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Resumo

Este trabalho foi desenvolvido no &mbito do mestrado em Tecnologia Biomédica e
é essencialmente de natureza experimental, tendo como principal objetivo a producéo de
microparticulas deformaveis em polidimetilsiloxano (PDMS), capazes de simular o
comportamento mecanico dos glébulos vermelhos (GVs). A técnica utilizada para a
producdo das particulas foi a focagem de fluxo na qual é formado um jato de PDMS
dentro de um capilar de vidro, quebrando-se em microgotas de PDMS as quais sdo
curadas para se obter microparticulas solidas. Esta técnica ja foi usada anteriormente por
Mufioz-Sénchez, et al. 2016 demonstrando a sua viabilidade na produgdo de particulas
com dimens6es abaixo de 10 um. Neste trabalho utilizou-se a mesma técnica e efetuou-
se um estudo intensivo sobre a reducdo do tamanho das microgotas produzidas aquando
da passagem do estado liquido para sélido — coeficiente de reducdo de tamanho. O estudo
foi efetuado para varios racios de PDMS. Foram, ainda, introduzidos corantes para
atribuir cor as microparticulas produzidas e facilitar a sua visualizacdo no sistema de
microscopia, efetuando-se também o estudo do coeficiente de reducdo de tamanho para
as particulas produzidas com PDMS corado (corante vermelho) e PDMS cinzento.

Por fim, e ndo menos importante, as microparticulas produzidas, foram suspendidas
em Dextrano 40 (Dx 40) para se poder analisar a sua capacidade de deformacdo aquando
da passagem por um microcanal com contracdo hiperbdlica de dimensdo 12 pum. Os
resultados do indice de deformacdo (ID) foram comparados com o ID de GVs a escoarem
no mesmo microcanal. Foi ainda obtida a curva de viscosidade das suspensdes das
microparticulas a 22° C e de igual forma comparadas com a curva de viscosidade obtida
para 5 % de GVs suspendidos também em Dx 40.

Este trabalho possibilitou, pela primeira vez, tirar conclusdes sobre o coeficiente de
reducdo das particulas de PDMS ap0s a cura, ajudando assim, a entender melhor o
processo de fabricacdo. Foi ainda possivel estudar as propriedades de deformacéo e
reoldgicas das suspensdes das microparticulas produzidas. Com os resultados obtidos
neste trabalho é possivel concluir que as microparticulas produzidas tém uma grande
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potencialidade para desenvolver fluidos analogos do sangue, pois obtivemos valores de

ID proximos dos GVs e curvas de viscosidade similares as suspensdes de GVs em Dx 40.

Palavras-chave: técnica de focagem de fluxo, producdo de microparticulas,

coeficiente de reducdo de tamanho, indice de deformacdo, escoamento em microcanais,

viscosidade.



Abstract

This work was developed under the master's degree in Biomedical Technology and
is essentially an experimental work, having as main objective the production of
polydimethylsiloxane (PDMS) deformable microparticles able to mimic the mechanical
behavior of human red blood cells (RBCs). The technique used for the production of the
particles was the flow focusing technique in which a PDMS jet is formed inside a glass
capillary, breaking into PDMS microdroplets which are cured to obtain solid
microparticles. This technique was previously used by Mufioz-Sanchez, et al. 2016 ant it
was demonstrated ability to produce particles with dimensions below 10 um. In this work
the same technique was used and a detailed study was carried out regarding the reduction
of the size of the microdroplets produced during the transition from liquid to solid state —
curing shrinkage coefficient. The study was carried out for several PDMS ratios. Dyes
were also applied to introduce color into the microparticles and to improve their
visualization in the microscopic system. In addition, the study of the curing shrinkage
coefficient for color particles was performed.

Last, but not least, the microparticles produced and dried were suspended in
Dextran 40 (Dx 40) in order to analyze their deformability when passing through a
microchannel with a hyperbolic contraction. The results of the particles deformability
were compared to the deformation index of the RBCs flowing in the same microchannel.
The viscosity curve of the microparticles suspensions was also obtained at 22 ° C and
compared with viscosity curve obtained for 5% of RBCs also suspended in Dx 40.

This work made possible, for the first time, to obtain results about the curing
shrinkage coefficient of the PDMS particles, helping to improve our understanding
regarding the production of PDMS microparticles. It was also possible to study the
deformability and rheological properties of the microparticles suspensions. Hence, with
the obtained results it was possible to conclude that the produced microparticles have the

potential to improve the existent blood analogue fluids, since the obtained values of
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deformation index of the particles were in close agreement with the RBCs deformability

and the viscosity curves were similar to the suspensions of RBCs in Dx 40.

