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Resumo

A presente dissertacao teve como objetivo o desenvolvimento e caracterizacao de
sensores potenciométricos com base em polimeros de impressao molecular (MIP, do inglés,
Moleculary Imprinted Polymer), de natureza sintética para a detecao do &cido 3-
hidroxibutirico (3HBA) presente na Cetoacidose Diabética (CAD) e a sua aplicacao na
construcao de sensores potenciométricos. A insulinopenia provocada pela Diabetes
Mellitus (DM) tipo 1 estimula a oxidacao de acidos gordos, resultando no aumento da
concentragao de corpos cetdnicos (dcido 3-hidroxibutirico, acetoacetato e acetona).

A simplicidade, o baixo custo, a interacao rapida e reversivel dos sensores
potenciométricos com os analitos foram os critérios para a selecao deste tipo de sensor. O
material sensor foi obtido por tecnologia de impressao molecular, baseada numa
polimerizacao em bulk, e tendo como molécula molde, o 3HBA. O mondmero escolhido para
a construcao dos sensores foi 0 4-Vinilpiridina (4-VP) e como o agente reticulante, o
dimetacrilato etilenoglicol (EGDMA). Para controlo da eficiéncia de impressao da molécula
3HBA no material sintético foi dimensionado um material andlogo, em que a molécula
molde ndo estava presente, denominando-se como NIP (do inglés, Non-Imprinted
Polymer). As caracterizacbes quimicas dos materiais sensores foram analisadas por
espectroscopia de infravermelhos com transformada de Fourier (FTIR, do inglés, Fourier
transform infrared spectroscopy).

Os materiais sensores foram incluidos em membranas poliméricas de policloreto de
vinilo (PVC) plastificado, preparadas com ou sem aditivo catiénico lipofilico, de modo a
construir sensores bhiomiméticos seletivos a 3HBA monitorizdveis por transducao
potenciométrica. A avaliacao do desempenho dos elétrodos foi realizada através de curvas
de calibragio em solucdo tampao contendo &cido  4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinoetanossulfénico (HEPES), a pH 5,40, com membranas seletivas baseadas na
tecnologia MIP, preparadas com o mondmero 4-VP.

As melhores caracteristicas de resposta analitica em tampao HEPES (pH 5,40)
foram obtidas com membranas preparadas com material impresso e com aditivo catidnico
lipofilico, 4-tert-octilfenol (TOP), sendo que o sensor que permitiu maior sensibilidade foi o
preparado com o polimero 2, em que a molécula 3HBA se encontra mais concentrada e

numa proporcao 1:1com o monémero funcional. Os limites de detecao (LD) correspondentes



foram em média 4,80x10-° mol/L de 3HBA para uma resposta linear a partir de 1,92x10
mol/L e uma sensibilidade anidnica igual a-34,7mV/década.

De uma forma geral, a aplicacao experimental dos sensores biomiméticos
permitiram resultados precisos, sugerindo que os biossensores desenvolvidos prossigam
com estudos adicionais (ou possam ser otimizados), de modo a serem aplicados em
amostras de individuos portadores de DM tipo 1 e, assim, implementados num contexto

clinico.

Palavras-chave: Cetoacidose Diabética; Acido 3-hidroxibutirico; Diabetes Mellitus;

Biossensor; Impressao molecular; Potenciometria; Elétrodos seletivos de iao.



Abstract

The main goal of the present work was the development and characterization of
potentiometric sensors based on Moleculary Imprinted Polymers (MIP), of synthetic nature
for the detection of 3-hydroxybutyric acid (3HBA) present in Diabetic Ketoacidosis (DKA).
Insulinopenic caused by Diabetes Mellitus (DM) Type 1 stimulates the oxidation of fatty
acids, resulting in an increased concentration of ketone bodies (3-hydroxybutyric acid,
acetoacetate and acetone).

The simplicity, low cost, fast and reversible interaction of potentiometric sensors
with the analytes was the criteria used to select this type of sensor. The sensor was
obtained by molecular imprinting technology, based on bulk polymerization, where 3HBA
was the template molecule. 4-Vinylpyridine (VP) and ethylene glycol dimethacrylate
(EGDMA) were the monomer and the crosslinking agent selected for the construction of the
sensors. In order to control the imprinting efficiency of the 3HBA molecule on the synthetic
material, an analogous material, named as non-imprinted polymer (NIP) was synthesized,
without the presence of the mold molecule in the construction of sensing material. The
chemical characteristics of these materials were analysed by Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR).

The sensing materials were included in a plasticized polyvinyl chloride (PVC)
membrane, containing or not a lipophilic cationic additive, as 4-tert-octylphenol (TOP) oniits
composition, in order to create selective hiomimetic sensors for 3HBA detection. The
analytical performance of these electrodes were evaluated in a buffer solution containing
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinoethanesulfonic acid (HEPES) at pH 5.40. The best
analytical response in HEPES buffer (pH 5.40) was obtained with membranes composed by
MIP material prepared with polymer 2, wherein the 3HBA molecule is more concentrated
and in a 1:1 ratio to the functional monomer, and the TOP additive. This sensor showed a
good linear response for 3HBA concentrations above to 1.9x10-> mol/L, with a slope of
-34.7mV/decade and a limit of detection (LD) of 4.80x10-¢ mol/L.

In general, despite the experimental application of these biomimetic sensors
allowed to obtain accurate results, furthers studies should be developed, in order to
optimize some parameters of these sensors and testing them in individuals with DM type 1

samples, aiming to be implemented in a clinical context.
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1. Introducao

Neste capitulo sao apresentados os varios aspetos tedricos que sustentam o
trabalho realizado ao longo desta dissertacao. Para este efeito, focam-se aspetos
relacionados a molécula alvo em estudo, o dcido 3-hidroxibutirico (3HBA), abordando a sua
composicao, metabolismo e associacao afisiopatologia da cetoacidose diabética. Sao ainda

referidos os métodos inerentes a construcao de um biossensor para a detecao de 3HBA.

1.1. Diabetes Mellitus

A Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca metabdlica crénica de etiologia complexa
que se caracteriza pela presenca de hiperglicemia causada pelo defeito total de producao
deinsulina pelas células beta dos ilhéus de Langerhans, pelainsulinorresisténcia a nivel dos
tecidos-alvo, ou ambos. Esta desordem complexa afeta o metabolismo das proteinas,
hidratos de carbono e lipidos (2). A hiperglicemia crénica esta associada a danos a longo
prazo, como a disfuncao e falha em diversos 6rgaos, principalmente nos olhos, rins, nervos,
coracao e vasos sanguineos. Os sintomas tradicionalmente presentes na diabetes
englobam a polidria, polidipsia, polifagia, fadiga, visao enevoada, enjoos ou dor abdominal.
@,3).

