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BIOSENSORES COMO HERRAMIENTA PARA EL ESTUDIO DE HIPEREXCITABILIDAD NEURONAL EN RATAS NEONATAS.
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Departamento de Biología Celular y Molecular, Centro Universitario de Ciencias Biológicas y Agropecuarias, Universidad de Guadalajara.

RESUMEN

Los biosensores son herramientas que utilizan un compuesto biológico para detectar la presencia de otros compuestos, generando en el proceso una señal cuantificable mediante métodos electroquímicos y opticos. Los biosensores construidos en nuestro laboratorio constan de un alambre de platino cubierto con glutamato oxidasa (GluOx), que oxida al glutamato (Glu) produciendo (-cetoglutarato y peróxido de hidrógeno (H2O2); la cantidad de H2O2 producido es proporcional a la cantidad de Glu oxidado, y puede medirse mediante un detector electroquímico. Utilizamos biosensores de este tipo para determinar las modificaciones en el contenido de Glu en el hipocampo de ratas que recibieron una inyección subcutánea de Glu en su forma de sal monosódica (glutamato monosódico, GMS). Con esta metodología, hemos observado que el nivel de Glu en el hipocampo presenta elevaciones intermitentes, que se convierten en una meseta de señal constante cuando el animal muere por asfixia. Este tipo de abordajes nos permitirá conocer con más detalle la dinámica in vivo de algunos neurotransmisores en animales que han sufrido asfixia perinatal, situación que, cuando se presenta en humanos, en muchos casos conduce al desarrollo de cuadros epilépticos de difícil tratamiento que afectan el desarrollo del cerebro.  

INTRODUCCIÓN

La actividad neuronal durante el desarrollo tiene la capacidad de modelar muchos aspectos de la maduración del cerebro en los mamíferos. La hiperexcitación en las neuronas del cerebro inmaduro podría comprometer la conectividad de las células, y el desarrollo posterior de habilidades cognitivas y de aprendizaje necesarias para una vida normal. Sabemos que el Glu es el principal neurotransmisor responsable de la excitación neuronal en el sistema nervioso central (SNC) de los mamíferos, y que cuando se concentra en el medio extracelular es potencialmente tóxico para las neuronas, ya que puede producir hiperexcitabilidad y excitotoxicidad (1). La hiperexcitabilidad puede conducir a la aparición de descargas de alta frecuencia e hipersincronía de las descargas neuronales individuales, eventos que son la esencia de la actividad epileptiforme. En el cerebro neonato, se ha abordado poco el estudio de los eventos bioquímicos asociados a la generación de hiperexcitabilidad neuronal in vivo, probablemente debido a la dificultad de acceder al tejido nervioso con elementos que permitan monitorear tales eventos con un mínimo de daño y con un alto grado de sensibilidad. En particular, nuestro grupo de trabajo se interesa por la cuantificación de Glu en el cerebro de animales en edad perinatal, despiertos y en libre movimiento.  