Keywords: flow focusing technique, microparticles production, curing shrinkage

coefficient, deformation index, microchannel flow, viscosity.
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Figura 32 - Material necessario para a preparacdo do PDMS: a) parte A (base); b) parte
B (agente de cura); c) copo de plastico; d) espéatula; e) balanca; e do banho no qual o
capilar de vidro é emergido: f) glicerina; g) surfactante Brij 30; h) goblé de vidro; i)

210 | Lo [0 SRS 35
Figura 33 - Banho dentro da célula cobrindo o capilar de vidro. ............cccccveveiiveieennnns 36
Figura 34 - Particulas de PDMS no processo de curaa 70°/80° C. ......cccovevreeneeennennnn. 36

Figura 35 - Pigmento vermelho (PP SIL RO-1, Plastiform) utilizado para corar o PDMS;
PDMS cinzento (Sylgard ® 170 silicone elastomer - Dow Corning). ........ccccceevvevvvennene 37
Figura 36 - Demonstracao da producéo de particulas de cor, o qual € comum também na
producdo de particulas com PDMS normal: a) agulha inserida no capilar de vidro com o
PDMS corado e visualizagdo de um "fio" de gotas acumuladas no fundo do capilar; b)
observacao da nuvem de gotas cinzentas na seringa de sucg¢do, as quais estdo prontas para
SEIEIM CUFAUAS. ..vveevieriertiie sttt sttt ettt b e b et et b et e e b e nbesbenbenbenne e 38
Figura 37 - Capilar emergido em gliCeriNa. .........cccoviirieienieieieseseee s 38
Figura 38 - Material utilizado na filtracdo das particulas: a) bomba de vacuo; b) filtros de
fibra de vidro com poros de 1,2 um; c) pinga; d) placas de Petri; e) agua destilada; f)
130 o] (0] 0 g Lo S USSP 39
Figura 39 - Representacao dos valores da viscosidade para os diferentes racios e para 0s
PDIMS COTAUOS. ...vveteeuieetiesieesieesiesieesteestesseesteeeeaseesseesseaseesseesseaseesseenseeseesseesseenseaneesseensens 40
Figura 40 - Resultados experimentais relativamente a gotas produzidas com PDMS com
racio de [10:1], com tamanho médio de: a) 7,37 um; b) 11,16 um; c) 21,54 um, antes da
(o1 PP PUPRPP PRI 41
Figura 41 - Resultados experimentais relativamente a gotas produzidas com PDMS com
racio de [8:2] com tamanho médio de; a) 7,89 um; b) 10,60 um; ¢) 20,30 um, antes da
(610 - T OO UPPTOPRRPPPTP 42
Figura 42 - Representacdo dos resultados experimentais do fabrico de particulas antes e
depois da cura, realizado com PDMS com réacio de [6:4] (Mufioz-Sanchez, et al. 2016).

Figura 43 - Coeficiente de reducdo de tamanho das particulas com diferentes racios de
producdo, mostrando a linha de tendéncia da redugdo do tamanho, ou seja, Cs = 103Dd,
com Dg a variar entre 0 M € 30 UM ....eoiieiiie e 44
Figura 44 - Resultados experimentais relativamente a particulas produzidas com PDMS

com racio de [6:4], com tamanho médio de: a) 32,42 um e b) 56,23 um, antes da cura.
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Figura 45 - Coeficiente de reducdo do tamanho das particulas com récio de [6:4],
representando a linha de tendéncia de encolhimento para particulas de menor dimenséo
Cs = 103Dd, assim como a linha de tendéncia constante para as particulas de maior
tamanho, que S SItUA NOS 80 0. ....c..eeiiiiiiiiiieiierie e 46
Figura 46 - Diferentes amostras obtidas ap0s se misturar 0s corantes/pigmentos com o
PDMS: corante alimentar (Dr. Oetker) (a) azul, (b) vermelho, (c) verde e (d) amarelo; (e)
pigmento fluorescente rosa (p6 solivel em agua de Rosa BTE. HISPACID B-250%,
Robama); (f) pigmento azul (AZUL HISPALIT HL-HB PASTA — 170%, Robama); (9)
pigmento branco (FINE WHITE 7006, Eastern Chemicals) e (h) pigmento vermelho para
silicones (PP SIL RO-1, PIastiform). .......cccccceiiiiiiieiiece e 47
Figura 47 - Imagens representativas das microestruturas resultantes da mistura dos
corantes/pigmentos com o PDMS, obtidas através de um microscopio standard, apds as
amostras estarem curadas. Cada uma representa a amostra da Figura 46. .................... 48
Figura 48 - Particulas fabricadas com (a) pigmento branco (FINE WHITE 7006, Eastern
Chemicals), (b) pigmento vermelho para silicones (PP SIL RO-1, Plastiform) a 3 % wt e
(c) com pigmento vermelho para silicones (PP SIL RO-1, Plastiform) a 20 % wt......... 49
Figura 49 - Resultados experimentais relativamente a gotas produzidas com PDMS com
racio de [10:1] e com 20%, em massa, de corante vermelho PP SIL RO-1, Plastiform,
com tamanho médio de 12,43 pm antes da CUIa. .......ccoovrereeeereneeee s 49
Figura 50 - Particulas produzidas com o corante vermelho com 20 % em massa. ........ 50
Figura 51 - Particulas produzidas com o PDMS Sylgard ® 170 silicone elastomer (Dow
Corning): a) jato formado através da agulha hipodérmica durante o processo de fabrico;
b) particulas formadas com didmetro, aproximado, de 15 uM. ......cccccevveiieieiiiecieennns 51

