 'NO da solugédo aquosa para as membranas. A analise da
molhabilidade dos diferentes filmes depositados na superficie do microeléctrodo indica
que o revestimento feito unicamente com Nafion® ou com 0-PD conduz & formacdo de

um filme mais hidrofébico que no caso em que ha associagdo dos dois filmes (Pontie
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et al., 2000). Por outro lado, o filme de Nafion® é ainda mais hidrofébico que o de o-PD,
logo, permite uma melhor partilha do "NO da solugao através do filme para a superficie
do microeléctrodo, desde que a orientacdo dos grupos hidrofobicos (-CF,-CF»-) e
hidrofilicos (SOsH) existentes no Nafion® estejam dispostos de tal modo que estes
Ultimos nao limitem o acesso das moléculas de 'NO & interface carbono - Nafion®
(Pontie et al., 2000). Isto quer dizer que a associagao de diferentes materiais confere
um caracter hidrofébico consideravelmente diferente daquele que cada um dos
materiais proporciona individualmente. Portanto, é possivel que a associacao de varias
camadas de Nafion®e de outros filmes poliméricos, como é geralmente reportado na
literatura, conduza a formacao de um filme globalmente mais hidrofébico que aquele
obtido pela associacdo de uma camada de Nafion® e uma de 0-PD, como relatado
neste trabalho. Assim, o elevado grau de hidrofobia do Nafion® podera facilitar a

partilha do '"NO e aumentar a sensibilidade desses microeléctrodos.

3.2.2.2. Calibragdo em modo estacionario

Os microeléctrodos foram também calibrados em condigbes estacionarias. Este
procedimento foi feito num vaso com 70 mL de capacidade, que foi cheio com PBS de
modo a deixar o minimo volume morto entre a solugdo e a atmosfera. Todas as
aberturas foram tapadas com septos de borracha apropriados e deixou-se o PBS a
saturar com argon durante cerca de 30 minutos. Simultaneamente, foi preparada uma
solucao padrao de ‘NO a partir do DETA/NO num vaso de 5 mL. A partir desse padrao
retiraram-se aliquotas de 5 uM de DETA/NO (50 nM de 'NO) com uma micro seringa
“gas tight” que foram injectadas no vaso. O registo de corrente e a recta de calibragcao
resultante podem ser analisados na figura 3.9. A sensibilidade obtida para o
microeléctrodo em questao foi de 2400 pA/uM 'NO. Estes resultados indicam que os
microeléctrodos possuem caracteristicas de registo que permitem a sua calibracdo em
ambos os sistemas de calibracdo. Mas como ja foi referido, o sistema FIA foi o
escolhido por se tratar daquele que melhor reproduz as condigbes utilizadas no

sistema de perfusao das fatias de hipocampo de rato.
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Figura 3.9. A) Resposta amperométrica a potencial constante de +0,9 V vs
Ag/AgCl de um microeléctrodo revestido com Nafion® e 0-PD a adicdes sucessivas de
5, 10 e 15 uM de DETA/NO (50, 100 e 150 nM de 'NO, respectivamente) a uma

solugdo de PBS saturada com argon. B) Recta de calibracdo obtida por regressao
linear.
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3.2.2.3. Calibracdo com 6xido nitrico preparado a partir do gas

Os resultados relativos a sensibilidade obtidos com solugdes padréao preparadas
a partir de DETA/NO foram comparados com calibragdes efectuadas a partir de
solugbes padrédo preparadas com 'NO gas purificado. Na preparagao das solugdes
padrdo seguiu-se o procedimento descrito na sec¢do 2.1.3. Em simultdneo com a
preparacao da solucao “stock” de 2 mM de 'NO gas, encheram-se cinco vasos com 5
mL de PBS e saturaram-se com argon durante 15 minutos. Seguidamente adicionou-
se solugao “stock” de 'NO gas de modo a obter concentragdes finais de 25, 50, 100,
300 e 500 nM de 'NO, respectivamente. Foram realizadas calibragdes utilizando o
sistema FIA. Apds a obtencdo de uma linha de base estavel, foram injectadas as

solugdes padrao, tendo-se obtido o registo indicado na figura 3.10.
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Figura 3.10. A) Registo amperométrico obtido no sistema FIA a um potencial
constante de +0,9 V vs Ag/AgCI de solu¢des de 'NO gas num intervalo de 25 a 500

nM, utilizando um microeléctrodo de fibra de carbono modificado com Nafion® e o-PD.

B) Recta de calibragdo obtida por regressao linear.
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A sensibilidade do microeléctrodo, calculada a partir do declive da recta, foi de
251 pA/uM "'NO. A sensibilidade média obtida para as calibragdes feitas com "NO gas
foi de 91 + 24 pA/uM 'NO (n=10), o que é cerca de 10 vezes inferior aos valores

obtidos com o dador (figura 3.11.).

12004 (n=86)
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I/pA

600

400 -

200 - (n=10)
0 7.

‘NO (DETA/NO) ‘NO GAS

Figura 3.11. Sensibilidade das calibragbes obtidas com padrboes de "NO obtidos
a partir do gas e do dador (DETA/NO).

De modo a compreender a discrepancia nos resultados dos valores de
sensibilidade para o DETA/NO e o 'NO gas, determinou-se a concentragdo de '‘NO da
solucdo “stock”, recorrendo ao sensor ISO-NOP. Ap6s uma calibracao inicial do sensor
ISO-NOP, este foi colocado num vaso de 20 mL cheio com PBS que foi colocado a
saturar com argon. Simultaneamente, preparou-se no nicho uma solugédo “stock” de
‘NO gas. Procedeu-se depois a trés injecgdes de 5 ul da solugéo “stock” de '"NO gas e
registou-se a amplitude de corrente. Como se pode observar na figura 3.12., as trés
injeccbes provocaram um aumento médio na corrente de cerca de 630 pA. Tendo por
base o valor obtido da recta de regressao linear, em que se obteve uma sensibilidade
de 1420 pA/uM de 'NO, calculou-se uma concentragao de 1,8 mM da solugao “stock”,
0 que esta de acordo com os valores reportados para uma solugao saturada de ‘NO, a

temperatura de 22 °C e a pressao de 1 atm. (Beckman et al., 1996).
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5ul
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500 pA

50s

Figura 3.12. Resposta amperométrica registada pelo sensor 2 mm ISO-NOP

(WPI) ao longo do tempo apds trés injec¢des de 5 ul do “stock” de "NO gas.
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Figura 3.13. Curva de calibragao e recta de regressao linear do sensor ISO-NOP
com NO, em meio acido resultante da injeccdo de 'NO num intervalo de
concentragdes de 100 a 300 nM.
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Seguidamente, fez-se um controlo para confirmar a libertacdo de 'NO a partir do
DETA/NO controlando o pH. Quanto mais elevado o pH, maior a estabilidade do
DETA/NO e menor a velocidade de libertacdo de 'NO. Deste modo, e utilizando o
sistema FIA com o microeléctrodo ligado ao potenciostato, fizeram-se injec¢des de
diferentes concentragdes de dador a pH alcalino e neutro. Encheram-se trés vasos de
5 mL de capacidade com PBS a pH 7,4 e outros trés com NaOH 0,01M, aos quais foi
adicionado DETA/NO de modo a obter solugbes com 120, 200 e 400 uM. As solugdes
de DETA/NO preparadas em PBS foram injectadas sob um fluxo de PBS e as
preparadas em NaOH 0,01M sob um fluxo de NaOH 0,01M. Os resultados obtidos

mostram-se na figura 3.14.

PBS
pH 7.4
I DETA/NO
400 pM
DETA/NO
200 uM
NaOH DETA/NO
pH 12 120 uM
<
c DETA/NO DETA/NO DETA/NO
N 120 uM 200 uM 400 uM
200 s

Figura 3.14. Registo amperométrico obtido no sistema FIA a um potencial
constante de +0,9 V vs Ag/AgCI de solugées de DETA/NO num intervalo de 120 a 400
uM sob condi¢des de libertagcdo de ‘NO (pH 7,4) e sob condi¢des de nao libertagdo de
"NO (pH 12), utilizando um microeléctrodo de fibra de carbono modificado com Nafion®
e 0-PD.