A classificacao da DM foi estabelecida pela Associacao Americana de Diabetes
(ADA) em 1997 e Organizacao Mundial de Satde (OMS) em 2006, determinando a
existéncia de quatro tipos clinicos, etiologicamente distintos: diabetes tipo 1, diabetes tipo

2, diabetes gestacional e outros tipos especificos de diabetes (3, 4).

1.1.1.Diabetes Tipo 1

A fisiopatologia da DM tipo 1 esta relacionada com o défice total na producao de
insulina e representa cerca de 5 a10% do numero total de casos de diabetes. Esta patologia
pode subdividir-se em DM autoimune, mais comum, e em DM idiopatica, etiologia mais rara
(2, 5). A DM autoimune, estd relacionada com mecanismos autoimunes, que levam a
destruicao das células beta pancredticas produtoras de insulina. Sob este estado podem ser
encontrados autoanticorpos responsaveis pela resposta imunoldgica contra as células dos
ilhéus de Langerhans, anti-insulina, glutamato descarboxilase (GAD65) e fosfatases da

tirosina (IA-2 e 1A-2b). Apresenta-se ainda associada ao antigénio leucocitario humano



(HLA) e os genes envolvidos na sua codificacdo. E mais prevalente em criancas e
adolescentes e, nestes casos, a cetoacidose pode ser a primeira manifestacao da doenca.
No adulto a progressao é lenta, sendo denominada diabetes latente autoimune do adulto
(LADA). Neste caso, as células beta vao retendo alguma atividade de producao residual de
insulina e a cetoacidose pode ser mascarada durante anos (5, 6). Nas duas situacdes existe
uma destruicao progressiva das células beta dos ilhéus de Langerhans que usualmente
provoca um défice absoluto de insulina endégena. Desta forma, a terapéutica com insulina
é indispensdvel para asseqgurar a sobrevivéncia do paciente (4, 5). Na forma idiopatica a
etiologia é desconhecida. Os pacientes apresentam cetoacidose e insulinopenia, nao
apresentando, no entanto, evidéncias de qualquer processo autoimune (5).

Na generalidade, os pacientes com DM tipo 1tém predisposicao a outras desordens

autoimunes, como doenca de Graves, tiroidite de Hashimoto e hepatite autoimune (5, 7).

1.1.2. Diabetes Tipo 2

A prevaléncia da DM tipo 2 corresponde a cerca de 90 a 95% dos casos de diabetes
e esta relacionada com fatores ambientais, nomeadamente habitos alimentares, falta de
exercicio fisico, sedentarismo e obesidade (5). A incidéncia aumenta com a idade e o
diagnastico é feito predominantemente a partir dos 40 anos de idade. No entanto, estes
fatos tém vindo a sofrer alteracées devido a mudancas nos habitos alimentares e ao
sedentarismo em idades jovens, sendo cada vez mais comum o aparecimento da diabetes
tipo 2 em criancas e jovens adultos (3).

A diabetes tipo 2 caracteriza-se pelaresisténcia periférica ainsulina, especialmente
nas células musculares, pelo aumento de producao de glicose pelo figado (gliconeogénese)
e por alteracées na secrecao pancreatica de insulina. Numa fase inicial, os individuos
apresentam niveis de insulina normais ou ligeiramente elevados em jejum, mas
gradualmente aumenta o desequilibrio da producao de insulina em relacao aos niveis de
glicose no sangue. Consequentemente, resulta num progressivo comprometimento das
células beta pancredticas, até que atinge um desequilibrio entre a producao hepatica de
glicose e a utilizacao pelos tecidos periféricos (5). A maioria dos individuos com resisténcia
a insulina desenvolve a patologia, embora em alguns casos, com alteracdes no estilo de
vida, exista uma reversao no processo, diminuindo os casos de morbilidade prematura

provocados pelas complicacdes decorrentes da diabetes (8).



1.1.3. Diabetes Gestacional

A DM gestacional é definida como qualquer alteracao no metabolismo dos hidratos
de carbono diagnosticado ou detetado pela primeira vez durante a gravidez (4, 5). E mais
frequente o desenvolvimento da DM gestacional na sequnda metade da gravidez. Neste
periodo, ocorrem grandes alteracdes metabdlicas, nomeadamente a reducao na
sensibilidade a insulina, auxiliando o fornecimento de glicose para o crescimento fetal (6).
Frequentemente, a DM gestacional é revertida apds o nascimento do bebé, embora 30 a
50% da populacao apresenta um maior risco de desenvolver diabetes do tipo 2. Existe de
igual forma uma maior probabilidade de o feto, cujas maes desenvolveram diabetes
gestacional, desenvolverem obesidade e DM tipo 2 em idade adulta (3).

Existem ainda outros tipos de diabetes que apresentam uma baixa incidéncia. Sao
estes os que incluem defeitos genéticos na funcao das células ou da acao da insulina,
endocrinopatias, patologias do pancreas exdcrino (fibrose cistica), infecdes e inducao por

farmacos ou quimicos (5).

1.2. Epidemiologia da Diabetes

A OMS estima que o numero de pessoas diagnosticadas com diabetes tenha
evoluido de 108 milhdes em 1980 para 422 milhdes em 2014, correspondendo a uma
prevaléncia de 8,5% em pessoas acima dos 18 anos (9).