Figura 52 - Coeficiente de reducdo do tamanho das particulas produzidas com o0 PDMS

cinzento, representando também a linha de tendéncia de Cs. .......cccccevveveieececiesinenne. 52
Figura 53 - Particulas produzidas com 0 PDMS CINZENTO..........c.ccovevriierieininrcieene, 52
Figura 54 - Caixa de Petri com os moldes dos microcanais em destaque. ..................... 54

Figura 55 - Representacdo esquematica do microcanal com contracdo hiperbolica
(profundidade de 15 um) com as suas respetivas dimensoes. ........ccovevveeveeiiesrieesneenns 55
Figura 56 - a) Spin Coater; b) Exemplo de um dispositivo com 0s microcanais selado pela
1aMela de VITIO. ..o e 55
Figura 57 - a) Baldo de medicdo com a solugéo de Dextrano 40; b) Caixa de Petri com

DX 40 € @S PAITICUIAS. ......oveeiiiiiieiiee e 56
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Figura 76 - Representacdo da trajetoria de duas particulas nas diferentes zonas: particula
1 — cores vermelha, amarela e verde; particula 2 — cores azul clara, azul escura e branca.
Cada cor, em cada trajetOria, representa cada ZONa. .........ccccvevrvevereerieriesesese e e 68
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Capitulo 1

Introducéo

1.1. Enquadramento e motivacao

O tema do presente trabalho com o titulo “Producéo de particulas deformaveis para
o desenvolvimento de andlogos: andlise reoldgica e calculo do indice de deformacao” esta
inserido no trabalho final de Mestrado em Tecnologia Biomédica, tendo como objetivo a
obtencdo do grau de mestre. Foi desenvolvido no Instituto Politécnico de Braganca e na
Universidade de Extremadura, Espanha.

Na é&rea da tecnologia biomédica a microfluidica tem um papel importante no
desenvolvimento de varias atividades de investigacao relacionadas com o estudo e analise
do escoamento sanguineo, para obtermos uma maior compreensao sobre 0 nosso sistema
cardiovascular e em particular, patologias associadas. Estes estudos levaram também a
necessidade de desenvolver novos dispositivos, sistemas em miniatura e novas aplicagoes
relacionadas com o manuseamento de fluidos em microescala (Lee, et al. 2001). O
desenvolvimento de fluidos analogos ao sangue é uma area interligada com o estudo do
escoamento sanguineo em microcanais e esta a atrair a atencao de investigadores por todo
0 mundo, a fim de se conseguir mimetizar as carateristicas de escoamento das células e
as propriedades reoldgicas do sangue humano.

Para ser possivel obter um analogo capaz de reproduzir o comportamento total do
sangue, o desenvolvimento de particulas deforméaveis é de grande importancia para se
conseguir reproduzir os globulos vermelhos, pois sdo 0 elemento sanguineo em maior
quantidade na constituicdo do sangue e possuem grande influéncia nas propriedades néo-
Newtonianas. Tém também a importante fungéo de trocas gasosas e nutrientes. Como tal
neste trabalho efetuou-se um estudo sobre a producdo de particulas de PDMS e a sua
caracterizagdo para possivel utilizacdo em futuros desenvolvimentos nos analogos ao

sangue.
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1.2. Objetivos do trabalho

O objetivo principal desta dissertacdo € a producdo de particulas em
polidimetilsiloxano (PDMS) capazes de mimetizarem as propriedades mecanicas dos
glébulos vermelhos humanos, nomeadamente, a deformacgdo. A producédo das particulas
foi possivel por intermédio do método da focagem de fluxo, fazendo-se variar as
quantidades de base e agente de cura no processo de producdo do PDMS, para se poder
avaliar a melhor deformacdo apresentada pelas microparticulas.

Outro ponto importante neste estudo é a analise do escoamento das particulas em
canais hiperbdlicos, fabricados pela técnica da litografia suave, a fim de se obter o indice
de deformacdo das mesmas, a diferentes racios (base:agente de cura), possibilitando
concluir quais as particulas com comportamento mais semelhante ao comportamento dos
glébulos vermelhos. Ndo menos importante, foi o estudo reoldgico das suspensées das
particulas para se conseguir ter a percecdo da sua viscosidade e se apresentavam ou ndo
comportamento ndo-Newtoniano a semelhanca de suspensdes de eritrécitos.