Tal como se pode confirmar pela figura 3.14., a injeccdo das solugcbes de
DETA/NO a pH 12 nao produz uma alteracao significativa da corrente de oxidagao
quando comparada com solucdes de DETA/NO de igual concentracao, a pH 7,4. Os
sinais obtidos a pH 12 devem-se ao facto de, mesmo a pH elevado, poder haver uma
libertacao residual de "NO a partir do dador (Keefer et al., 1996).
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Efectuou-se assim um outro controlo com DETA/HCI. Para tal, encheu-se um
vaso com 5 mL de capacidade com HCI a pH = 1 e saturou-se com argon durante 15
minutos. Em solucido acida ocorre uma rapida libertagao de todo o 'NO a partir do
dador. A seguir foi adicionado DETA/NO de modo a atingir uma concentracao de 5 mM.
O vaso ficou uma hora em repouso para que ocorresse a libertagado completa do ‘NO.
Em simultaneo, um outro vaso foi previamente cheio com PBS e saturado com argon.
O microeléctrodo foi ai colocado e o potenciostato foi ligado em modo amperométrico
a +0,9 V vs Ag/AgCI. Apds a obtengdo de uma linha de base estavel, o DETA/HCI foi
injectado com uma micro seringa até atingir uma concentragdo de 25 puM.
Posteriormente injectou-se DETA/NO de forma a atingir uma concentragéo de 50 uM
(figura 3.15.).

DETA/NO
50 uM

DETA/HCI
25 uM

1 nA

I L |
100 s

Figura 3.15. Resposta amperométrica a potencial constante de +0,9 V vs
Ag/AgCl de um microeléctrodo revestido com Nafion® e 0-PD a adigdes de 25 uM de

DETA/HCI e 50 uM de DETA/NO a uma solugéao de PBS saturada com argon.
Os resultados ilustrados na figura mostram que a injec¢gao de DETA/HCI nao altera a

corrente de base, quando comparada com a injecgédo de 50 uM de DETA/NO. Assim,

estes resultados eliminam a hipotese de o aumento da corrente de oxidacdo nos
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ensaios com DETA/NO relativamente ao gas ser devido a oxidacdo da molécula
dadora, que se encontra em excesso relativamente ao 'NO. Os controlos serviram
entdo para confirmar que o incremento na amplitude observado aquando da injeccao
de uma determinada concentragdo de DETA/NO se deve ao 'NO e ndao a molécula
dadora. Actualmente nao existe ainda uma explicagdo suficientemente consolidada
para a diferenca de corrente registada aquando da adicdo de uma igual concentragao
de 'NO proveniente do dador e do gas, podendo essa justificagdo encontrar-se num
acesso muito mais eficiente do 'NO a superficie do microeléctrodo quando associado
a uma molécula dadora ou a perdas de '"NO no processo de preparacao das solugbes

padrao de ‘NO gas.

3.2.3. Limite de deteccéo

Uma vez que as concentracgdes fisiolégicas de 'NO variam entre valores na
ordem de grandeza de nanomolar, a determinacdo do LOD fez-se através da
realizacao de calibragdes para valores de baixas concentragdes de '"NO entre 13 e 100
nM, a partir de DETA/NO. O procedimento usado para estas calibragdes foi idéntico ao
que se utilizou para a determinacdo da sensibilidade, sendo que a unica variacao foi
na concentragao das solugdes padréo injectadas.

Cada padréao foi injectado repetidamente e o registo amperométrico pode ser
observado na figura 3.16. Da anadlise da figura ressalta logo a partida o facto de,
também para esta gama de concentragbes de 'NO, se observar uma boa
reprodutibilidade de sinais em cada injecgdo, assim como um bom coeficiente de
correlacédo. O calculo do LOD fez-se de acordo com a férmula anteriormente descrita
(ver seccao 2.5.5.), tendo-se obtido um valor médio de 6 + 2 nM 'NO (n = 4). Como
referido anteriormente, o LOD depende de uma boa performance instrumental, e o

recurso ao potenciostato PGSTAT 12 permitiu obter uma excelente relagéo sinal ruido.
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Figura 3.16. A) Registo amperométrico obtido no sistema FIA a um potencial
constante de +0,9 V vs Ag/AgCl de solugbes de DETA/NO num intervalo de 1,3 a 10

pM 1 (13 a 100 nM de "'NO, respectivamente), utilizando um microeléctrodo de fibra de

carbono modificado com Nafion® e 0-PD. B) Curva de calibracdo e recta de regressao
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O grau de hidrofobicidade e as diferengas existentes nos polimeros baseados
em 0-PD poderdo ajudar a explicar esta melhoria no que diz respeito ao LOD
relativamente a outros resultados reportados na literatura (Si et al., 1995; Murphy,
1998). Na realidade, a 0-PD forma um polimero mais hidrofébico que outros polimeros
normalmente utilizados nos revestimentos de microeléctrodos, o que favorece a
partilha de "NO da solugao aquosa para a superficie de carbono; além disso, a 0-PD ¢é
facilmente oxidada e a inclusdo de um mondmero oxidado no filme pode ser
responsavel por interromper a estrutura em escada e aumentar a permeabilidade ao
‘NO (Murphy, 1998).

3.2.4. Selectividade

Tal como referido anteriormente, a amperometria € uma técnica electroquimica
que tem como vantagens a possibilidade de fazer medicbes em tempo real. No
entanto, é preciso ter em linha de conta que, ao ser aplicado um determinado potencial
a um eléctrodo, todos os compostos existentes em solugdo que tenham um potencial
de oxidacao igual ou inferior ao aplicado, ir-se-ao também oxidar e contribuir desse
modo para a alteragédo da corrente medida. Em preparagdes bioldégicas com origem no
sistema nervoso central (como as fatias de hipocampo) ha uma variedade de
compostos e seus metabolitos, tais como os catecdis, indois, ascorbato, entre outros,
que oxidam a um potencial significativamente mais baixo que o 'NO. Um outro
problema relacionado com a selectividade tem a ver com a presenga de NO,, que
possui um potencial de oxidacado préximo do 'NO e que tanto pode existir na prépria
preparacdo como resultar da oxidagao do ‘'NO. Também a presenca de tirosina pode
interferir com uma medicao precisa do ‘NO (Stingele et al., 1998). Para além destes
compostos foi importante verificar se o microeléctrodo respondia aos estimulos
utilizados exogenamente, tais como o L-glu, a L-arg e o NMDA. Para conferir ao
microeléctrodo a adequada selectividade, sem comprometer em demasia a
sensibilidade, procedeu-se ao revestimento da fibra de carbono com uma camada de
Nafion® e uma camada de o-PD. O primeiro, sendo um filme catiénico, deveria conferir
selectividade relativamente a espécies anidnicas (NO, e peroxinitrito, por exemplo),
enquanto o segundo filme, sendo um filtro molecular, funcionaria com uma espécie de
malha, ndo deixando atravessar espécies com um tamanho maior que a sua abertura
de malha (DA e 5-HT, por exemplo).

A figura 3.17. mostra um registo amperométrico obtido a +0,9 V vs Ag/AgCl no

sistema FIA para varios compostos injectados nas concentragdes indicadas.
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Figura 3.17. Registo amperométrico obtido no sistema FIA a um potencial
constante de +0,9 V vs Ag/AgCl, obtido apds a injec¢ao de 1 uM de 'NO (preparado a
partir de DETA/NO) e de potenciais interferentes com a sua detecgdo nas fatias de

hipocampo de rato, utilizando um microeléctrodo de fibra de carbono modificado com
uma camada de Nafion® e 0-PD.
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A selectividade foi determinada como a razao entre a amplitude da corrente de
oxidacdo obtida apds a injeccdo de 1 uM de 'NO e a amplitude da corrente de
oxidacao calculada para igual concentracao de cada interferente. Os valores obtidos

apresentam-se na tabela 3.3.

Razao de Selectividade Razéo de Selectividade
Composto para microeléctrdos com uma camada para microeléctrdos com seis
de Nafion® e 0-PD camadas de Nafion® e o-PD
(média + SEM) (média + SEM)
Nitrito 1099:1 £325 (n=6) 562:1 £218 (n=4)
Acido Ascérbico 715:1 £162 (n=6) 1227:1 + 405 (n=4)
Dopamina 20:1 £ 3 (n=6) 24:1 £ 9 (n=4)
5-HT 40:1 + 8 (n=6) 34:1+£9 (n=4)
Tirosina 149:1 £ 37 (n=5)
N,O, 245:1 + 96 (n=4)
ONOO 2119:1 £ 1280 (n=4)
H,0, >10000:1 (n=5)
L-Glu >10000:1 (n=6)
L-Arg >10000:1 (n=6)
NMDA >10000:1 (n=6)

Tabela 3.3. Razdes de selectividade de alguns dos principais interferentes com a
deteccao de 'NO nas fatias de hipocampo de rato obtidas para microeléctrodos

revestidos com 1 camada de Nafion® e 0-PD e com 6 camadas de Nafion® e o-PD.