O primeiro estudo de base populacional com exame fisico, realizado com o objetivo
especifico de estimar a prevaléncia de diabetes em Portugal, foi realizado em 2009. Neste
estudo estimou-se uma prevaléncia de 11,7% no grupo populacional dos 20 aos 79 anos;
6,6% nos individuos cujo o diagndstico da diabetes ja tinha sido realizado e 5,1% nos
individuos em que a doenca nao estava diagnosticada. A prevaléncia da populagao na fase
pré-diabética situava-se nos 23,3% (10). O Relatério Anual do Observatdrio Nacional da
Diabetes de 2015 considerou que a prevaléncia estimada da diabetes na populacao
portuguesa com idades compreendidas entre 0s 20 e os 79 anos (7,7 milhdes de individuos)
seria de 13,3%. O impacto do envelhecimento da estrutura etdria da populacao portuguesa
(20-79 anos) refletiu-se num aumento de 1,6 pontos percentuais da taxa de prevaléncia da
diabetes entre 2009 e 2015 (11). Considerando que a despesa de satide em diabetes, de
acordo com o estudo CODE-2 da Estrutura da Despesa de Saude em Diabetes,

correspondeu a cerca de 50 a 60% do total da despesa de saude em 2014, em Portugal, a



diabetes representou um custo direto estimado entre 1300 e 1550 milhdes de euros, ou

seja, cerca de 0,7 a 0,9% do produto interno bruto portugués (11).

1.3. Testes de diagnéstico da Diabetes
Os sintomas cldssicos da DM sao a politria, a polidipsia e a polifagia. Existem outos
sintomas que levam a sua suspeita da patologia, como a fadiga, perda involuntdria de peso,
fraqueza, prurido cutaneo e infecdes de repeticao (2, 3). Com alguma frequéncia, a DM s¢ é
diagnosticada quando sao detetadas as suas complicagdes crénicas, como a diabetes é
assintomatica numa grande percentagem dos casos, a suspeita clinica ocorre apenas na
presenca de fatores de risco ou quando sao detetados valores alterados de glicémia em
exames de rotina. O diagndstico de diabetes é feito com base na presenca de um dos
seguintes parametros (3-5):
f Glicemiaem jejum =126 mg/dL (= 7,0 mmol/L);
§ Sintomas classicos e glicemia ocasional 2200 mg/dL (ou = 11,1 mmol/L);
1 Glicemia 2200 mg/dL (= 11,1 mmol/L) as 2 horas, na prova de tolerancia a glicose
oral (PTGO) com 75g de glicose;
Y Hemoglobina glicada A1c (HbA1c) 2 6,5%.
No entanto, o diagndstico de diabetes numa pessoa assintomatica nao deve ser realizado
na base de um unico valor anormal de glicemia de jejum ou de hemoglobina glicada Alc
(HbA1c), devendo ser confirmado numa segunda andlise, ap6s uma a duas semanas (3-5).
O diagndstico da pré-diabetes ou identificacao de categorias de risco aumentado para
diabetes, faz-se com base nos seguintes parametros (3-5):
f Anomalia da glicemia em jejum (AGJ): glicemiaemjejum=110 e <126 mg/dL (26,1e
<7,0 mmol/L);
f Tolerancia diminuida a glicose (TDG): glicemia as 2 horas na PTGO = 140 e < 200
mg/dL (7,8 e <11,1mmol/L).
No caso da diabetes gestacional, o diagndstico é realizado com base nas seguintes
condicdes (4, 5):
{1 Glicemia em jejum, a realizar na primeira consulta de gravidez, 2 92 mg/dL e <126

mg/dL (z5,1e <7,0 mmol/L);



Se a glicemia em jejum for inferior a 92 mg/dL, é realizada a PTGO com 75 g de glicose, as
24-28 semanas de gestacdo. E critério para diagndstico de diabetes gestacional, a
confirmacgao de um ou mais valores:

f Glicemia=92mg/dL (5,1 mmol/L) as 0 horas;

f Glicemia=>180 mg/dL (=10,0 mmol/L) a1hora;

Y Glicemia=153 mg/dL(z 8,5mmol/L) as 2 horas.

1.4. Complicacoes Agudas e Crénicas da DM

Existem diversas complicagdes que se vao manifestando ao longo do tempo apds a
instalacao desta patologia. As complicac6es agudas estao relacionadas com as alteracoes
metahdlicas abruptas que podem ser prevenidas com uma correta terapéutica
farmacoldgica. As complicacoes agudas mais frequentes sao a hipoglicemia, cetoacidose e
a hiperosmolaridade hiperglicémica nao cetdnica (5).

As complicacdes cronicas da diabetes surgem em qualquer um dos tipos da
diabetes, estando estas relacionadas com um mau controlo glicémico durante extensos
periodos de tempo. Esta situacao origina dois grandes grupos de lesoes, as microvasculares
e asmacrovasculares (12). As lesdes microvasculares correspondem aos vasos sanguineos
de pequeno calibre e estao na origem da neuropatia, retinopatia e nefropatia. Na neuropatia
periférica ocorrem lesdes inflamatdrias ou degenerativas nas fibras nervosas e nos axénios
dos neurodnios, levando a problemas sensitivos ou motores. No caso desta complicacao
pode estar a origem do pé diabético que por perda de sensibilidade, as feridas progridem
sem dor, e como o individuo nao as valoriza, ha risco de necrose com posterior necessidade
de amputacao. A hemorragia e a angiogénese nos vasos de pequeno calibre estao na
génese daretinopatia, levando a alterac6es nairrigacao daretina que potencialmente levam
a cegueira. A nefropatia pode surgir como resultado da crescente eliminagao de albumina
na urina, elevacdo da hipertensao arterial ou faléncia renal (12). As complicacdes
macrovasculares caracterizam-se por lesées de vasos de maior calibre, devendo-se
sobretudo ao processo de aterosclerose. Estas poderao estar na origem da doenca arterial

corondria, doenca cerebrovascular e doenca arterial periférica (12).



1.4.1. Cetoacidose Diabética

A Cetoacidose Diabética (CAD) é um estado patoldgico caracterizado pela presenca
de hiperglicemia, acidose metahdlica, desidratacao e cetose, resultante de um défice na
producao de insulina, ou devido a insulinorresisténcia. Afeta sobretudo pessoas com DM
tipo 1, embora também existam casos descritos de CAD em DM tipo 2, nomeadamente em
Afro-Americanos e algumas minorias étnicas, e sob determinadas circunstancias, como
situacdes de trauma, cirurgia ou infecao (13, 14). A CAD é frequentemente a primeira
manifestacdo da diabetes, ocorrendo em cerca de 20 a 30% dos doentes com diabetes tipo
1(13). Os fatores que a desencadeiamincluem infeces (responsaveis por cerca de 30-50%
dos casos), a omissao da administracao de insulina exdgena, acidente vascular cerebral,
enfarte agudo do miocardio, traumatismos, choque, hipovolémia, queimaduras, embolia
pulmonar, e administracao de drogas terapéuticas que afetam o metabolismo dos hidratos

de carbono (corticoesterdides, tiazidas e agentes simpaticomiméticos) (13).