Por fim, podendo considerar também um objetivo, e olhando as dificuldades de
visualizacdo das particulas aquando do seu escoamento nos microcanais, foram
produzidas particulas coloridas, utilizando PDMS de cor cinzenta e também um corante
especifico para silicones.

1.3. Estrutura do relatério

Este trabalho estd dividido em seis capitulos para proporcionar uma melhor
compreensdo dos objetivos propostos.

Neste primeiro capitulo é apresentada a motivacdo que levou a elaboragdo deste
trabalho assim como uma pequena introducfo ao tema de trabalho. E também descrita a
estrutura do relatorio.

No Capitulo 2 apresenta-se uma reviséo da literatura, onde séo referenciados 0s
estudos mais recentes relacionados com os temas mais importantes para a realiza¢ao deste
trabalho, nomeadamente sobre a focagem de fluxo, o processo de fabrico dos microcanais
e 0 desenvolvimento de analogos ao sangue.

No Capitulo 3 sdo abordados alguns conceitos teoricos sobre a reologia do sangue
e as suas propriedades, nomeadamente, a sua viscosidade, deformacdo e o seu

comportamento de escoamento em microcanais.
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No Capitulo 4 esta descrito todo o processo efetuado para a producéo e filtracdo das
particulas. Sdo também apresentados os resultados experimentais da producdo das
particulas com os diferentes réacios e sdo explicados os diferentes testes realizados com
corantes/pigmentos com o objetivo de corar o PDMS.

No Capitulo 5 é apresentado o escoamento das particulas e respetivos resultados,
demonstrando todo o processo laboratorial, assim como os testes reoldgicos.

Para concluir, no Capitulo 6 sdo apresentadas todas as conclusdes deste trabalho e

sugeridos alguns temas como trabalhos futuros.






Capitulo 2

Revisao da literatura

O estudo do comportamento do escoamento sanguineo através de microcanais €
crucial para melhorar a compreensdo sobre varios fendmenos fisiologicos e patoldgicos
que possam ocorrer no sistema microcirculatério humano. No entanto, as dificuldades
associadas ao uso de sangue in vitro, como o caso da coagulacdo e armazenamento de
amostras, promoveram o interesse crescente em desenvolver fluidos com propriedades
reoldgicas semelhantes ao sangue real, os chamados analogos do sangue. Idealmente,
solucBes com particulas flexiveis que imitem atributos-chave estruturais de glébulos
vermelhos (GVs), como o tamanho, a forma e as propriedades mecanicas, seriam
excelentes candidatos para reproduzir os efeitos multifasicos do sangue (Pinho, Mufioz
Sanchez, et al. 2016).

O polidimetilsiloxano (PDMS) é um elastémero inerte que serve como componente
chave numa gama de lubrificantes, selantes e produtos médicos e é amplamente utilizado
para o fabrico de sistemas microfluidicos utilizando técnicas como a litografia suave. E
também um material atraente para a sintese de microparticulas por vérias razdes, 0s
grupos de superficie de siloxano apresentados pelo PDMS podem servir como
manipuladores quimicos convenientes para a funcionalidade das particulas. Além disso,
a elevada permeabilidade deste elastomero a varios solventes e gases permite que as
microparticulas absorvam facilmente agentes selecionados do ambiente local e, deste
modo, as particulas podem servir, também, como elementos de separacdo e de detecdo
(Jiang, et al. 2012). Assim, este elastdbmero tem sido utilizado para produzir microesferas
de PDMS através de dispositivos microfluidicos. Jiang, et al. 2012 propuseram uma
técnica de focagem de fluxo, onde um precursor de PDMS foi disperso em microgotas

dentro de uma fase aquosa continua, Figura 1 (Jiang, et al. 2012).
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PDMS/Dye
PDMS Droplet
m PMMA Flow Focusing
Microfluidic Chip

(a) Microfluidic Generation of PDMS Droplets

E

Gas Out GasIn
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.
Q 3
(b) Off Chip 70 °C (c) Cured PDMS (d) PDMS Microbeads With
Curing Bath Microbeads Fluorescent Dye For O2 Sensing

Figura 1 - llustracdo do processo para produzir microesferas de
PDMS que podem ser usadas como sensores de oxigénio: a) geracao
microfluidica de gotas de PDMS por meio da técnica de focagem de
fluxo num dispositivo microfluidico (PMMA); b) cura fora do chip

das gotas de PDMS a 70° C; c) lavagem e colheita das
microparticulas curadas; d) utilizacdo destas microesferas para
detecdo de oxigénio (Jiang, et al. 2012).

Através deste método, o qual esta representado na Figura 1, 0s autores conseguiram
produzir microparticulas de PDMS de didametro médio de 80 um para poderem ser
utilizadas como sensores discretos de oxigénio.

Contudo, para desenvolver particulas com comportamento idéntico aos glébulos
vermelhos, é necessario produzir particulas com dimensdes na ordem dos 6 pum a 10 pum.