Os microeléctrodos apresentam uma boa selectividade, a excepcado das
espécies cationicas (DA e 5-HT), sugerindo que o fiime de o-PD, para estes
compostos, ndo impede de forma eficaz o acesso a superficie da fibra de carbono.
Nalguns casos estes microeléctrodos s&o mesmo insensiveis a injec¢do de elevadas
concentragdes de alguns interferentes, como é o caso do H,0,, do L-glu, da L-arg e do
NMDA. O revestimento com uma camada de Nafion® a 170 °C confere um elevado
grau de selectividade contra interferentes anidnicos, como se verifica para o caso do
NO, e do ascorbato. Globalmente, a selectividade é superior a obtida por Park e
colaboradores com eléctrodos revestidos com 9 camadas da Nafion® (Park et al.,
1998). A temperatura de secagem do Nafion® podera explicar estes resultados, pois

esta descrito que aumentando a temperatura de secagem se promove uma melhor

92



Resultados e discussao

aderéncia do Nafion® a superficie do eléctrodo, ndo sendo necessarias tantas
camadas para se obter um mesmo efeito em termos de selectividade (Friedemann et
al., 1996; Gerhardt and Hoffman, 2001). A comparacao destes resultados com aqueles
obtidos por Friedemann e colaboradores, no que diz respeito ao ascorbato e NOs,
mostra que a razado de selectividade é semelhante para o ascorbato e um pouco
inferior para o NO,", tendo sido usadas 6-8 camadas de Nafion®. No decorrer deste
trabalho foram também testados microeléctrodos com seis camadas de Nafion®, ndo
se tendo registado diferengas significativas em termos de selectividade (tabela 3.3.).

A constatacdo de que n&o havia ganhos em termos de selectividade
significativos, e de que a sensibilidade decrescia de forma assinalavel como se
observa na figura 3.8., levou a que os microeléctrodos revestidos com seis camadas

de Nafion® e 0-PD fossem preteridos relativamente aos de uma camada de Nafion®.

3.2.5. Tempo de resposta

O tempo de resposta € um parametro importante no que diz respeito as
medi¢gdes em tempo real de 'NO em sistemas biolégicos. Uma vez que a aplicagao
dos diferentes filmes poliméricos tem como consequéncia uma diminuigcdo no tempo
de resposta dos microeléctrodos, utilizaram-se microeléctrodos sem revestimentos
como controlo. O tempo que o sinal provocado pela injec¢ao repetida de 260 nM de
‘NO preparado a partir de DETA/NO no sistema FIA demorou a atingir 50% da
intensidade maxima (tso%) para os microeléctrodos nao revestidos foi de 0,95 £ 0,15 s
(n=4). No caso dos microeléctrodos revestidos com uma camada de Nafion® e uma
camada de 0-PD esse mesmo tempo de resposta foi de 1,90 £ 0,1 s.

Os valores obtidos indicam que estes microeléctrodos tém um tempo de
resposta mais lento que o reportado na literatura (Malinski and Taha, 1992;
Friedemann et al., 1996; Mitchell and Michaelis, 1998; Mao et al., 1999; Gerhardt and
Hoffman, 2001). No entanto, a determinagdo deste parametro € largamente afectada
pelo sistema de fluxo utilizado, homeadamente a velocidade do fluxo, didmetro e
composic¢ao dos tubos, assim como a dispersao do préprio sistema FIA (Kristensen et
al., 1986). A baixa concentragéo de analito usada nesta determinagéo podera também
afectar negativamente o tempo de resposta. Finalmente, o pré-tratamento por FCV a
que os microeléctrodos foram sujeitos contribui para um aumento de sensibilidade,

mas tem consequéncias negativas no seu tempo de resposta (Gonon and Buda, 1985).
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3.3. Monitorizacdo de 6xido nitrico em fatias de hipocampo

3.3.1. Producdo de Oxido nitrico por estimulo do receptor
NMDA

Os estudos in vitro realizados sobre a caracterizagao dos EFCr confirmam que a
combinacdo entre o uso deste tipo de microeléctrodos e o recurso a técnicas
amperomeétricas permitem fazer uma deteccao selectiva e em tempo real de '"NO. O
passo seguinte consistiu na sua aplicagdo em fatias de hipocampo de rato, de modo a
acompanhar a dindmica de producdao e decaimento do 'NO, e assim tentar
compreender qual o seu papel nos processos fisioldgicos e patologicos dai
decorrentes.

Num primeiro conjunto de experiéncias estimulou-se a produgdao de 'NO com 5
mM de L-glu e 10 uM de NMDA (figura 3.21). A perfusdo de 5 mM de L-glu (figura 3.18
A) durante dois minutos promoveu um aumento transitério da corrente resultante da
oxidagao do '"NO, medida com o microeléctrodo inserido na regiao CA1 do hipocampo.
O valor maximo de corrente foi atingido ao fim de cinco minutos, e o decaimento até a
linha de base teve uma constante de tempo de 348 s, valor calculado por regressao
nao-linear (r=0,992) do decaimento do sinal usando uma equag¢ao exponencial de
primeira ordem. O valor médio da constante de tempo foi de 430 £ 72 s, n=4 (fig. 3.21
D). A carga total, calculada por integragao do perfil de corrente/tempo, foi de 94 nC. A
carga média calculada para estes ensaios foi de 95 + 8 nC, n=4 (fig. 3.21. C).

Quando se usou como estimulo a perfusdo durante dois minutos com 10 uM de
NMDA (figura 3.18 B), a produgéo de ‘NO caracterizou-se por uma carga total de 128
nC, tendo sido obtido um valor médio de carga de 197 = 38 nC, n=3 (fig. 3.21. C).
Neste caso, o valor maximo de corrente de oxidacdo do ‘NO atingiu-se ao fim de 4,2
minutos e o decaimento foi exponencial, com uma constante de tempo calculada como
sendo de 340 s (r=0,996). O valor médio da constante de tempo para estas condi¢des
de estimulo foi de 509 + 222 s, n=3 (fig. 3.21 D).

Devido ao seu tamanho e polaridade, as moléculas de NMDA difundem mais
lentamente do local de aplicagcdo que as moléculas de 'NO, processo esse que devera
aumentar o numero de fontes de 'NO e assim provocar uma producdo mais
prolongada do gas, originado desse modo sinais com constantes de tempo mais

alargadas, como verificado nos ensaios realizados.
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Figura 3.18. Registo amperométrico do perfil de corrente ao longo do tempo
resultante de oxidagao do ‘NO produzido na regiao CA1 da fatia de hipocampo de rato

apos a perfusao durante dois minutos com 5 mM de L-glu (A) e 10 uM de NMDA (B).
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3.3.2. Relacdo entre a producdo de oOxido nitrico e a
concentracdo de NMDA

O conjunto seguinte de experiéncias teve como objectivo avaliar a dependéncia
da concentracdo de um estimulo de NMDA na intensidade da resposta, traduzida no
aumento da corrente resultante da oxidagao do ‘NO. Para tal, e apds calibragdo dos
microeléctrodos (ver secgédo 2.5.4.), as fatias foram estimuladas com concentragdes
de 10, 25 e 50 uM de NMDA durante dois minutos. Nos varios ensaios efectuados,
cada fatia foi estimulada apenas uma vez com uma das concentragcbes de NMDA
referidas e foi depois substituida por outra fatia, que foi sujeita a novo estimulo. Os
resultados obtidos mostram que a producado de ‘"NO é dependente da concentracéo de
NMDA, num intervalo de 10 a 50 uM (fig 3.19 A).

De acordo com o valor médio de sensibilidade obtido nas calibragdes dos
microeléctrodos, e analisando a amplitude média dos picos obtidos, 10 uM de NMDA
induziu uma producao de ‘NO que, na altura maxima do pico correspondia, em média,
a uma concentracdao de DETA/NO de 800 = 100 nM (n=3). A perfusdo de 25 uM de
NMDA conduziu a obtengdo de correntes de oxidagdo que na altura maxima do pico,
correspondiam a uma concentracdo média de DETA/NO de 6,7 + 2,0 yM (n=3).
Fazendo o mesmo tipo de analise, a perfusdo de 50 uM de NMDA durante dois
minutos estimulou uma producdo de 'NO que na altura maxima do pico atingiu uma
concentracao média de 13,0 £ 3,0 uM (n=2). A dependéncia da producao de 'NO
relativamente a concentragdo do estimulo traduziu-se também através da obtengao de
um ECs, de 34 uM, obtido por regressédo nao linear da carga total vs a concentracao

de NMDA, de acordo com uma funcg&o sigmoidal (figura 3.19 B).