1.4.2. Fisiopatologia da CAD

A origem patoldgica da CAD estd relacionada com o défice na producao de insulina,
associada a um aumento das hormonas de contra-requlacao, especificamente glucagon,
cortisol, catecolaminas e hormona de crescimento. Esta situacao induz um aumento da
sintese de glicose a nivel hepatico e uma diminuicao da sua utilizacao ao nivel dos tecidos
periféricos, resultando em hiperglicemia e hiperosmolaridade (13-15).

Em individuos saudaveis, durante o jejum, a glicose sanguinea é mantida constante,
entre 70-110 mg/dL (3.9 a 6.1 mmol/L), por um processo equilibrado entre a producao
hepatica de glicose e a sua utilizacao pelos tecidos periféricos. A insulina controla a
producao hepatica de glicose, por supressao da producao de glicose a partir do piruvato,
lactato, glicerol e aminodcidos (gliconeogénese) e do glicogénio hepatico (glicogendlise).
Nos tecidos periféricos, como o tecido muscular, ainsulina promove o anabolismo proteico,
aabsorcao de glicose e a sintese de glicogénio, e inibe a glicogendlise, funcionando também
como um inibidor da lipdlise, da oxidacao de &cidos gordos livres e da cetogénese (6, 13).

Durante ojejum prolongado, a glicemia diminui, levando aumareducao dalibertacao
deinsulina. NaDM tipo 1, a causa dareducao da libertacao de insulina deve-se ao defeito de
producao da insulina pelas células beta dos ilhéus de Langerhans (Figura 1.1). Uma vez que

a insulina é uma hormona anabdlica, o seu défice favorece os processos catabdlicos,



nomeadamente a lipdlise, protedlise e glicogendlise. Nos adipdcitos, a insulinopenia
provoca o aumento da atividade da lipase hormono-sensivel que promove a hidrélise dos
triglicerideos e, consequentemente, a libertacao de dcidos gordos para a corrente
sanguinea como representado na Figura 1.1. Nestas circunstancias, os tecidos passam a

metabolizar principalmente acidos gordos.
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Figura 1.1 - Inter-relagées metabdlicas na DM tipo 1 (Adaptado Devlin T. 2011) (1).

0 aumento da lipdlise conduz a um aumento da producao de acidos gordos livres,
gue sao oxidados nas mitocondrias do figado e convertidos em acetil-coenzima A (acetil-
CoA). Quando a producao de acetil-CoA ultrapassa a capacidade de utilizacdo hepdtica e
nao podendo ser convertida em glicose, esta substancia passa a atuar como substrato para
a producao de corpos cetdnicos (acido 3-hidoxibutirico, acetoacetato e acetona) (Figura
1.2). Embora o substrato preferencial do tecido cerebral seja a glicose, a medida que o tempo
de jejum aumenta, o cérebro passa também a metabolizar os acidos 3-hidroxibutirico
(3HBA) e acetoacetato (AcAc). Parte do AcAc formado pode converter-se nos outros dois
corpos cetdnicos; o 3HBA que se forma por acao catalitica da b-hidroxibutirato
desidrogenase e a acetona através da descarboxilacao espontanea do AcAc, sem acao
enzimatica (Figura1.3) (13,14, 16, 17).

A hiperglicemia presente na CAD, causada pela diminuicao da utilizagao periférica

de insulina e pelo aumento da secrecao hepdtica de glicose, tem como consequéncia o



aumento da osmolaridade plasmadtica, que origina a deslocacao de fluidos do espaco
intracelular para o espaco extracelular, com desenvolvimento de desidratacao celular.
Concomitantemente, uma vez ultrapassado o limiar renal, surge glicostria e diurese
osmética, induzindo também a perda de volume extracelular. Essa diurese é a principal

responsavel pela perda de fluidos na CAD, bem como pela perda de eletrdlitos (14).
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Figura 1.2 - Relacao entre o metabolismo dos hidratos de carbono e dos lipidos na formacao de corpos ceténicos
nos hepatdcitos

A cetose envolve o metabolismo de conversao de lipidos em acidos gordos e corpos
cetdnicos no figado. A acidose consiste na diminuicao do pH sanguineo, pela producao
excessiva de ides H* que nao sao tamponados pelos tampoes fisioldgicos, sendo o iao
bicarbonato (HCOs7) o principal responsavel pelo tamponamento sanguineo. O pKa das
moléculas 3HBA e AcAc é inferior a 5, 0 que explica que ao pH fisioldgico do sangue, estas
moléculas estejam predominantemente sob a sua forma ionizada. Durante a formacao, 0s
acidos organicos sofrem protdlise gerando ides H* e os respetivos sais 3HBA e AcAc. Desta
forma, os protdes libertados originam uma descida do pH sanguineo (acidose). A medida
que a concentracao de H* excede a capacidade de tampao de bhicarbonato, as reservas
deixam de ser capazes de compensar o excesso de producado de ides H*, resultando assim
aacidose (16,18).

Os corpos cetdnicos apresentam-se em baixas concentracées no sangue de
individuos saudaveis durante o jejum, exercicio fisico prolongado, no inicio da infancia e

durante a gravidez. A presenca de concentracdes altas de corpos cetdnicos sao



encontradas no sangue de individuos com cetoacidose diabética, cetoacidose alcodlica,

intoxicacao por salicilatos e outras condicdes raras (Tabela1.1) (17, 19).

Tabela 1.1 - Comparacao de resultados laboratoriais associados a CAD e a outros estados que alteram o
metabolismo dos corpos ceténicos (Laffel 1999) (17)

Corpos cetdnicos

o Glicémia Glicosuria pH sanguineo
plasmaticos
Cetoacidose Diabética Grande aumento Aumenta Positiva Diminui
lejum Pequeno aumento Normal Negativa Normal
. - Aumento ligeiro a T . Diminui ou
Cetoacidose alcodlica Normal ou diminui Negativa
moderado aumenta
Intoxicacao por Lo . Diminui ou
cacaop Normal Normal ou diminui Negativa
salicilatos aumenta

1.4.3. Diagnéstico da Cetoacidose Diabética

Odiagnastico da CAD pode ser determinado pela presenca de hiperglicemia, acidose
metabdlica e pelo aumento da concentracao de corpos ceténicos circulantes (cetonemia e
cetontiria). De uma forma geral, a avaliacao laboratorial inicial num doente com suspeita de
CAD deve incluir hemograma, glicémia, ionograma, osmolalidade, ureia, creatinina, calcio,
fésforo, magnésio, gasometria arterial e corpos cetdnicos na urina e sangue. No caso de
suspeita de infecao é importante incluir urocultura, hemocultura ou cultura de outros
produtos hioldgicos (13). No exame fisico, os pacientes apresentam frequentemente sinais
de desidratacao, hipotensao, taquicardia, halito ceténico e respiracao de Kussmaul (um
padrao respiratdrio profundo e com hiperventilagcao como compensacao respiratdria paraa
acidose metabdlica) (15).

