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DESENVOLVIMENTO DE UM MICRODISPOSITIVO BIOMÉDICO PARA A 

SEPARAÇÃO DE CÉLULAS SANGUÍNEAS 
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Plasma. 

RESUMO: Neste trabalflo procedeu-se ao desel/flo e implanração de 1111/ dispositivo biomédico. 
com capacidade de realizar a separação das células sallguíl/eas da camada de plasl/w. Numa 
primeira fase do trabalflo realizou-se o deselllw e fabricação do dispositivo, através da técllica 
de litografia suave. A seguI/da fase cOllsistiu 1/0 estudo do escoamento sallguílleo com o 
objetivo de allalisar o efeito das cOllstriçães lia variação da espessura camada de plasma. 
Concluímos que a cOllstriçãa proporciolla 1/111 aUll1ellfo da espessura da camada de plasma e à 

medida que se aumellfa o flematócrito a camada de plasma tellde a dimilluir. 

1 INTRODUÇÃO 
O uso de dispositivos micro-fluídicos para a 
separação de células sanguíneas tem um 
vasto número de vantagens em comparação 

com os métodos tradicionais de separação, 
como por exemplo, menor consumo de 
volume da amostra, facilidade de 
portabilidade, fabricação a custo reduzido, 

uma melhor esterilízação e uma análise 

mais rápida e eficiente [I , 2]. 
A camada de plasma (CP) é um fenómeno 

fisiológico que acontece no sangue quando 
este flui em micro-vasos [3 , 4]. Segundo 

Sangho Kim e seus colaboradores [5] , a CP 

depende do diâmetro do vaso, do caudal 
lIsado e das propriedades reológicas do 

sangue, incluindo O hematócrito, a 
agregação de glóbulos vermelhos (GV' s) e 

a sua defomlabilidade. Ainda segundo estes 
investigadores a espessura da CP diminui 

com o aumento do hematócrito [5]. Este 

fenómeno ocorre graças à tendência dos 

GV 's se submeterem à migração axial, 

devido ao perfil de velocidades parabólico 
que resulta em elevadas tensões de corte em 
tomo da parede, forçando os GV's a 
deslocarem-se na direção central do canal 

[6]. 

Este trabalho foi desenvolvido recorrendo a 
técnicas de litografia e de microscopia em 

que o principal objetivo foi desenvolver 
uma geometria capaz de efetuar a separação 
das células sanguíneas. Para tal foi estudado 

o efeito de uma constrição na camada de 
plasma, o efeito do hematócrito e do caudal 

na dimensão da CP a jusante da constrição. 

A estrutura deste trabalho é a seguinte. Na 
Secção 2 são descritas as técnicas e 
materiais usados neste trabalho . A Secção 3 

apresenta os resultados obtidos neste 

estudo. As Secções 4 e 5 apresentam as 
conclusões e trabalhos futuros , 

respetivamente. 
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2 FLUIDOS ESTUDADOS E 
GEOMETRIA DO MICRO-CANAL 
Os fluidos usados neste estudo foram o 

Soro fisiológico (NaCI) e o Dextrallo 40 

(Dx 40), contendo cerca de 5% e 10%, ie. , 

Hct = 5 e 10, por volume de GY's. O 

sangue foi recolhido a partir de um ovino 

saudável tendo sido adicionado heparina a 

fim de impedir a sua coagulação. As células 

foram separadas do sangue por 

centrifugação (2000 rpm durante 15 

minutos) e os GY's lavados duas vezes com 

uma solução de Nacl e colocados em 

suspensão com Dx 40 para perfazer a 

concentração de GY 's pretendida. As 

amostras de sangue foram armazenadas 

hermeticamente a 5°C, tendo sido realizadas 

as experiências a uma temperatura ambiente 

(aproximadamente 20°C) [7]. Os micro­

canaIS testados neste estudo foram 

fabricados usando a técnica de litografia 

suave [7] e consistem em canais retos de 

400 ~Im de largura com regiões de 

contração de 20 fIm. Na Fig. I, pode ser 

visualizada a geometria desenvolvida. 

Fig. I Geometria e dimensões do micro~canal em 
PDMS. 

A razão de expansão (r,) apresentada pela 

equação I, definida por, 

~ r =_1 (1) 
, W

2 

onde W I • corresponde à largura maior (400 

[lm) e o W2• corresponde à largura menor 

(20 ~lm) [7], Assim, a geometria 

apresentada na Fig.1 possui uma razão de 

expansão de 20. 

Para os ensaios experimentais de 

escoamento sanguíneo, foi utilizado um 

microscópio invertido (DOI , Olympus, 

Portugal). A velocidade dos fluidos de 

trabalho foi controlada utilizando uma 

bomba de seringa (I-larvard Apparatus PHD 

ULTRA), e foram estudados três caudais: 2 

[ll/min, 5 ~"/min e I O ftlmin . As imagens 
foram captadas com uma câmara de alta 

velocidade (i-SPEED L T) e transferidas 

para o computador para serem analisadas. 

Uma ilustração da configuração 

experimental é apresentada na Fig. 2. 

:\Iicroscopio uu'cr1ido 

.'-:--:--l.---'1iQC Il .. "top 
Tr:lnfêre-aci:t d.. PC 

l1:ldos 

Fig. 2 Sistema de Microscopia. 

No presente estudo, todas as imagens foram 

capturadas no plano central dos micro­

canais com uma objetiva de 20x mais o 

zoom de 1.6x, com uma velocidade de 600 

frames/segundo. As imagens gravadas 

foram transferidas para o computador e, em 

seguida, o tratamento de imagem foi 

efetuado no software de imagem Image J 
(Image Processing anel Allal)'sis in Java , 

[8]. 