96



Resultados e discussao

(A) 50 uM

50 pA

160' n=2

80+

Q/nC

40-

40 50 60

O
—
o
N
o
w
o

NMDA, uM

Figura 3.19. Registos amperométricos obtidos com um microeléctrodo de fibra
de carbono modificados com uma camada de Nafion e uma camada de o-PD
decorrentes da perfusdo durante dois minutos da zona CA1 das fatias de hipocampo
de rato com 10, 25 e 50 uM de NMDA (A) e a respectiva curva dose - resposta do
efeito do NMDA na producao de ‘NO (B). A analise por regressao nao linear por ajuste

de uma fungao sigmdide resultou na obtencdo de um ECsq de 34 uM de NMDA.
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3.3.3. Relacdo entre a producédo de 6xido nitrico e estimulos
consecutivos de NMDA

Um terceiro conjunto de experiéncias foi realizado para avaliar o perfil de
libertacdo de 'NO apds duas estimulagdes consecutivas durante dois minutos de 10
uM de NMDA, na mesma fatia de hipocampo. Entre a primeira e a segunda
estimuagao decorreram cerca de 25 minutos. Os resultados obtidos estdo registados

na figura 3.20.

20 pA

10 uM NMDA L ;
2 min 10 uM NMDA 00 5

2 min

Figura 3.20. Producdo de 'NO induzida por perfusdo de 10 uM de NMDA

durante 2 minutos na regidao CA1 do hipocampo, registada por amperometria.

Pela observagéo da figura constata-se que a segunda estimulagédo de 10 uM de
NMDA provoca uma diminuicdo acentuada da producao de ‘NO. De facto, o primeiro
estimulo conduziu a uma producao de 'NO caracterizada por uma carga total de 41 nC
e atingiu no pico maximo uma corrente de oxidagao de 110 pA, o que, de acordo com
a calibragao previamente realizada, correspondeu a 4,4 uM de DETA/NO. O segundo
estimulo induziu uma produgéo de ‘'NO 89% inferior a registada no primeiro estimulo,
tendo-se obtido uma carga total de 4,5 nC e uma corrente de oxidagdo no pico de
producao de 'NO de 12 pA (480 nM de DETA/NO). Em média, a percentagem de
decréscimo do primeiro para o segundo sinal em termos de carga total foi de 80 + 10
% (n=2), e de 77 £ 12 % (n=2).
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O decréscimo na producao de '"NO apoés consecutivas estimulagcées com NMDA
foi também reportado por Crespi e colaboradores (Crespi and Rossetti, 2004). Uma
das hipéteses que podem explicar este facto € o ‘NO inibir reversivelmente a NOS
neuronal. Ha estudos que demonstram que o 'NO inibe a NOS para valores de
concentracao de 10 uM (Rogers and Ignarro, 1992). No entanto, os resultados obtidos
indicam que estes valores de concentragcao de ‘NO s&o muito elevados no cérebro.

Um segundo aspecto a ter em conta é a possibilidade do "NO reagir com grupos
tiol no local de ligagao do receptor, e desse modo dessensitizar os receptores NMDA
(Lei et al., 1992; Manzoni et al., 1992).

Um terceiro factor que podera estar a contribuir para a dimunuicdo do sinal
podera ter a ver com uma dessensitizagao dos receptores NMDA devido as aplicacbes
repetidas de NMDA. E sabido que os receptores NMDA dessensitizam na presenca
continua de agonistas (Jones and Westbrook, 1996), pelo que é possivel que ocorra
uma inibicdo do receptor por feedback negativo, indo assim provocar um decréscimo
na producao de ‘NO mediada pelo receptor NMDA.

Além destes, ha ainda outros factores que poderao estar a contribuir para a
diminuicdo do sinal e que tém a ver por exemplo, com o facto da quantidade de '"NO
produzida no primeiro estimulo ser téxica para as células e ir interferir com os
diferentes mecanismos celulares, como a respiragao celular e mecanismos de morte
celular como a necrose ou apoptose, diminuido essa mesma viabilidade, o que
também explicaria o segundo sinal diminuido relativamente ao primeiro.

No entanto, e independentemente do(s) mecanismos envolvidos, a diminui¢ao
da resposta de ‘NO pode ter relevancia para a regulagao fisioldgica e farmacolégica
dos fendmenos de neurotransmissdo mediados pelos receptores NMDA para o
glutamato (Jones e Westbrook, 1996), particularmente nas implicacdes relativamente
aos efeitos citotdxicos que derivam da activagdo da NOS (Stamler et al, 1992) na
sequéncia de uma elevada reactividade para o receptor NMDA, assim como no actual
paradigma acerca do papel neuromodulador do ‘NO nos fendmenos de

neurodegenerescéncia (Connop et al., 1995; Kendrick et al., 1996).
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4. CONCLUSOES

Considerando o papel do ‘NO na regulagao dos fenémenos de neurotransmissao
e neurodegenerescéncia, a medicdo sensivel, selectiva e em tempo real deste
neurotransmissor com microeléctrodos em fatias de hipocampo e em diferentes
condi¢cbes de estimulagdo do receptor NMDA constitui uma ferramenta analitica
com elevadas potncialidades no estudo dos mecanismos pelos quais o 'NO
exerce a sua actividade bioldgica no cérebro. Assim, o conjunto de resultados

obtidos neste trabalho permitiu concluir que:

1. A construcdo de microeléctrodos de fibra de carbono e o seu
revestimento com uma camada de Nafion®e o-PD permitiu a realizacéo
de ensaios em fatias de hipocampo de uma forma sensivel e selectiva
no intervalo de concentragbes na ordem de grandeza dos nanomolar.
Além disso, as dimensdes dos microeléctrodos permitiram monitorizar a
dindmica de producdo de 'NO com elevada resolugdo espacial e

temporal.

2. A aplicagdo dos microeléctrodos modificados na monitorizagdo do ‘NO
nas fatias de hipocampo de rato permitiu acompanhar a dinamica da
concentracao do NO apds estimulo dos receptores NMDA do glutamato,
em particular o perfil de produgdo de 'NO via estimulo do receptor
NMDA do glutamato que se revelou ser transitério e dependente da
concentracao de estimulo utilizada. O conjunto de experiéncias levadas
a cabo nas fatias de hipocampo de rato permitiu verificar ainda que uma
segunda estimulacdo dos receptores NMDA é acompanhada de um

decréscimo na producao de ‘NO.

100



BIBLIOGRAFIA




Bibliografia

5. BIBLIOGRAFIA

Alderton, W.K., Cooper, C.E., and Knowles, R.G. (2001). Nitric oxide synthases:

structure, function and inhibition. Biochemical Journal 357, 593-615.

Balbatun, A., Louka, F.R., and Malinski, T. (2003). Dynamics of nitric oxide release in

the cardiovascular system. Acta Biochimica Polonica 50, 61-68.

Barbosa, R.M. (1998). Mecanismos lénicos Subjacentes a Secreg¢do Pulsatil de

Insulina pelo lIhéu de Langerhans, Universidade de Coimbra, Coimbra.

Barbosa, R.M., Silva, A.M., Tome, A.R., Stamford, J.A., Santos, R.M., and Rosario,
L.M. (1998). Control of pulsatile 5-HT/insulin secretion from single mouse pancreatic

islets by intracellular calcium dynamics. J.Physiol 510 ( Pt 1), 135-143.

Bates, T.E., Loesch, A., Burnstock, G., and Clark, J.B. (1995). Immunocytochemical
evidence for a mitochondrially located nitric oxide synthase in brain and liver. Biochem
Biophys Res Commun 213, 896-900.

Bear, M.F., Connors, B.W., and Paradiso, M.A. (1996). 20. Synaptic Mechanisms of

Memory. Williams & Wilkins: Baltimore.

Becker, K., Savvides, S.N., Keese, M., Schirmer, R.H., and Karplus, P.A. (1998).
Enzyme inactivation through sulfhydryl oxidation by physiologic NO-carriers. Nat Struct
Biol 5, 267-271.