O grau de gravidade da acidose metabdlica pode nao estar diretamente relacionado
com o grau de severidade da hiperglicemia, uma vez que existem casos descritos de
cetoacidose com relativa normoglicemia (glicemia inferior a 250mg/dL). Este episddio
podera ocorrer durante a gravidez, em doentes com vomitos ou jejum prolongado. De forma
similar, concentracoes relativamente baixas de glicose podem ser encontradas no caso de
existéncia de um comprometimento da gliconeogénese, como no caso de doentes com

niveis de alcoolemia elevada ou insuficiéncia hepatica, tal como descrito na Tabela 1.1 (13).



1.4.4. Determinacao laboratorial da concentracao de corpos cetdnicos

A avaliacao do aumento da cetonemia era inicialmente determinada através da
reacao com nitroprussiato de sddio, cuja reacao permitia uma avaliacao semiquantitativa
dos niveis de AcAc e acetona (Tabela 1.2). No entanto, este reagente pode desvalorizar a
severidade da cetoacidose, devido a ndo ter sensibilidade para a determinacao do principal
produto metabdlico da CAD, o 3HBA (16, 20). Os métodos enzimaticos com quantificacao
espectrofotométrica sao uma alternativa para a quantificacao laboratorial do 3HBA (Tabela
1.2), apesar de nao estarem disponiveis em todos os laboratdrios e apresentarem um custo
elevado. Na CAD, a proporcao entre 0o 3HBA e o AcAc pode aumentar de 1:1 para 6:1, sendo
este o corpo cetdnico com maior contribuicao para acidose. De igual forma, durante o
tratamento do paciente, a cetonuria pode acentuar-se com o tempo, apesar de existir uma
melhoria clinica do paciente. Este facto deve-se a uma diminui¢ao da concentragao sérica
de 3HBA pela oxidacao em AcAc (Figura 1.3) devido ao estado redox intramitocondrial dos

hepatdcitos (19-21).

[ O /ch\/ﬁ\ O
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H CO, HC

Figura 1.3 - Conversdo dos corpos cetdnicos

A concentracao de corpos cetdnicos pode também demonstrar-se elevada na
cetoacidose alcodlica, na hipdxia grave, na doenca hepatica terminal, naisquemia hepatica,
em varios disturbios metabdlicos e na faléncia multipla de drgaos. Todos estes estados
patoldgicos sao caracterizados por alteracoes no potencial das reacdes oxidacdo/reducao
(b-oxidacao de &cidos gordos, ciclo dos acidos tricarboxilicos e cadeia respiratdria) nas
mitocéndrias hepatocelulares, de modo a que os niveis da forma reduzida de dinucledtido
de nicotinamida e adenina (NADH) sejam elevados e que os niveis da forma oxidada (NAD")

sejam baixos (19).
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Tabela 1.2 - Métodos analiticos para a determinacao da concentracdo de corpos ceténicos

Analito Método Linearidade Amostra Referéncia
Enzimdtico
3HBA 0-10 mmol/L Soro (22)
b-hidroxibutirato desidrogenase
Enzimdtico
3HBA 0.005-0.5 mmol/L Plasma (23)

b-hidroxibutirato desidrogenase

Ensaio eletroquimico
3HBA 0-6 mmol/L Sangue total (24)
b-hidroxibutirato desidrogenase

Ensaio eletroquimico
3HBA 0.01-0.4 mmol/L Soro (25)
b-hidroxibutirato desidrogenase

Ensaio Fluorimétrico

3HBA 0.01-0.63 mmol/L Soro, Leite (26)
NADPH diaforase
Fotometria de refletancia Plasma, Soro,
3HBA 0-2 mmol/L (19)
b-hidroxibutirato desidrogenase Sangue total
HPLC
3HBA 0.2-5 mmol/L Plasma (27)
Benzofurazan
3HBA GC-MS 0.019-0.057mmol/L Soro, Urina (28)
3HBAe HPLC 3HBA 0.0015-2 mmol/L
Plasma (29)
AcAc b-hidroxibutirato desidrogenase AcAc 0.001-0.4 mmol/L
Colorimétrico
AcAc <7.8 mmol/L Urina (30)
Solucdo 10% de Cloreto de Ferro
AcAce Colorimétrico AcAc 0.49-0.98 mmol/L
Urina (30)
acetona Nitroprossiato Acetona>3.4 mmol/L

Colorimétrico
AcAc AcAc>0.49 mmol/L Urina (30)
Nitroprussiato

A determinacao da proporcao 3HBA:AcAc pode ser (til na identificacao de alguns
erros inatos do metabolismo, tais como na avaliacao de insuficiéncia hepdtica ou de
multiplos 6rgaos, de choque, ou daviabilidade hepatica para transplantacao. Esta proporcao
revela o estado redox mitocondrial (19, 31). A relacao lactato/piruvato fornece informacoes
sobre o estado de oxidacao tecidual (31).

O valor de referéncia de concentracao de corpos cetdnicos presentes no soro em
individuos sauddveis é inferior a 0,5 mmol/L. Por sua vez, em casos de hipercetonemia, os
niveis de referéncia sao superiores a1mmol/L e em caso de cetoacidose, estes valores sao
superiores a 3 mmol/L (17). O valor de referéncia do 3HBA em adultos foi estabelecido até

0,27 mmol/L (32, 33).

"



1.5. Polimeros de Impressao Molecular

O conceito deimpressao molecular surge a partir da teoria de Pauling, em 1940, para
a formacao de anticorpos (34). Segundo esta teoria, 0 antigénio era usado como uma
molécula molde para moldar a cadeia polipeptidica de anticorpos, resultando numa
configuracao complementar do antigénio na respetiva cadeia de anticorpos (34). A partir
deste conceito, surgiu a ideia de produzir uma estrutura rigida tridimensional (polimero)
envolvendo uma molécula molde que pudesse atuar de forma similar ao anticorpo. Estes
polimeros podem designar-se por materiais biomiméticos, sendo atualmente também
conhecidos como MIP (do inglés Molecularly Imprinted Polymers) (35, 36).