Calejo, et al. 2016 usaram particulas rigidas de 6 pm suspensas num fluido
viscoelastico para representar o comportamento do escoamento de glébulos vermelhos
ovinos, demonstrando assim a necessidade do desenvolvimento de microesferas
deformaveis para uma representacdo mais aproximada do comportamento dos GVs em
microcanais, como por exemplo a migracdo dos mesmos para o centro do dispositivo
levando a formacao de uma camada de plasma (camada livre de células) junto as paredes
(Calejo, Pinho, et al. 2016; Pinho, et al. 2017).

Assim, Acero, et al. 2013 propuseram uma nova técnica de focagem de fluxo capaz
de produzir particulas com dimensdes mais pequenas e deformaveis. O capilar cilindrico
utilizado na classica técnica de focagem de fluxo é substituido por uma agulha
hipodérmica comum de dimensao similar (Figura 2). A agulha termina com uma ponta
afiada através da qual o liquido injetado flui arrastado pela corrente externa criada por
uma sucgéo. Desta forma, o menisco afunilado da configuracdo da focagem de fluxo

padrdo é substituido por um fluxo do tipo Couette direcionado pela ponta da agulha. Um
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polimero liquido, neste caso PDMS, é ejetado pela ponta da agulha, que tem apenas

alguns microns de tamanho (Acero, et al. 2013; Mufioz-Sanchez, et al. 2016).

\ _ ‘g‘. “" \

Figura 2 — Imagens SEM, a esquerda: capilar padrdo e agulha; a direita: ponta da agulha
utilizadas na técnica proposta por (Acero, et al. 2013; Mufioz-Sanchez, et al. 2016).

Atraveés dos estudos feitos por Mufioz-Sanchez, et al. 2016, verifica-se que a técnica
atual é muito sensivel a posi¢éo da ponta da agulha no capilar de vidro, nas trés direcdes
espaciais. Quando se fixa no centro do orificio, o tamanho das gotas produzidas pode ser
controlado com preciséo deslizando a ponta da agulha ao longo do eixo do capilar de
vidro cilindrico sem variar o caudal (Mufioz-Sanchez, et al. 2016). A Figura 3 mostra o
menisco da agulha inserido no capilar de vidro, assim como o jato de PDMS criado na

ponta da agulha e posterior quebra do mesmo em pequenas gotas de PDMS.

\

drops
Figura 3 - Representagdo do jato de
PDMS formado na ponta da agulha e

esquema da variacdo da posicdo Z da
agulha (Mufioz-Sanchez, et al. 2016).

Ainda Mufioz-Sanchez, et al. 2016 apresentaram resultados preliminares de

comparacao reoldgica entre uma suspensao de particulas de PDMS com uma suspenséo
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de gldébulos vermelhos ovinos (Mufioz-Sanchez, et al. 2016) demonstrando a viabilidade
desta técnica na producéo de particulas deformaveis.

A deformabilidade dos GVs pode ser descrita pela facilidade com que estes mudam
de forma, dependendo das forcas mecanicas aplicadas na sua superficie exterior. Na
maioria das vezes a alteracdo da configuracdo globular é condicionada pela forma como
estas forcas mecanicas se distribuem na superficie dos eritrocitos. Assim, a deformacéo é
considerada uma propriedade reoldgica dos GVs (Novais 2012).

Para além da capacidade de deformacdo dos glébulos vermelhos, outro dos
fendmenos hemodindmicos também interessante e observado, tanto em estudos in vivo
como in vitro, € conhecido como efeito Fahraeus-Lindqgvist, no qual a viscosidade
aparente do sangue diminui a medida que o didmetro do vaso é reduzido, isto apenas para
vasos com diametro inferior a 300 um. A razdo fisica por tras deste fendmeno € a criacdo
de uma camada de plasma ou também conhecida como camada livre de células (CLC) em
regides adjacentes a parede do vaso (Fidalgo, et al. 2010), devido a migragéo dos glébulos
vermelhos para o centro do microcanal a qual também é influenciada pela sua capacidade
de deformacdo. E extremamente importante entender o comportamento da camada livre
de células na microcirculacdo, pois contribui para as propriedades reoldgicas do sangue
em microvasos. A espessura da camada livre de células pode ser definida como a distancia
entre a parede do microcanal e a regido limite do ndcleo dos glébulos vermelhos (Novais,

Pinho, et al. 2014), a qual esta representada na Figura 4.

/

Camada de Plasma

Figura 4 - Representacdo da camada de plasma num canal hiperbélico
(Calejo 2013).