Beckman, J.S. (1996). The physiological and pathological chemistry of nitric oxide. In:
Nitric Oxide, Principles and Actions, ed. J.L. Jr.: AP, 1-82.

Beckman, J.S., AWink, D., and S.Beckman, J. (1996). Nitric Oxide and Peroxynitrite.
In: Methods in Nitric Oxide Research, ed. J. S.Stamler: John Wiley & Sons Ltd, 61-70.
Beckman, J.S., Beckman, T.W., Chen, J., Marshall, P.A., and Freeman, B.A. (1990).
Apparent hydroxyl radical production by peroxynitrite: implications for endothelial injury
from nitric oxide and superoxide. Proc Natl Acad Sci U S A 87, 1620-1624.

101



Bibliografia

Beckman, J.S., Chen, J., Ischiropoulos, H., and Crow, J.P. (1994). Oxidative chemistry
of peroxynitrite. Methods Enzymol. 233, 229-240.

Beckman, J.S., and Koppenol, W.H. (1996). Nitric oxide, superoxide, and peroxynitrite:
the good, the bad, and ugly. Am J Physiol 271, C1424-1437.

Bedioui, F., Trevin, S., Devynck, J., Lantoine, F., Brunet, A., and Devynck, M.A. (1997).
Elaboration and use of nickel planar macrocyclic complex-based sensors for the direct
electrochemical measurement of nitric oxide in biological media. Biosensors &
Bioelectronics 12, 205-212.

Bedioui, F., and Villeneuve, N. (2003). Electrochemical nitric oxide sensors for
biological samples - Principle, selected examples and applications. Electroanalysis 15,
5-18.

Bindokas, V.P., Jordan, J., Lee, C.C., and Miller, R.J. (1996). Superoxide production in
rat hippocampal neurons: selective imaging with hydroethidine. J Neurosci 16, 1324-
1336.

Blatter, L.A., Taha, Z., Mesaros, S., Shacklock, P.S., Wier, W.G., and Malinski, T.
(1995). Simultaneous measurements of Ca2+ and nitric oxide in bradykinin-stimulated
vascular endothelial cells. Circ Res 76, 922-924.

Boehning, D., and Snyder, S.H. (2003). Novel neural modulators. Annu.Rev.Neurosci.
26, 105-131.

Bonner, F.T., and Stedman, G. (1996). 1. The Chemsitry of Nitric Oxide and Redox-
Related Species. In: Methods in Nitric Oxide Research, ed. J.S.

Beckman, New York: John Wiley & Sons Ltd, 3-18.

Boveris, A., and Cadenas, E. (2000). Mitochondrial production of hydrogen peroxide
regulation by nitric oxide and the role of ubisemiquinone. IUBMB Life 50, 245-250.

Brazell, M.P., Kasser, R.J., Renner, K.J., Feng, J., Moghaddam, B., and Adams, R.N.

(1987). Electrocoating carbon fiber microelectrodes with Nafion improves selectivity for

electroactive neurotransmitters. J.Neurosci.Methods 22, 167-172.

102



Bibliografia

Bredt, D.S., Ferris, C.D., and Snyder, S.H. (1992). Nitric oxide synthase regulatory
sites. Phosphorylation by cyclic AMP-dependent protein kinase, protein kinase C, and
calcium/calmodulin protein kinase; identification of flavin and calmodulin binding sites.
J Biol Chem 267, 10976-10981.

Brett, AM.O., and Brett, C.M.A. (1996a). 7. Experiéncias Electroquimicas. In:

Electroquimica. Principios e Aplicagdes, Coimbra: Livraria Almedina, 191-218.

Brett, AM.O., and Brett, C.M.A. (1996b). 9. Técnicas de Voltametria Ciclica e
Varrimento Linear. In: Electroquimica. Principios e Aplicagbes, Coimbra: Livraria
Almedina, 191-218.

Brown, G.C. (1995). Nitric oxide regulates mitochondrial respiration and cell functions
by inhibiting cytochrome oxidase. FEBS Lett 369, 136-139.

Burette, A., Zabel, U., Weinberg, R.J., Schmidt, H.H., and Valtschanoff, J.G. (2002).
Synaptic localization of nitric oxide synthase and soluble guanylyl cyclase in the
hippocampus. J Neurosci 22, 8961-8970.

Cadenas, E., Poderoso, J.J., Antunes, F., and Boveris, A. (2000). Analysis of the

pathways of nitric oxide utilization in mitochondria. Free Radic Res 33, 747-756.

Cho, H.J., Xie, Q.W., Calaycay, J., Mumford, R.A., Swiderek, K.M., Lee, T.D., and
Nathan, C. (1992). Calmodulin is a subunit of nitric oxide synthase from macrophages.
J Exp Med 176, 599-604.

Christopherson, K.S., Hillier, B.J., Lim, W.A., and Bredt, D.S. (1999). PSD-95
assembles a ternary complex with the N-methyl-D-aspartic acid receptor and a bivalent
neuronal NO synthase PDZ domain. J Biol Chem 274, 27467-27473.

Ciszewski, A., and Milczarek, G. (2003). Electrochemical detection of nitric oxide using

polymer modified electrodes. Talanta 61, 11-26.

Colasanti, M., and Suzuki, H. (2000). The dual personality of NO. Trends
Pharmacol.Sci. 21, 249-252.

103



Bibliografia

Connop, B.P., Boegman, R.J., Jhamandas, K., and Beninger, R.J. (1995). Excitotoxic
action of NMDA agonists on nigrostriatal dopaminergic neurons: modulation by
inhibition of nitric oxide synthesis. Brain Res 676, 124-132.

Coyle, J.T., and Puttfarcken, P. (1993). Oxidative stress, glutamate, and

neurodegenerative disorders. Science 262, 689-695.

Crane, B.R., Arvai, A.S., Gachhui, R., Wu, C., Ghosh, D.K., Getzoff, E.D., Stuehr, D.J.,
and Tainer, J.A. (1997). The structure of nitric oxide synthase oxygenase domain and

inhibitor complexes. Science 278, 425-431.

Crespi, F., Campagnola, M., Neudeck, A., McMillan, K., Rossetti, Z., Pastorino, A.,
Garbin, U., Fratta-Pasini, A., Reggiani, A., Gaviraghi, G., and Cominacini, L. (2001).
Can voltammetry measure nitrogen monoxide (NO) and/or nitrites?
J.Neurosci.Methods 109, 59-70.

Crespi, F., and Rossetti, Z.L. (2004). Pulse of Nitric Oxide Release in Response to
Activation of N-Methyl-D-Aspartate Receptors in the Rat Striatum: Rapid
Desensitisation, Inhibition by Receptor Antagonists and Potentiation by Glycine.

J.Pharmacol.Exp.Ther.

Daveu, C., Servy, C., Dendane, M., Marin, P., and Ducrocq, C. (1997). Oxidation and
nitration of catecholamines by nitrogen oxides derived from nitric oxide. Nitric Oxide 1,
234-243.

Davis, K.L., Martin, E., Turko, I.V., and Murad, F. (2001). Novel effects of nitric oxide.
Annu.Rev.Pharmacol.Toxicol. 41, 203-236.

Dawson, V.L., and Dawson, T.M. (1998). Nitric oxide in neurodegeneration. Prog.Brain
Res. 118, 215-229.

Dawson, V.L., Dawson, T.M., London, E.D., Bredt, D.S., and Snyder, S.H. (1991).
Nitric oxide mediates glutamate neurotoxicity in primary cortical cultures. Proc Natl

Acad Sci U S A 88, 6368-6371.

Doyle, M.P., and Hoekstra, J.W. (1981). Oxidation of nitrogen oxides by bound
dioxygen in hemoproteins. J Inorg Biochem 14, 351-358.

104



Bibliografia

Eich, R.F., Li, T., Lemon, D.D., Doherty, D.H., Curry, S.R., Aitken, J.F., Mathews, A.J.,
Johnson, K.A., Smith, R.D., Phillips, G.N., Jr., and Olson, J.S. (1996). Mechanism of
NO-induced oxidation of myoglobin and hemoglobin. Biochemistry 35, 6976-6983.

Eiserich, J.P., Patel, R.P., and O'Donnell, V.B. (1998). Pathophysiology of nitric oxide
and related species: free radical reactions and modification of biomolecules.
Mol.Aspects Med. 19, 221-357.