O primeiro passo para a sintese dos MIP consiste em estabelecer criteriosamente a
escolha de um mondémero e de uma molécula molde. A molécula molde necessita conter na
sua estrutura molecular grupos funcionais capazes de interagir fortemente com os
mondmeros, a fim de formar uma espécie de complexo estdvel. A sintese de materiais MIP
inicia-se pela formacao de um complexo entre os mondmeros funcionais e a molécula
molde (Figura 1.4), cuja interacao pode acontecer através de uma ligacao covalente ou nao
covalente, por meio de ligacoes de hidrogénio, por interacdes dipolo/dipolo, por interacdes

idnicas ou por interacdes hidrofdbicas (37,38).
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Figura 1.4 - Representacao esquematica do processo de impressao molecular

A fase seguinte de preparacdao de materiais sensores consiste na polimerizacao
desses mondmeros na presenca de um agente que promove ligacoes cruzadas designado

por agente de reticulagao, permitindo formar uma rede polimérica tridimensional, como
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demonstra a Figura 1.4. Esta reacao de polimerizacao € iniciada apds a adicao de um
iniciador radicalar e amistura de polimerizacao possui, geralmente, um solvente porogénico
que induz a formacao de poros no polimero (39).

Apds o processo de polimerizagcao, é necessario remover a molécula molde
aprisionada na matriz polimérica, através da realizacao de extragcdes com solventes, que
permitem quebrar as ligacdes entre a molécula molde e a matriz polimérica, dando origem
a cavidades especificas. O solvente deve funcionar como um meio onde o analito e o
mondmero funcional sejam sollveis, nao devendo afetar a matriz polimérica formada. O
polimero resultante dispde de microcavidades complementares ao molde em tamanho e
forma e da presenca de grupos funcionais capazes de reter seletivamente o analito
presente numa amostra complexa (Figura 1.4). As cavidades constituem sitios especificos
de ligacao que agem no reconhecimento deste analito e/ou de compostos com estruturas
semelhantes a ele (35, 36, 38).

A técnica de impressao molecular envolve a preparacao em paralelo do MIP de um
polimero nao impresso, o NIP (do inglés Non Imprinted Polymer), ou seja, um polimero
sintetizado sem apresenca da moléculamolde. A formacao das cavidades complementares
do MIP pelainteragcao com a molécula molde pode ser verificada pela maior retencao desse
no polimero impresso, comparado com o NIP, em determinadas condicdes de analise que
devem ser otimizadas para cada composto. No NIP pode ocorrer a formacao de sitios nao
seletivos, de forma aleatdria, desprovidos de cavidades complementares ao volume e
posicao de grupos que podem interagir com a molécula molde, promovendo alguma
retencao do mesmo (38, 39).

Apesar de o processo de producao ser relativamente simples, a escolha dos
reagentes quimicos, as concentracées e o procedimento a utilizar devem ser feitas
criteriosamente, evitando que o polimero adquira caracteristicas indesejaveis em termos
de morfologia e uniformidade das particulas e respetivas cavidades seletivas (40, 41).

A tecnologia de impressao molecular tem sido alvo de varios estudos ao longo dos
ultimos anos levando a um desenvolvimento significativo da sua performance. Os MIPs
apresentam uma boa estabilidade em condicdes fisico-quimicas agressivas, facilidade de
preparacao, afinidade e seletividade para um determinado analito, possibilidade de

reutilizacao, sem que ocorra perda de performance do sensor, baixo custo relativo a
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producao e robustez, o que os torna atrativos para uma variedade de aplicacées em

diversas dreas cientificas (40, 42).

1.5.1. Sintese dos Polimeros

A seletividade dos MIPs depende fundamentalmente do processo de sintese e,
consequentemente, das varidveis envolvidas: propor¢des molares entre a molécula molde
e 0 mondmero funcional, tipo e quantidade de solvente, quantidades do agente reticulante
e do iniciador radicalar, tempo e processo de polimerizacao (43).

A preparacao dos MIP é feita, convencionalmente, pelo método conhecido por
polimerizacao em bulk, onde a reacao é realizada em sistema homogéneo. A reacao é
conduzida num recipiente fechado contendo mondémero funcional, molécula molde,
solvente, reagente de ligacdo cruzada e oiniciador radicalar. Areacao ocorre na auséncia de
oxigénio sob fluxo de azoto e induzida com aquecimento e/ou radiacao UV (Figura 1.5). O
oxigénio deve ser eliminado do meio reacional, pois retarda a reacao de polimerizacao
radicalar (39). No final, a matriz polimérica resultante é moida, peneirada e submetida auma
lavagem com solventes para extracao completa da molécula molde. Esta técnica tem a
vantagem de ser um processo tecnicamente muito simples, que produz grandes
quantidades de material biomimético, muito estavel e de baixo custo. Por outro lado, a
polimerizacao em bulk, é bastante mais rapida quando comparada com a de superficie, pois
durante a sintese do MIP, a molécula molde pode estar distribuida em torno da matriz

polimérica, independentemente do tempo de polimerizacao (44).
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Analito, monémero, Indugdo da reagao por Polimero contendo Pulverizagao do
reagente de ligagéo calor sitios seletivos polimero
cruzada e iniciador

radicalar

Figura 1.5 - Procedimento de preparacao do MIP recorrendo ao método de polimerizacdao em bulk
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1.6. Biossensores

Os biossensores sao dispositivos analiticos que combinam um componente
biolégico ou hiologicamente derivado com capacidade de reconhecimento seletivo ao
analito e um componente fisico-quimico, o transdutor, que pode converter a informacao
bioquimica num sinal de medida relacionado com a concentracao ou grupo de analitos na
amostra (44, 45).