MICRODIÁLISIS

Tradicionalmente, el método por el cual se determina la concentración extracelular de algunos  neurotransmisores, como catecolaminas y aminoacidos (derivados mediante la reacción con orto-opthalaldehído) en el tejido nervioso es la microdiálisis intracerebral (2), que consiste básicamente en insertar una membrana porosa en alguna región del SNC, mediante cirugía estereotáxica. La membrana está en la punta de un sistema que permite el flujo constante de una solución de líquido cefalorraquídeo artificial (LCA) (figura 1); esta solución se mueve solamente en el interior de la membrana, impulsada a una velocidad constante (generalmente de unos cuantos microlitros por minuto) por una bomba de perfusión. Cuando las neuronas liberan cualquier molécula diferente de las presentes en el líquido cefalorraquídeo artificial, y si esta es lo suficientemente pequeña para penetrar por los poros de la membrana, entonces la molécula difunde al LCA que fluye por el interior de la membrana, y posteriormente se realizan colectas consecutivas en tubos pequeños a la salida de la sonda de microdiálisis. Posteriormente, las muestras se analizan en un sistema de cromatografía líquida de alta presión (HPLC), donde las moléculas disueltas en las fracciones (tubos) recogidas se envían a un sistema de detección, que oxida el compuesto sobre un disco de grafito, que se denomina electrodo de trabajo. El electrodo de trabajo está acompañado de un electrodo de plata, al que se le aplica un potencial fijo y que funciona como electrodo de referencia, y un electrodo auxiliar, de acero inoxidable. Estos tres electrodos juntos constituyen la celda electroquímica (figura 2). La oxidación del compuesto produce una corriente de electrones que se visualiza como un cambio en el potencial basal del electrodo de trabajo. Esto genera una gráfica donde se observa el cambio de potencial vs el tiempo. La magnitud del cambio es proporcional a la corriente generada por la oxidación del compuesto de interés, que a su vez es proporcional a la cantidad del compuesto que logró pasar a través de la membrana. La concentración del analito en el perfusado se calcula mediante comparación de las áreas bajo la curva obtenidas en los muestras problema con las de estándares de referencia.
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A pesar de la valiosa información que puede obtenerse con la microdiálisis intracerebral, tiene la limitante de que es necesario obtener fracciones de varios minutos, para que la cantidad de muestra (generalmente unos cuantos microlitos) sea adecuada para cuantificar en el sistema cromatográfico. Si tomamos en cuenta que los neurotransmisores se liberan, realizan su función y se degradan en una fracción de tiempo muy pequeña (generalmente unos cuantos milisegundos), entonces obtener muestras de varios minutos significa que se tendrá el resultado de varios eventos de liberación de neurotransmisor, que sumados darán un resultado que no permitirá visualizar si durante el tiempo de muestreo hubo uno o varios eventos de liberación, ni la magnitud verdadera de estos. Este hecho implica que lo que podemos cuantificar con microdiálisis y HPLC es el resultado de varios eventos de liberación, en donde queda fuera de nuestro alcance la sucesión de eventos bioquímicos reales asociados a una actividad neuronal normal o patológica. 

BIOSENSORES

Los biosensores se han desarrollado en un intento por acercarnos a la dimensión espacio-temporal en que suceden los eventos bioquímicos cerebrales, y generalmente están acoplados a los sistemas de detección electroquímicos que se utilizan en HPLC. Thévenot (3) define un biosensor electroquímico como “un diseño integrado, capaz de proporcionar información específica cuantitativa o semi-cuantitativa, utilizando un elemento biológico de reconocimiento, que se encuentra en contacto espacial directo con un elemento electroquímico transductor”. El elemento biológico puede ser una enzima, un anticuerpo, un oligonucleótido, o potencialmente cualquier molécula que sea capaz de reconocer a otra, con un nivel alto de especificidad. El elemento biológico debe estar inmovilizado en una matriz que permita, por un lado, la ejecución de su actividad biológica normal, y por otro lado, la difusión de la molécula a cuantificar, desde el espacio extracelular, hasta el sitio donde se encuentra el elemento biológico. Desde hace algunos años, se han venido utilizando biosensores que utilizan enzimas como elementos biológicos de reconocimiento, en los cuales se utilizan con mucha frecuencia las oxidasas, debido a que el oxígeno que requieren como co-sustrato es abundante en los sistemas biológicos (4). Una vez realizada la interacción, debe generarse un analito cuantificable mediante métodos amperométricos, generalmente el peroxido de hidrógeno. En nuestro laboratorio hemos adoptado el diseño de Yibai Hu y cols. (5), que sirve para cuantificar la liberación de Glu. El diseño consiste en un alambre de platino cubierto con un película de Nafion y una matriz de acetato de celulosa, donde se absorben  la enzima GluOx, que, en presencia de O2, convierte al Glu en H2O2 y ácido (-cetoglutárico (figura 3). El H2O2 que se produce, y que es proporcional a la cantidad de Glu presente, se oxida a un potencial de oxidación positivo aplicado sobre la superficie de platino. La señal generada se envía al sistema de captura y análisis de datos. Debido a las grandes cantidades de ácido ascórbico que normalmente se encuentran en el tejido nervioso,  es necesaria la presencia de la enzima oxidasa de ácido ascórbico, que oxida a este compuesto sin producir peróxido, eliminando la posible interferencia en la cuantificación del Glu.
CALIBRACIÓN DEL BIOSENSOR

La concentración extracelular de Glu se estima entre 5 y 29 (M (6), por lo que los biosensores deben ser capaces de detectar concentraciones muy pequeñas del neurotransmisor. La calibración la realizamos en un sistema que consiste en un vaso de precipitado con 40 ml de amortiguador de fosfatos; en este recipiente se sumergen tanto el biosensor como los alambres de plata y acero inoxidable que 
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sirven como electrodo de referencia y electrodo auxiliar, respectivamente. Después de obtener una línea basal, se añaden al vaso concentraciones conocidas de Glu en solución, de forma que puede visualizarse una escalera de calibración como la que se muestra en la figura 4, donde cada uno de los escalones corresponde a una concentración determinada de Glu, detectada a través del biosensor. Los primeros escalones aseguran que el biosensor tiene la suficiente sensibilidad para detectar cambios muy discretos en la concentración de Glu en el medio. Además, se observa que la magnitud de la señal es proporcional a la concentración de Glu, pues la señal correspondiente a 10 (M es del doble de altura que la de 5 (M, y la de 20 μM, del doble que la de 10 (M.