Assim, as visualizacGes através de microcanais de contracdo hiperbdlica feitos de
PDMS por meio de litografia suave, sdo utilizadas para observar a CLC originada pelos
GVs (Calejo 2013; Rodrigues, et al. 2016) e por analogos ao sangue (Calejo 2013), assim
como para visualizar a capacidade de deformagdo do GVs ou particulas (Faustino 2012;
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Garcia, Dias e Lima 2012; Novais 2012). Contudo, para a fabricacdo destes dispositivos
existem outras técnicas ditas low-cost, como a xurografia (Pinto, et al. 2013) ou como a
fabricacédo proposta por Pinto, et al. 2014.

A xurografia tem como principal objetivo a diminui¢do dos custos de producao,
considerando que todos os outros métodos existentes sdo mais dispendiosos. Nesta
técnica é utilizada uma plotter de corte que corta no vinil, ou noutros possiveis materiais,
0 molde previamente desenhado em formato CAD para o fabrico do dispositivo. Depois
de colocado 0 PDMS no molde, a este é retirado todo o ar formado com uma bomba de
vacuo e posteriormente € efetuada a sua cura num forno ou outro equipamento equivalente
(por exemplo uma estufa). Apos a cura, 0 molde em PDMS é retirado, sendo que o molde
em vinil pode ser reutilizado (Pinto, Pinho, et al. 2013). Na Figura 5 esta representado,

resumidamente, todo o processo da xurografia.

Adhesive
side (grey)
[| Plotter blace

2) Weed unnecessay
film around pattern

Scored
release liner

3) Apply application tape 4| Peel off pattern with
application lape

5) Transfer and press 6) Peel off application tape
pattern to substrate Pattern remains on subsirate

Figura 5 - Etapas da xurografia para a microfabricagéo: 1) corte do molde
do microcanal na pelicula de vinil; 2) remoc&o da pelicula excedente a
volta do molde do microcanal; 3) colocag8o do papel de transferéncia (fita
de remocdo); 4) remocao do molde; 5) transferéncia do molde para o
recipiente pretendido; 6) remocéao do papel de transferéncia, ficando com
0 molde do microcanal colado ao recipiente o (Calejo 2013).

Um dos métodos mais populares para fabricar dispositivos microfluidicos
biomédicos é o uso da técnica de litografia suave (Faustino, Catarino, et al. 2016). A

litografia suave é uma técnica que consiste na transferéncia de um padrdo de uma

9
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mascara, previamente desenhada num programa CAD, para um material fotossensivel
(fotoresist) sobre um substrato (wafer) por exposicao seletiva a uma fonte de radiagéo,
como por exemplo a luz UV. As etapas do processo de litografia ttm uma sequéncia
I6gica para assegurar um molde 6timo. Este molde é coberto com um polimero gerando

uma réplica negativa do molde. Na Figura 6 pode-se observar as diferentes etapas de

>

microfabricagdo usando a litografia suave.

‘I

s $ PDMS
E N = = .
pininlals _
3 I suBsTRATO

B »o1DE

Fotolitografia Litografia Suave

Figura 6 - Demonstracéo dos diferentes passos para a fabricacdo do molde
dos microcanais por litografia suave (Novais, Pinho, et al. 2014).

Por fim, depois de o elastbmero ou polimero ser derramado para cima do molde,
neste caso o0 PDMS, procede-se a cura por temperatura permitindo remover-se uma
réplica do molde. Este processo permite obter um grande nimero de réplicas do molde
desenhado, como se pode ver na Figura 7 (Silva 2015).

Figura 7 — Remoc&o e réplica do molde de PDMS (Tomaiuolo 2008).

Ja a fabricacdo proposta por Pinto, et al. 2014 é uma adaptacéo mais economica da
litografia suave comum, ndo recorrendo a utilizagdo de cAmaras limpas e a wafer utilizada

é uma lamina de vidro em vez de uma placa de silica, a qual é muitas vezes usada na
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litografia suave. Esta técnica foi a utilizada para fabricar os moldes utilizados neste estudo

para medir o indice de deformacéo das particulas e a camada de plasma.
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Capitulo 3

O sangue e as suas propriedades reoldgicas

Neste capitulo sera feita uma breve abordagem a constituicdo do sangue e aos vasos

sanguineos. E também feita uma descricdo das propriedades reoldgicas do sangue.

3.1. O sangue

O sangue é um tecido vivo que circula em vasos sanguineos pelo organismo. Pode-
se considerar como um fluido opaco, tendo uma viscosidade superior a da agua e é
também heterogéneo, pois é constituido por um liquido amarelado, o plasma, e por uma
série de outros componentes (Fidalgo 2010), como os glébulos vermelhos, os glébulos

brancos e as plaquetas. Na Figura 8 estdo demostrados todos estes constituintes.

| Globulos Vermelhos |

Plasma

Capilar

| Globulos Brancos I

Plaquetas

Figura 8 - Representacdo de um vaso sanguineo com 0s
constituintes do sangue (Fidalgo 2010).
No total, o sangue assegura a homeostasia corporal, na qual se inclui, também, o
controlo do pH e da temperatura e o transporte de elementos constituintes do sistema
imunitario (Silva 2012).
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Gldbulos vermelhos

Os gl6bulos vermelhos (Figura 9), também conhecidos por hemécias ou eritrocitos,
sd8o0 o elemento mais presente no sangue. A hemoglobina (Hb) é o seu principal
componente, a qual Ihes da a sua cor avermelhada. A principal funcdo desta substancia é
transportar o oxigénio pelos diferentes tecidos e 6rgédos do organismo humano (Pinho e
Lima 2016).