O elemento de reconhecimento tem como objetivo principal estabelecer uma
ligacao seletiva e sensivel ao composto alvo, de forma direta ou indireta, podendo ser de
natureza bioldgica ou sintética (Figura 1.6). Os elementos mais utilizados para biomoléculas
de interesse clinico sao os anticorpos naturais. Uma alternativa a estes anticorpos naturais

s3o0 0s seus andlogos sintéticos, baseados em materiais biomiméticos (46, 47).
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Figura 1.6 - Componentes de um biossensor

O sistema de transducao pode ser dtico, de massa ou eletroquimico. De acordo com
a propriedade medida, os hiossensores podem ser subdivididos em potenciométricos,
amperimétricos, voltamétricos ou impedimétricos, conforme a entidade medida seja
potencial, corrente, corrente versus potencial ou impedancia (46).

Os métodos eletroquimicos sao métodos instrumentais de andlise que recorrerem
a medidas de uma propriedade de natureza elétrica, como potencial (V, em volts) ou
corrente (I, em amperes), para determinarem a concentracdo de um analito.
Comparativamente a outros métodos instrumentais, as principais vantagens destes

métodos sao a seletividade e especificidade paraum determinado elemento, a necessidade
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de utilizacao de equipamento pouco dispendioso, a velocidade e reversibilidade de reacoes,
grande sensibilidade com baixos limites de detecdo e a sua nao afetacao pela cor ou
turvacao das amostras (46).

Uma das técnicas de natureza elétrica ainda por explorar é a detecao
potenciométrica direta do 3HBA, com recurso a materiais biomiméticos capazes de
incorporar o composto alvo numa membrana de PVC e de promover variacoes de potencial
uteis do ponto de vista analitico. Esta técnica é, por isso, alvo de estudo no presente

trabalho.

1.7. Potenciometria
A potenciometria € uma técnica eletroanalitica que estabelece relac6es entre a
diferenca de potencial de dois elétrodos mergulhados numa solucao, em condicoes de
corrente nula, e a atividade de espécies presentes na referida solucao. Um dos elétrodos é
denominado por elétrodo de referéncia e deve manter o seu potencial constante, o outro
elétrodo € o indicador (ESI) e deve variar o seu potencial com a concentracao do ido alvo, de

modo previsivel (Figura1.7) (48, 49).

Potenciometro

Elétrodo de Elétrodo seletivo
referéncia de ido (ESI)

.
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Fio de prata Solugéo do
recoberto com N analito
cloreto de prata -
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Figura 1.7 - Célula eletroquimica com analise da potenciometria com recurso a um ESI.

Os materiais MIP podem ser utilizados na preparacao de sistemas sensores
potenciométricos, com base na imobilizacao de um componente ionéforo numa matriz de

natureza polimérica de PVC, plastificada com solvente mediador que devem conferir, no
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essencial, propriedades de borracha ao material de suporte, conferindo-lhe, assim, um meio
favordvel a permutaidnica. O iondforo é o material eletroquimico responsdvel pela permuta
do ido principal entre a membrana e a solu¢ao aquosa a analisar e pode apresentar carga
positiva, negativa ou ser neutro. O solvente mediador deve possuir baixa solubilidade em
agua, elevada viscosidade e estabilidade a luz, devendo ainda constituir um meio favoravel
a permuta do iao desejado A associacao dos MIP aos sensores potenciométricos pode
traduzir-se numa vantagem analitica, esperando-se melhores caracteristicas gerais de
resposta, entre as quais seletividade, sensibilidade e limite de detecao (LD) (50, 51).
Considerando que esta associacao nao foi proposta até a data na literatura, nao foi
possivelidentificar as caracteristicas fisico-quimicas do permutador com as caracteristicas
mais adequadas para a preparacao destes dispositivos. O presente trabalho propoe o
desenvolvimento de materiais MIP para a detecao de 3HBA e a sua incorporacao em
membranas seletivas de PVC. Para este efeito, prope-se o recurso aos materiais
convencionais de preparacao de MIPs: mondmero, 4-VP e agente reticulante, EGDMA.
Estes materiais sao posteriormente incorporados em membranas de PVC, que podem
conter ou nao um aditivo ionico lipofilico. Este aditivo é utilizado tendo em vista assegurar a
seletividade idnica da membrana, no caso do proprio polimero obtido nao apresentar carga

no interior da membrana.

1.7.1. Elétrodo de referéncia

O elétrodo de referéncia deve manter um valor de potencial constante e estdvel,
uma vez que serve de comparacao ao elétrodo indicador. Além disso, o elétrodo de
referéncia ideal deve ser reversivel; retomar o valor de potencial original apés submetido a
pequenas correntes; exibir baixa histerese, ou seja, baixa variacao de potencial com as
variacoes de temperatura, regressando ao valor inicial apds o restabelecimento da
temperatura inicial) e ndo deve polarizar, de modo a fornecer um valor de potencial que é
independentemente da corrente que passe (51).

O elétrodo de referéncia mais utilizado é composto por Ag/AgCl, face a sua
simplicidade, potencial constante e baixo custo de producao. Este é constituido por um fio
de prata comrevestimento eletrolitico de umafinacamadade cloreto de prata,imerso numa

solucdo de cloreto de potassio (KCI) saturado com cloreto de prata (AgCl) (52, 53).
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1.7.2. Elétrodo indicador

O potencial do elétrodo indicador depende da atividade da espécie eletroativa. O
elétrodo indicador ideal promove uma grande variacao na diferenca de potencial, dentro dos
valores teoricamente esperados para uma pequena variacao de concentracao do analito.
Além disso, o elétrodo indicador ideal deve apresentar elevada sensibilidade a espécie a ser
determinada, elevado grau de reprodutibilidade e resposta rapida a variacao de
concentragao da espécie em estudo (51).

Os elétrodos indicadores mais comuns sao os elétrodos seletivos de ido (ESls) (52,
53). Estes elétrodos apresentam uma membrana seletiva que permite diferenciar
seletivamente uma determinada espécie idnica. O potencial interno da membrana pode ser
estabelecido através de um contacto sdlido ou liquido. O contacto liquido implica a
colocacao da membrana entre dois compartimentos liquidos, a solu¢cao da amostra e a
solucao de referéncia interna, tipicamente uma solucao do iao a medir, na qual se mergulha
um fio de prata que serve de contacto elétrico. O contacto sdlido implica a deposicao da
membrana sobre um suporte sdlido condutor, embora os elétrodos seletivos de iao de
contacto liquido permitam uma manipulacdao mais eficaz das caracteristicas de
funcionamento dos elétrodos, como o LD, este tipo de elétrodos sao mais eficazes para
medidas no local, uma vez que a manipulacao dos elétrodos nao requer cuidados especiais

(52).