Ferreira, N.R., Ledo, A., Frade, J.G., Gerhardt, G.A., Laranjinha, J., and Barbosa, R.M.
(2005). Electrochemical measurement of endogenously produced nitric oxide in brain
slices using Nafion/o-phenylenediamine modified carbon fiber microelectrodes.
Analytica Chimica Acta 535, 1-7.

Fitzhugh, A.L., and Keefer, L.K. (2000). Diazeniumdiolates: Pro- and antioxidant
applications of the "NONOates". Free Radical Biology and Medicine 28, 1463-1469.

Fontijn, A., Sabadell, A.J., and Ronco, R.J. (1970). Homogeneous Chemiluminescent
Measurement of Nitric Oxide with Ozone - Implications for Continuous Selective

Monitoring of Gaseous Air Pollutants. Analytical Chemistry 42, 575-&.

Friedemann, M.N., Robinson, S.W., and Gerhardt, G.A. (1996). o-Phenylenediamine-
modified carbon fiber electrodes for the detection of nitric oxide. Anal.Chem. 68, 2621-
2628.

Furchgott, R.F., and Zawadzki, J.V. (1980). The obligatory role of endothelial cells in

the relaxation of arterial smooth muscle by acetylcholine. Nature 288, 373-376.

Garthwaite, J., and Boulton, C.L. (1995a). Nitric oxide signaling in the central nervous
system. Annu.Rev.Physiol 57, 683-706.

Garthwaite, J., and Boulton, C.L. (1995b). Nitric Oxide Signalling in the Central

Nervous System. In: Annu Rev Physiol: Annual Reviews Inc, 683-706.
Gerhardt, G.A., and Hoffman, A.F. (2001). Effects of recording media composition on

the responses of Nafion-coated carbon fiber microelectrodes measured using high-

speed chronoamperometry. Journal of Neuroscience Methods 109, 13-21.

105



Bibliografia

Gerova, M., Mesaros, S., Kristek, F., Kittova, M., and Malinski, T. (1998). NO
concentration in the periendothelial area of the femoral artery of the dog measured in
vivo. Physiol Res 47, 169-175.

Girgis, R.E., Qureshi, M.A., Abrams, J., and Swerdlow, P. (2003). Decreased exhaled
nitric oxide in sickle cell disease: relationship with chronic lung involvement. Am J
Hematol 72, 177-184.

Giulivi, C., Poderoso, J.J., and Boveris, A. (1998). Production of nitric oxide by
mitochondria. Journal of Biological Chemistry 273, 11038-11043.

Gonon, F.G., and Buda, M.J. (1985). Regulation of dopamine release by impulse flow
and by autoreceptors as studied by in vivo voltammetry in the rat striatum.
Neuroscience 14, 765-774.

Hafizi, S., KRUK, Z.L.,, and STAMFORD, J.A. (1990). Fast cyclic voltammetry:
improved sensitivity to dopamine with extended oxidation scan limits.
J.Neurosci.Methods 33, 41-49.

Hall, D.M., and Buettner, G.R. (1996). In vivo spin trapping of nitric oxide by heme:
Electron paramagnetic resonance detection ex vivo

Methods in Enzymology: Academic Press, 188-192.

Henry, Y.A., Ducastel, B., Guissani, A. (1997). 2. Basic Chemistry of Nitric Oxide and
Related Nitrogen Oxides. Springer-Verlag: Heidelberg.

Henry, Y.A., Ducastel, B., Guissani, A. (1997 a). 2. Basic Chemistry of Nitric Oxide and
Related Nitrogen Oxides. Springer-Verlag: Heidelberg.

Hoshino, M., Ozawa, K., Seki, H., and Ford, P.C. (1993). Photochemistry of Nitric
Oxide Adducts of Water-Soluble Iron(lll) Porphyrin and Ferrilhemoproteins Studied by

Nanosecond Laser Photolysis. J. Am. Chem. Soc. 115, 9568-9575.

Ignarro, L.J. (1991). Signal transduction mechanisms involving nitric oxide. Biochem
Pharmacol 41, 485-490.

106



Bibliografia

Ignarro, L.J. (1996). Nitric Oxide as a Communication Signal in Vascular and Neuronal
Cells. In: Nitric Oxide. Principles and Actions, ed. J.L. Jr., NY: Academic Press, 111-
131.

Ignarro, L.J., Buga, G.M., Byrns, R.E., Wood, K.S., and Chaudhuri, G. (1988a).
Endothelium-derived relaxing factor and nitric oxide possess identical pharmacologic
properties as relaxants of bovine arterial and venous smooth muscle. J Pharmacol Exp
Ther 246, 218-226.

Ignarro, L.J., Buga, G.M., Wood, K.S., Byrns, R.E., and Chaudhuri, G. (1987).
Endothelium-derived relaxing factor produced and released from artery and vein is
nitric oxide. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 84, 9265-9269.

Ignarro, L.J., Byrns, R.E., Buga, G.M., Wood, K.S., and Chaudhuri, G. (1988b).
Pharmacological evidence that endothelium-derived relaxing factor is nitric oxide: use
of pyrogallol and superoxide dismutase to study endothelium-dependent and nitric

oxide-elicited vascular smooth muscle relaxation. J Pharmacol Exp Ther 244, 181-189.

Ischiropoulos, H. (1998). Biological tyrosine nitration: a pathophysiological function of

nitric oxide and reactive oxygen species. Arch Biochem Biophys 356, 1-11.

Jaffrey, S.R., Benfenati, F., Snowman, A.M., Czernik, A.J., and Snyder, S.H. (2002).
Neuronal nitric-oxide synthase localization mediated by a ternary complex with
synapsin and CAPON. Proc Natl Acad Sci U S A 99, 3199-3204.

Jaffrey, S.R., Snowman, A.M., Eliasson, M.J., Cohen, N.A., and Snyder, S.H. (1998).
CAPON: a protein associated with neuronal nitric oxide synthase that regulates its
interactions with PSD95. Neuron 20, 115-124.

Jones, M.V., and Westbrook, G.L. (1996). The impact of receptor desensitization on

fast synaptic transmission. Trends Neurosci 19, 96-101.

Kalyanaraman, B. (1996). Detection of nitric oxide by electron spin resonance in
chemical, photochemical, cellular, physiological, and pathophysiological systems

Methods in Enzymology: Academic Press, 168-187.

Katrlik, J., and Zalesakova, P. (2002). Nitric oxide determination by amperometric

carbon fiber microelectrode. Bioelectrochemistry. 56, 73-76.

107



Bibliografia

Keefer, L.K., Nims, R.W., Davies, K.M., and Wink, D.A. (1996). "NONOates" (1-
substituted diazen-1-ium-1,2-diolates) as nitric oxide donors: Convenient nitric oxide
dosage forms. Nitric Oxide, Pt A - Sources and Detection of No; No Synthase 268,
281-293.

Kendrick, K.M., Guevara-Guzman, R., de la Riva, C., Christensen, J., Ostergaard, K.,
and Emson, P.C. (1996). NMDA and kainate-evoked release of nitric oxide and
classical transmitters in the rat striatum: in vivo evidence that nitric oxide may play a

neuroprotective role. Eur J Neurosci 8, 2619-2634.

Kikugawa, K., Hiramoto, K., Tomiyama, S., and Asano, Y. (1997). beta-Carotene
effectively scavenges toxic nitrogen oxides: nitrogen dioxide and peroxynitrous acid.
FEBS Lett 404, 175-178.

Kim, W.K., Choi, Y.B., Rayudu, P.V., Das, P., Asaad, W., Arnelle, D.R., Stamler, J.S.,
and Lipton, S.A. (1999). Attenuation of NMDA receptor activity and neurotoxicity by
nitroxyl anion, NO. Neuron 24, 461-469.

Kitajima, A., Teranishi, T., and Miyake, M. (2001). Detection of nitric oxide on carbon
electrode modified with ionic polymers and alpha-cyclodextrin. Electrochemistry 69, 16-
20.

Kozlov, A.V., Bini, A., lannone, A., Zini, |, and Tomasi, A. (1996). Electron
paramagnetic resonance characterization of rat neuronal nitric oxide production ex vivo

Methods in Enzymology: Academic Press, 229-236.

Kristensen, E.W., Wilson, R.L., and Wightman, R.M. (1986). Dispersion in Flow-
Injection Analysis Measured With Microvoltammetric Electrodes. Analytical Chemistry
58, 986-988.

Lancaster, J.R., Jr. (1994). Simulation of the diffusion and reaction of endogenously
produced nitric oxide. Proc Natl Acad Sci U S A 91, 8137-8141.