O comportamento do escoamento sanguineo na microcirculagdo é fortemente
influenciado pelos glébulos vermelhos, uma vez que ocupam quase metade do volume
total do sangue. Sdo formados na medula 6ssea e durante a sua maturagdo perdem 0s seus
nacleos antes de entrarem no sistema circulatorio. Quando suspensos num meio isoténico
(tal como plasma ou soro fisiolégico), a forma dos glébulos vermelhos assemelha-se a
um disco bicéncavo e, em geral, tem entre 6 um a 9 um de diametro e 2 um a 3 um de
espessura (Garcia, Dias e Lima 2012; Pinho e Lima 2016; Lopes 2012).

Figura 9 - Glébulos vermelhos (Orangesdms - Red Blood
Cells - RG 2010).

A densidade dos GVs é de cerca de 1,08x10% kg.m™2 e os seus principais
componentes celulares sdo o citoplasma, hemoglobina e uma membrana fina composta
de bicamadas lipidicas e moléculas de proteinas. A viscosidade interna proporcionada
pela hemoglobina intracelular contribui para as propriedades reolégicas dos globulos
vermelhos. A matriz proteica, usualmente conhecida como citoesqueleto, tem um papel
importante nas suas propriedades mecanicas e na manutencdo da sua forma de disco
biconcavo (Garcia, Dias e Lima 2012).

A capacidade dos GVs se deformarem é fortemente influenciada pela sua
membrana celular e forma, e também pela concentracdo da hemoglobina (Pinho e Lima
2016).
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Gldbulos brancos

Os globulos brancos (Figura 10), também denominados de leucdcitos, sdo células
com nucleo que representam o principal mecanismo de defesa contra infegdes no nosso
organismo. A sua forma é, geralmente, esférica, mas a sua superficie ndo é lisa. O
didametro dos leucdcitos varia entre 7 um e 22 um, dependendo do seu tipo. O sangue
saudavel contém normalmente menos de 1 % de glébulos brancos do volume total de
células sanguineas. Estas células sdo menos deformaveis do que os glébulos vermelhos,
mas o0s glébulos brancos podem passar pelas paredes dos capilares. Assim, as
propriedades mecanicas dos globulos brancos ndo sdo claramente compreendidas e

necessitam de mais investigagdo (Pinho e Lima 2016).

Figura 10 - Glébulos brancos (Orangesdms -
White Blood Cell - AB 2010).

Plaquetas sanguineas

As plaquetas (Figura 11) sdo células sem nucleo, com forma redonda ou oval, em
geral, e com diametros de cerca de 1 um a 2 um. O namero destas células é geralmente
menor do que o de gldbulos brancos e podem ter pouco efeito sobre 0 comportamento do
escoamento sanguineo (Pinho e Lima 2016). Sdo responsaveis pelo fenémeno de
coagulagdo, quando h4 estagnacdo sanguinea (Lopes 2012).
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Capitulo 3 O sangue

Figura 11 - Plaquetas sanguineas (George 2015).

Plasma sanguineo

O plasma é um fluido amarelado que contém 90 % de &gua, em volume, e 10 % de
proteinas, substancias inorganicas, vitaminas, gases dissolvidos, entre outros. O fluxo
plasmaético, devido ao seu grande tamanho molecular, geralmente ndo passa através da
parede capilar, gerando assim uma pressao osmatica.

Em testes in vitro, a pressdo osmoética € um parametro importante que requer
atencdo especial. Por exemplo, quando os glébulos vermelhos estdo suspensos numa
solucdo isotdnica como o plasma, ou seja, a pressdo osmotica € a mesma em ambos 0s
lados, a sua forma ndo muda. No entanto, se os glébulos vermelhos estdo suspensos numa
solucdo hipotonica, solucdo onde a pressdo osmética € menor do que o sangue, a dgua
difunde no interior das células e como resultado, estas “incham” podendo ocorrer a
hemolise, ou seja, a destruicdo do glébulo vermelho e libertacdo de hemoglobina na
corrente sanguinea (Pinho e Lima 2016).

Uma forma simples de obtermos o plasma sanguineo separado dos outros

componentes é através da centrifugacdo, como se observa na Figura 12.