1.7.3. Base tedrica

De acordo com as recomendac6es da International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC), adiferenca de potencial da célula eletroquimica de um ESI € linearmente
dependente do logaritmo da atividade do iao alvo na solucao, de acordo com a equacao de
Nernst-Nicolsk (equacao 1.1) (49), na qual &E corresponde a forca eletromotriz (f.e.m.) de
uma célula eletroquimica, definida como sendo a diferenca de potencial do ESI e do elétrodo
de referéncia; R é a constante universal dos gases (8.314 J/(Kxmol)); T é a temperatura em
Kelvin; F é a constante de Faraday (9.6485x10* C/mol); Z é a carga do ido principal, A; a é
a atividade do ido A expressa em mol/L ou mol/kg; “constante” corresponde ao valor de
f.e.m que inclui o potencial normal do ESI, do elétrodo de referéncia e da juncao liquida,

expressaemmV.

YO cconstante" —— & £€0Q (1.1)
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A equacao 1.1tem por base a atividade, “a”, em vez da concentracao, “c”, da espécie
i6nica a medir presente na solucao. O cdlculo de atividade implica, porém, aidentificacao de
alguns parametros, tais como o “tamanho idnico” do iao especifico da solucao de ensaio,
cujo valor é desconhecido para a maioria das espécies iénicas de carater organico em
solucao aquosa. Considerando que a substituicao de “a” por “c” é possivel em condi¢des de
forca idnica ajustada, as medidas potenciométricas sao realizadas num valor de valor de

forcaidnica () fixado a um valor elevado e constante, (equacao 1.2).
) -BO®O (1.2)
De uma forma simples, a forca idnica corresponde a intensidade do campo elétrico

na presenca dos ioes em solucao, considerando ¢; como concentracao do ido, expressa em

mol/L; e z: carga desse ido (51).

1.7.4. Curvade Calibracao

A curva de calibragao corresponde ao tracado grafico do logaritmo c da
concentracao de umiao alvo em funcao da f.e.m. da célula eletroquimica. A partir da andlise
da curva de calibracao, é possivel obter informacoes tais como o LD, o limite inferior de
resposta linear (LIRL) e o declive (Figura 1.8) (51).

O LIRL, o LD e o declive sao os trés parametros mais relevantes de uma curva de
calibracao. O valor de intercecao entre os segmentos que prolongam o comportamento

linear e o nao linear corresponde ao valor de LD, ao passo que o LIRL é determinado pelo

AE, mV

1 2 3 4 —log(aouc,mol/L)

Figura 1.8 - Caracteristicas gerais da curva de calibragao
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valor de concentragao minimo a partir do qual a resposta potenciométrica tipica pode ser
considerada um comportamento linear (Figura 1.8). O valor tedrico de declive experimental
sob condicdes normais de pressao e temperatura deverd ser igual a 59.16/z, mV/década
(51,53).

1.7.5. Tempo de resposta

0 tempo de resposta € outra propriedade utilizada para avaliar o desempenho de
ESls. Sequndo as recomendacdes da IUPAC, o tempo de resposta de uma célula
potenciométrica é o periodo de tempo durante o qual o elétrodo de referéncia e o ESI estao
em contacto com uma amostra de solu¢ao com o ido alvo, ou em que a ou ¢ do iao em
solucao é alterada, e o primeiro instante no qual o declive aE/a é igual ao valor limite
selecionado (ad), de acordo com a Figura 1.9 (51).

A escolha do valor limite advém de questoes de ordem experimental ou da exatidao
desejada para a leitura potenciométrica. O tempo de resposta dos ESIs depende,
geralmente, da concentracao absoluta presente na solucao, bem como da variacao de c do

130 (Cinicia—Crinal) incorporada no sistema (51, 53).

Potencial do elétrodo (mV)
|
|
7
'
I/
!
/
!

59 mV N

B VA
-

t (AE/At) Tempo

Figura 1.9 - Representacao grafica do tempo de resposta, t (AE/At)

1.7.6. Drift
O drift corresponde a uma mudanca lenta e nao aleatdria da diferenca de potencial

da célula ESI ao longo do tempo, numa solu¢ao com temperatura e composigao constante.
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A determinacao do drift é efetuada através de uma curva linear com encaixe no conjunto de
dados recolhidos durante um determinado periodo de tempo numa solucao. O declive da
linha do potencial versus tempo é denominado drift. Os desvios aleatdrios de potencial em

torno da linha definem o desvio padrao dos dados medidos (51, 53).

1.7.7. Efeitodo pH

De uma forma geral, os ESI tém a capacidade de detetar um iao seletivamente, mas
outros ides que coexistam na amostra podem ter a capacidade de alterar a resposta
potenciométrica, atuando como interferentes. E de extrema importancia utilizar solucées
padrao de ajuste de pH, optando por ter sempre um mesmo valor de pH com o intuito de
minimizar as interferéncias na resposta potenciométrica, através do controlo da atividade
dos ides H" e HO e da forca idnica. A gama de valores de pH a escolher para a calibracao
pode ser determinada por curvas de calibracao efetuadas em diferentes valores de pH, ou
pelo tracado de diagramas de Reilley, onde o valor de potencial é monitorizado

continuamente face a variacao de pH da solucao (51).
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2. Métodos

0 trabalho proposto consiste no desenvolvimento de uma metodologia rdpida e de
baixo custo paraadetecaode 3HBA, através da sintese de material sensor e a sua utilizagao
na construcao de um hiossensor. Ao longo deste capitulo sao abordadas as metodologias
envolvidas na sintese do material sensor, construcao do biossensor e avaliacao do

desempenho analitico dos dispositivos obtidos.

2.1. Material e equipamentos
As solucdes de concentracao rigorosa foram preparadas em baldes volumétricos de
classe A, com 5,00, 10,00, 50,00, 100 e 250,00 mL de capacidade total. Na medicao de
volumes foram utilizadas pipepas graduadas, classe A, para volumes rigorosos, com
capacidade de 2,00 mL e pipetas automaticas de volume regulavel da VWR para volumes
inferiores, de 2-20 pL, 100-1000 L, 1000-5000 pL e SOCOREX, entre 20-200 pL. As
pesagens dos reagentes foram efetuadas na balanca RADWAG XA 110/X, com uma

precisao de + 0,0001g.

( 2.1). a
3HBA

2.1)
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