Inicialmente, os vídeos capturados foram 

convertidos para uma sequência de imagens 

estáticas, tendo sido necessário convelter as 

imagens em tons de cinza. De seguida, 

recorreu-se ao comando Set Seale para 

atr ibuir a cada pixel um valor em micl'OlIS. 

Posteriormente, dentro do menu Process 

usou-se o comando Fi/ters, para realçar a 

imagem. No menu MtrackJ, usa-se o 

comando Add tracks que através da 

sequência de imagens permitiu obter a 

trajetória da CP, obtendo-se assim os dados 
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pretendidos e extraidos mediante o 

comando MeaslI .. e Tracks [7]. 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Nas Figs. 3 e 4 visualizam-se os resultados 

do estudo da camada de plasma no 

hematócrito 5% e 10% respetivamente, e 

considerando diferentes caudais (2, 5 e 10 

fll/min). 
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Fig. 3 Estudo da espessura da CP pam o Hct 5% em 
função dos diferentes caudais. 

Analisando a Fig. 3, é possível concluir 

sobre o comportamento da CP para o Hct de 

5%, em função dos caudais 2, 5 e 10 

ftl/min. Os resultados sugerem que a CP 

diminui ligeiramente com o aumento do 

caudal. Adicionalmente, comparando a CP 

a montante (Antes) e a jusante (Depois) da 

constrição, os resultados sugerem que a CP 

a jusante da constrição é cerca de 2.9 vezes l 

maior que a montante da CP. 

20 

" " " ª I ~ 
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Fig, 4 Estudo da espessura da CP para o hematócrito 
de 10% em função dos três caudais. 

I Valor obtido pela divisão da média dos caudais 
depois da constrição (a jusante), pela média dos 
caudais antes de constrição (a montante). 

Considerando o estudo para um hematócrito 

de 10%, veja-se a Fig. 4, é facilmente 

observável que a CP aumenta 

consideravelmente a jusante da constrição. 

Em relação ao caudal pode-se concluir que 

não apresenta grande influência na camada 

de plasma. Em temos gerais, a CP a jusante 

da constrição é cerca de 2.1 vezes superior 

à camada de plasma a montante da 

constrição. 

Nas Figs. 

resultados 

5 e 6 são apresentados os 

globais da visualização do 

escoamento sanguíneo. Na Fig. 5 é possivel 

avaliar o efeito da constrição na variação da 

espessura da camada de plasma. 

" 
" 

H ,H 

u 

Hct 5% e 10% Vs Ciludill • Hei 5,.. (t..nl r ~ ) 

lLll 11.3 1 

, 
Q("I/mlnl 

.... 

D Hei 5,.. (Drpoh) 

Ikt 1O'K (Anl r$ ) 

• Il;t 1O'K (Depois) 

10.aZ 
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Fig. 5 Análise da CP, antes e depois da constrição 
para todos os Hct's e caudais em estudo. 

Face aos resultados expostos na Fig. 5, 

pode-se aferir que para os Hct's estudados, 

a constrição proporciona um aumento da 

espessura da CP. Por outro lado os 

resultados obtidos da CP a jusante da 

constrição sugerem que o aumento do Hct 

promove uma ligeira diminuição da camada 

de plasma. 

Na Fig. 6, compara-se os resultados obtidos 

relativamente à diferença na camada de 

plasma ("'cp). Este valor "'cp é obtido 

considerando a diferença entre a camada de 

plasma antes (cpA) e a camada de plasma 

depois da constrição (cpO). O L\cp é então 

calculado pela seguinte equação: 

L\cp = cpD - cpA (2) 

"':11'1 
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Fig. 6 Diferença das constrições para todos os Hct's 

quando comparadas com os di stintos caudais entre a 

epA e u epO. 

Na Fig.6, são apresentados os resultados da 

diferença da CP antes e depois da 

constrição para os Hct's estudados. Os 

resultados sugerem que à medida que se 

aumenta O Hct, a CP tem a tendência a 

reduzir, o que corrobora os resultados da 

Fig.5. 

Quantitativamente e analisando por 

exemplo o caudal 2, afere-se que para um 

Hct 5%, o ~cp ~ 7.2, e para um Hct 10%, o 

~cp diminui para 5.9. Ao se analisar os 

outros caudais, também se afere que o ~cp 

é sempre superior para o menor 

hematócrito. 

4 CONCLUSÕES 
O objetivo deste estudo consiste no 

desenvolvimento de um bioc/lip com a 

capacidade de, num único passo, executar a 

separação das células sanguíneas existentes 

na camada de plasma. 

As técnicas de análise usadas no presente 

estudo como o perfilómetro e o SEM, pode­

se concluir que o controlo dimensional e 

geométrico foi suficiente para o tipo de 

experiências realizadas. 

O uso do polímero PDMS empregue 

durante o processo de fabricação permitiu o 

desenvolvimento de micro-canais para o 

estudo in "irro do escoamento sanguineo à 
micro escala. De salientar, que a técnica de 

fotolitografia usada durante o processo de 

micro-fabricação foi uma mais-valia para a 

realização deste projeto, tendo demostrado 

grande qualidade na replicação dos padrões 

pretendidos. 

Relativamente aos resultados obtidos na 

variação da espessura da camada de plasma. 

para a geometria edificada com uma razão 

de expansão de 20, os resultados sugerem 

que a camada de plasma é sempre superior 

a jusante da constrição. Quando 

comparados os valores da diferença da 

espessura da camada de plasma Uusante­

montante), é evidente que o fluido com um 

Hct de 5%, é aquele que possui maiores 

valores, seguindo-se o fluido com um Hct 

de 10%. 
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