Lancaster, J.R., Jr. (1997). A tutorial on the diffusibility and reactivity of free nitric oxide.
Nitric Oxide 1, 18-30.

108



Bibliografia

Lantoine, F., Trevin, S., Bedioui, F., and Devynck, J. (1995). Selective and Sensitive
Electrochemical Measurement of Nitric-Oxide in Aqueous-Solution - Discussion and

New Results. Journal of Electroanalytical Chemistry 392, 85-89.

Laranjinha, J., and Cadenas, E. (2002). Oxidation of DOPAC by nitric oxide: effect of

superoxide dismutase. J Neurochem 81, 892-900.

Ledo, A., Barbosa, R.M., Frade, J., and Laranjinha, J. (2002). Nitric oxide monitoring in
hippocampal brain slices using electrochemical methods. Methods Enzymol. 359, 111-
125.

Ledo, A., Frade, J., Barbosa, R.M., and Laranjinha, J. (2004). Nitric oxide in brain:
diffusion, targets and concentration dynamics in hippocampal subregions. Mol.Aspects
Med. 25, 75-89.

Lei, S.Z., Pan, Z.H., Aggarwal, S.K., Chen, H.S., Hartman, J., Sucher, N.J., and Lipton,
S.A. (1992). Effect of nitric oxide production on the redox modulatory site of the NMDA

receptor-channel complex. Neuron 8, 1087-1099.

Lipton, S.A., Choi, Y.B., Pan, Z.H., Lei, S.Z., Chen, H.S., Sucher, N.J., Loscalzo, J.,
Singel, D.J., and Stamler, J.S. (1993). A redox-based mechanism for the
neuroprotective and neurodestructive effects of nitric oxide and related nitroso-
compounds. Nature 364, 626-632.

Malinski, T., and Czuchajowski, L. (1996). Nitric oxide Measurement by
Electrochemical Methods. In: Methods in NitricOxide Research, ed. J.S. Stamler, NY:
John Wiley & Sons, 319-339.

Malinski, T., Radomski, M.W., Taha, Z., and Moncada, S. (1993a). Direct
electrochemical measurement of nitric oxide released from human platelets. Biochem
Biophys Res Commun 194, 960-965.

Malinski, T., and Taha, Z. (1992). Nitric oxide release from a single cell measured in

situ by a porphyrinic-based microsensor. Nature 358, 676-678.

Malinski, T., Taha, Z., Grunfeld, S., Patton, S., Kapturczak, M., and Tomboulian, P.
(1993b). Diffusion of nitric oxide in the aorta wall monitored in situ by porphyrinic

microsensors. Biochem Biophys Res Commun 193, 1076-1082.

109



Bibliografia

Manzoni, O., Prezeau, L., Marin, P., Deshager, S., Bockaert, J., and Fagni, L. (1992).
Nitric oxide-induced blockade of NMDA receptors. Neuron 8, 653-662.

Mao, L.Q., Jin, J.Y., Song, L.N., Yamamoto, K., and Jin, L.T. (1999). Electrochemical
microsensor for in vivo measurements of oxygen based on Nafion and methylviologen

modified carbon fiber microelectrode. Electroanalysis 11, 499-504.

Marletta, M.A. (1993). Nitric oxide synthase structure and mechanism. J Biol Chem 268,
12231-12234.

Marletta, M.A., Hurshman, A.R., and Rusche, K.M. (1998). Catalysis by nitric oxide
synthase. Curr Opin Chem Biol 2, 656-663.

Marley, R., Feelisch, M., Holt, S., and Moore, K. (2000). A chemiluminescense-based

assay for S-nitrosoalbumin and other plasma S-nitrosothiols. Free Radic Res 32, 1-9.

Meulemans, A. (1994). Diffusion coefficients and half-lives of nitric oxide and N-nitroso-

L-arginine in rat cortex. Neurosci Lett 171, 89-93.

Miles, A.M., Wink, D.A., Cook, J.C., and Grisham, M.B. (1996). Determination of nitric
oxide using fluorescence spectroscopy

Methods in Enzymology: Academic Press, 105-120.

Mitchell, K.M., and Michaelis, E.K. (1998). Multimembrane carbon fiber electrodes for

physiological measurements of nitric oxide. Electroanalysis 10, 81-88.

Moncada, S., and Higgs, A. (1993). The L-arginine-nitric oxide pathway. N Engl J Med
329, 2002-2012.

Moncada, S., Palmer, R.M., and Higgs, E.A. (1989). Biosynthesis of nitric oxide from L-
arginine. A pathway for the regulation of cell function and communication.

Biochem.Pharmacol. 38, 1709-1715.

Moncada, S., Palmer, R.M., and Higgs, E.A. (1991). Nitric oxide: physiology,
pathophysiology, and pharmacology. Pharmacol.Rev. 43, 109-142.

110



Bibliografia

Murphy, L.J. (1998). Reduction of interference response at a hydrogen peroxide
detecting electrode using electropolymerized films of substituted naphthalenes.
Analytical Chemistry 70, 2928-2935.

Nathan, C. (1992). Nitric oxide as a secretory product of mammalian cells. FASEB J. 6,
3051-3064.

Nims Raymond W., Darbyshire John F., Saavedra Joseph E., Christodoulou Danae,
Hanbauer Ingeborg, Cox George W., Grisham Matthew B., Laval Franciose, Cook John
A., Krishna Murali C., and Wink David A. (1995). Colorimetric Methods for the
Determination of Nitric Oxide Concentration in Neutral Aqueous Solutions. Methods 7,
48-54.

Nims, R.W., Cook, J.C., Krishna, M.C., Christodoulou, D., Poore, C.M.B., Miles, A.M.,
Grisham, M.B., and Wink, D.A. (1996). Colorimetric assays for nitric oxide and nitrogen
oxide species formed from nitric oxide stock solutions and donor compounds

Methods in Enzymology: Academic Press, 93-105.

Noronha-Dutra, A.A., Epperlein, M.M., and Woolf, N. (1993). Reaction of nitric oxide
with hydrogen peroxide to produce potentially cytotoxic singlet oxygen as a model for
nitric oxide-mediated killing. FEBS Lett 321, 59-62.

Osipov, A.N., Gorbunov, N.V., Day, B.W., Elsayed, N.M., and Kagan, V.E. (1996).
Electron spin resonance and mass spectral analysis of interactions of ferrylhemoglobin

and ferrylmyoglobin with nitric oxide

Methods in Enzymology: Academic Press, 193-203.
Padmaja, S., and Huie, R.E. (1993). The reaction of nitric oxide with organic peroxyl
radicals. Biochem Biophys Res Commun 195, 539-544.

Palmer, R.M., Ferrige, A.G., and Moncada, S. (1987). Nitric oxide release accounts for

the biological activity of endothelium-derived relaxing factor. Nature 327, 524-526.
Park, J.K., Tran, P.H., Chao, J.K.T., Ghodadra, R., Rangarajan, R., and Thakor, N.V.

(1998). In vivo nitric oxide sensor using non-conducting polymer-modified carbon fiber.
Biosensors & Bioelectronics 13, 1187-1195.

111



Bibliografia

Pei, J., Yu, N.-T., and Li, X.-Y. (1999). Electrocatalytic detection of biological nitric
oxide at an ultramicroelectrode modified with an electrodeposited CuPtCI6 film.
Analytica Chimica Acta 402, 145-155.

Pontie, M., and Bedioui, F. (2000). Design of electrochemical microsensors to monitor

nitric oxide production in biological systems: a global compilation. Analusis 28, 465-469.

Pontie, M., Bedioui, F., and Devynck, J. (1999). New composite modified carbon
microfibers for sensitive and selective determination of physiologically relevant

concentrations of nitric oxide in solution. Electroanalysis 11, 845-850.

Pontie, M., Gobin, C., Pauporte, T., Bedioui, F., and Devynck, J. (2000).
Electrochemical nitric oxide microsensors: sensitivity and selectivity characterisation.
Analytica Chimica Acta 411, 175-185.

Pufahl, R.A., Nanjappan, P.G., Woodard, R.W., and Marletta, M.A. (1992). Mechanistic
probes of N-hydroxylation of L-arginine by the inducible nitric oxide synthase from

murine macrophages. Biochemistry 31, 6822-6828.

Purves, D., Augustine, G.J., Fitzpatrick, D., Katz, L.C., and LaMantia, A.S. (1997). 23.