EXPERIMENTO CON BIOSENSORES
En todos los casos, utilizamos biosensores previamente calibrados según la explicación anterior. De igual manera, se utilizaron los alambres de plata y de acero inoxidable con los que se calibró cada biosensor. El biosensor se inserta mediante cirugía estereotáxica en la región cerebral de interés, de animales en etapa perinatal; el alambre de plata se ubica en el cercanía del biosensor,  y el de acero inoxidable se ubica en la superficie del cráneo, con la idea de introducir los componentes de la celda electroquímica directamente en el tejido nervioso, de forma que el Glu presente en el espacio extracelular sea detectado por la GluOx in situ, se genere en la reacción H2O2 y este sea cuantificado directamente en el lugar y en el momento en que el neurotransmisor se libera.
Para inducir hiperexcitabilidad en los animales, inyectamos una dosis de 4 mg/g de peso corporal, de Glu en forma de GMS. Este compuesto produce en los animales de experimentación un patrón de comportamiento que consiste en la extensión de las extremidades delanteras, contracción de la cola entre 
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las patas traseras, pérdida del equilibrio, apertura y cierre de la boca, movimiento ondulatorio del cuerpo, golpeteo de la cabeza y en algunos casos presencia de orina.Los animales recuperan su estado normal después de aproximadamente 4-5 horas de la inyección de GMS. La respuesta que monitoreamos con los biosensores consiste en una elevación en la concentración extracelular de Glu inmediatamente después de la inyección de GMS, manteniéndose elevada con respecto a la basal previa a la inyección, por las siguientes 2 horas (figura 5). Pueden observarse también algunas elevaciones transitorias durante el curso del experimento. Después de ese tiempo, los animales se sacrifican por asfixia, momento en el que el biosensor detecta una acumulación importante de Glu, que después de la muerte del animal alcanza una meseta en la gráfica (figura 5). Este último evento de acumulación de Glu por asfixia es un hecho conocido y publicado por varios autores, y para nosotros constituye un control interno que nos asegura que el biosensor está captando los cambios en la concentración intracerebral de Glu. Después de terminar el experimento, en todos los casos se verificó que la ubicación del sensor fuera correcta, revisando visualmente el rastro que deja el biosensor cuando se inserta en el tejido cerebral. 
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CONCLUSIÓN

Los biosensores, cuyas ideas y diseños iniciales surgieron desde la década de los 60´s (7), son elementos prometedores que muy probablemente alcancen un nivel de aceptación semejante al que tiene actualmente la microdiálisis intracerebral. Para esto, existen un gran número de investigadores alrededor del mundo que están trabajando en la mejora de los diseños de los biosensores, para aumentar su grado de sensibilidad y ampliar el abanico de neurotransmisores que son susceptibles de cuantificarse por esta metodología (8, 9). El diseño que nosotros utilizamos, permite monitorear la concentración de glu en el medio extracelular de animales en etapa perinatal, por tiempos prolongados de experimentación. Indudablemente, el desarrollo de los biosensores nos conducirá hacia un conocimiento mas detallado de la bioquímica del cerebro, tanto en estados normales como patológicos. 
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Figura 2: las muestras que se obtienen de la sonda de microdiálisis pasan a la celda electroquímica, y su oxidación sobre el electrodo de trabajo genera una gráfica de picos, donde el área bajo la curva es proporcional a la concentración del analito.
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Figura 4: calibración del biosensor, con cantidades conocidas de glu (μM) en un vaso de precipitado con agitación constante, a temperatura ambiente.
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Figura 3: esquema de un biosensor, donde se muestra la longitud de sus componentes y la disposición de las capas que recubren el alambre de platino. Se muestra una fotografía de un biosensor construido en nuestro laboratorio.
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Figura 1: esquema de una sonda de microdiálisis típica.
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Figura 5: gráfica que muestra la concentración de glu en el ventrículo lateral derecho de una rata de 1 día de nacida. El momento de la inyección de GMS (tiempo 0) está indicado con la flecha. 
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