Plasticity in the Adult Nervous System. Sinauer Associates Inc.: Sunderland.

Radi, R., Beckman, J.S., Bush, K.M., and Freeman, B.A. (1991a). Peroxynitrite
oxidation of sulfhydryls. The cytotoxic potential of superoxide and nitric oxide. J Biol
Chem 266, 4244-4250.

Radi, R., Beckman, J.S., Bush, K.M., and Freeman, B.A. (1991b). Peroxynitrite-
induced membrane lipid peroxidation: the cytotoxic potential of superoxide and nitric

oxide. Arch Biochem Biophys 288, 481-487.

Rassaf, T., Bryan, N.S., Kelm, M., and Feelisch, M. (2002). Concomitant presence of
N-nitroso and S-nitroso proteins in human plasma. Free Radic Biol Med 33, 1590-1596.

Rettori, D., Tang, Y., Dias, L.C., Jr., and Cadenas, E. (2002). Pathways of dopamine
oxidation mediated by nitric oxide. Free Radic Biol Med 33, 685-690.

112



Bibliografia

Riley, T., and Watson, A. (1987). 1. Classical dc Polarography. In: Polarography and
Other Voltammetric Methods, ed. A.M. James, London: John Wiley and Sons, 1-99.

Rogers, N.E., and Ignarro, L.J. (1992). Constitutive nitric oxide synthase from
cerebellum is reversibly inhibited by nitric oxide formed from L-arginine. Biochem
Biophys Res Commun 189, 242-249.

Saito, K., and Yoshioka, H. (2002). Protective effect of spin trap agent, N-tert-butyl-
alpha-phenylnitrone on hyperoxia-induced oxidative stress and its potential as a nitric
oxide donor. Free Radic Res 36, 143-149.

Schuman, E.M., and Madison, D.V. (1994). Locally distributed synaptic potentiation in
the hippocampus. Science 263, 532-536.

Sharma, V.S., Traylor, T.G., Gardiner, R., and Mizukami, H. (1987). Reaction of nitric
oxide with heme proteins and model compounds of hemoglobin. Biochemistry 26,
3837-3843.

Shibuki, K. (1990). An electrochemical microprobe for detecting nitric oxide release in

brain tissue. Neurosci Res 9, 69-76.

Si, S.H., Xu, Y.J., Nie, L.H., and Yao, S.Z. (1995). Electrochemical Quartz-Crystal
Microbalance Study on Electropolymerization of M-Phenylenediamine - Effects of
Aniline and Polyaniline. Electrochimica Acta 40, 2715-2721.

Singh, R.J., Hogg, N., Joseph, J., and Kalyanaraman, B. (1995). Photosensitized
decomposition of S-nitrosothiols and 2-methyl-2-nitrosopropane. Possible use for site-
directed nitric oxide production. FEBS Lett 360, 47-51.

Souza, D., Codognoto, L., Malagutti, A.R., Toledo, R.A., Pedrosa, V.A., Oliveira, R.T.S,,
Mazo, L.H., Avaca, L.A., and Machado, S.A.S. (2004). Voltametria de Onda Quadrada.
Segunda Parte: Aplicagbdes. Quim. Nova 27, 790-797.

Souza, D., Sergio, A.S., Machado, S.A.S., and Avaca, L.A. (2003). Voltametria de
Onda Quadrada. Primeira Parte: Aspectos Teoricos. Quim. Nova 26, 81-89.

Stamford, J.A., Crespi, F., and Marsden, C.A. (1992). In Vivo Voltammetric Methods for
Monitoring Monoamine Release and Metabolism. In: Monitoring Neuronal Activity - A
Practical Approach, ed. J.A. Stamford, New York: Oxford University Press, 113-145.

113



Bibliografia

Stamford, J.A., Kruk, Z.L., and Millar, J. (1986). Sub-2nd Striatal Dopamine Release
Measured by In Vivo Voltammetry. Brain Research 381, 351-355.

Stamford, J.A., P., P., Davidson, C., C.M., J., and Phillips, P.E.M. (1995). Fast Cyclic
Voltammetry in Brain Slices. In: Neuromethods, vol. 27, ed. R.N. Adams: Humana
Press Inc., 81-116.

Stamler, J.S., and Feelish, M. (1996). Biochemistry of Nitric Oxide and Redox-related
Species. In: Methods in Nitric Oxide Research, ed. J.S. Stamler, NY: John Wiley &
Sons Ltd, 19-27.

Stamler, J.S., Lamas, S., and Fang, F.C. (2001). Nitrosylation. the prototypic redox-
based signaling mechanism. Cell 106, 675-683.

Stingele, R., Wilson, D.A., Traystman, R.J., and Hanley, D.F. (1998). Tyrosine
confounds oxidative electrochemical detection of nitric oxide. American Journal of
Physiology-Heart and Circulatory Physiology 43, H1698-H1704.

Stokes, D.J. (2003). Recent advances in electron imaging, image interpretation and
applications: environmental scanning electron microscopy. Philosophical Transactions
of the Royal Society of London Series a-Mathematical Physical and Engineering
Sciences 361, 2771-2787.

Taha, Z.H. (2003). Nitric oxide measurements in biological samples. Talanta 61, 3-10.

Thompson, R.F. (1993a). 1. Brain and Neuron. W.H. Freeman and Company: New
York.

Thompson, R.F. (1993b). 11. Learning, Memory and the Brain. W.H Freeman and
Company: New York.

Trevin, S., Bedioui, F., and Devynck, J. (1996). Electrochemical and
spectrophotometric study of the behavior of electropolymerized nickel porphyrin films in

the determination of nitric oxide in solution. Talanta 43, 303-311.

Tsai, A. (1994). How does NO activate hemeproteins? FEBS Lett 341, 141-145.

114



Bibliografia

Vanin, A.F., Liu, X., Samouilov, A., Stukan, R.A., and Zweier, J.L. (2000). Redox
properties of iron-dithiocarbamates and their nitrosyl derivatives: implications for their

use as traps of nitric oxide in biological systems. Biochim Biophys Acta 1474, 365-377.

Wiersma, J.H. (1970). 2,3-Diaminonaphthalene as a Spectrophotometric and

Fluorometric Reagent for Determination of Nitrite lon. Analytical Letters 3, 123-&.

Wink, D.A., Beckman, J.S., and Ford, P.C. (1996a). Kinetics of Nitric Oixde Reaction in
Liquid and Gas Phase. In: Methods in Nitric Oxide Research, ed. J.S. Stamler, NY:
John Wiley & Sons Ltd, 29-37.

Wink, D.A., Grisham, M.B., Mitchell, J.B., and Ford, P.C. (1996b). Direct and indirect
effects of nitric oxide in chemical reactions relevant to biology. Methods Enzymol 268,
12-31.

Wink, D.A., and Mitchell, J.B. (1998). Chemical biology of nitric oxide: Insights into
regulatory, cytotoxic, and cytoprotective mechanisms of nitric oxide. Free Radic Biol
Med 25, 434-456.

Wood, J., and Garthwaite, J. (1994). Models of the diffusional spread of nitric oxide:
implications for neural nitric oxide signalling and its pharmacological properties
1. Neuropharmacology 33, 1235-1244.

World Precision Instruments, I. (1999). ISO-NO Mark Il - Isolated Nitric Oxide Meter
and Sensors, Sarasota, 72.

Yao, D.C., Vlessidis, A.G., Evmiridis, N.P., Evangelou, A., Karkabounas, S., and
Tsampalas, S. (2002). Luminol chemiluminescense reaction: a new method for

monitoring nitric oxide in vivo. Analytica Chimica Acta 458, 281-289.

Yermilov, V., Yoshie, Y., Rubio, J., and Ohshima, H. (1996). Effects of carbon
dioxide/bicarbonate on induction of DNA single-strand breaks and formation of 8-
nitroguanine, 8-oxoguanine and base-propenal mediated by peroxynitrite. FEBS Lett
399, 67-70.

Zhang, X.J., Cardosa, L., Broderick, M., Fein, H., and Lin, J. (2000). An integrated nitric
oxide sensor based on carbon fiber coated with selective membranes. Electroanalysis
12, 1113-1117.

115



Bibliografia

Zhang, X.J., Kislyak, Y., Lin, H., Dickson, A., Cardosa, L., Broderick, M., and Fein, H.
(2002). Nanometer size electrode for nitric oxide and S-nitrosothiols measurement.
Electrochemistry Communications 4, 11-16.

116