LA
" Plasma (35%
Q do total)
= = R S5 2 ’. >» Leucécitos e
2 4 ~  plaquetas (<1%
; ' 4 : do total)
Extracio de ~  Eritrécitos
@ sangue e @ Centrifugacdo (45% do total)

colocacio
num tubo de
ensaio

Figura 12 - Demonstracdo da separacdo dos constituintes do sangue (Diario
de Biologia 2010).
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3.1.1. Vasos sanguineos

Tal como Martins Lopes 2012 afirmou no seu estudo, o escoamento sanguineo tem

uma grande dependéncia da geometria dos canais onde este se processa. No caso da

circulacdo no interior do corpo humano, o sangue € forcado a escoar em vasos com
diferentes diametros e geometrias (Lopes 2012).

Os vasos sanguineos dividem-se em trés tipos distintos: as artérias, as veias e 0s

capilares (Figura 13).
Veia Artéria
Algumas camadas  poucas

de musculo liso e
tecido conjuntivo

Muitas camadas
de musculo liso e

tecido conjuntivo

camadas S
Vérias camadas

eldsticas eldsticas

> | Veia cava
Limen largo  Endotélio inferior

Vénula

Tecido conjuﬁtivo Endotélio

Células ——— & . "
Endoteliais

Capilar

Figura 13 - Representacdo de todos os tipos de vasos sanguineos (Soares 2016).

Sendo assim, o sangue oxigenado sai do coracdo, com alta pressdo e velocidade
(numero de Reynolds (Re) > 2000), através da aorta e move-se para outras grandes
artérias, seguindo para as arteriolas e capilares. No seu caminho de volta dos capilares, o
sangue move-se das vénulas para as veias, a fim de retornar ao coracao (Pinho e Lima
2016).

Artérias

A principal fungdo das artérias é transportar o sangue, 0 oxigénio e os nutrientes
para todas as partes periféricas do corpo humano. O seu didmetro médio é cerca de 4 mm,
com uma espessura de 1 mm. As artérias, no percurso do sangue, ramificam-se
sucessivamente, passando a ser arteriolas, sendo que o seu diametro vai diminuindo, até

a formacao de capilares (Silva 2012).
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Veias

As veias transportam o sangue sem oxigénio dos tecidos e 6rgaos até ao coracao.
Estas diferenciam-se das artérias na sua estrutura e funcdo. As vénulas, ou seja, as veias
mais estreitas, recebem o sangue dos capilares transferindo-o para as veias mais largas.
Neste percurso, 0 tamanho destes vasos vai aumentando gradualmente, até chegar a
periferia do coragdo. O didmetro médio das veias é, em média, muito superior ao tamanho

das artérias, sendo cerca de 30 mm, com uma espessura de 1,5 mm (Silva 2012).

Capilares

Nos capilares ocorre a passagem transmembranar de moléculas gasosas e lipofilicas
por difusdo simples e bidirecional, dependendo dos gradientes osmdticos, sem a
intervencdo de sistemas de transporte especificos. Estes vasos sanguineos tém um
didmetro interno entre 5 um a 10 um. Resultam da ramificacdo final das artérias e
organizam-se numa rede em todos os tecidos do corpo humano, sendo que s&o 0s
responsaveis pelas trocas de substancias e do oxigénio entre o sangue e os tecidos do
organismo. Apds as trocas entre os capilares, estes microvasos aumentam de diametro,

acabando por convergir nas vénulas (Silva 2012).

3.2. Microcirculacédo

A microcirculacdo é constituida por uma rede vascular que recobre os tecidos do
organismo, a qual é constituida pelos vasos sanguineos mais estreitos da circulacédo
sanguinea, como é o caso das arteriolas, das vénulas e dos capilares (Silva 2012).

As fungdes da microcirculacdo baseiam-se na irrigagéo e oxigenacdo dos tecidos,
das trocas liquidas através dos capilares entre o sangue e os tecidos irrigados, no controlo
da temperatura corporal e na prote¢do anti-inflamatoria (Silva 2012). A microcirculagéo
contrasta com a macrocirculacdo, a qual conduz o sangue entre os diversos 6rgéos, atraves
das artérias e das veias (Calejo 2013).

Ao longo dos anos, varios métodos experimentais tém sido aplicados para
compreender 0 comportamento do escoamento sanguineo na microcirculacdo e 0s
respetivos fendmenos, como por exemplo a formacdo da camada de plasma junto as
paredes dos vasos sanguineos com diametro inferior ou igual a 300 um (Garcia, Dias e
Lima 2012).
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3.2.1. Efeito de Fahraeus-Lindqvist

Como foi mencionado por Garcia, Dias e Lima 2012, nas grandes artérias, nas quais
o didmetro dos vasos sanguineos é suficientemente grande comparando com as células
individuais, é adequado considerar que o sangue é um fluido monofasico e pode ser
tratado como um fluido homogéneo no qual a sua natureza particulada é dispensada. A
medida que o tamanho das artérias vai diminuindo, a &rea da seccéo transversal vascular
aumenta. Assim a pressao e a velocidade diminuem a medida que o sangue flui para os
vasos de menor tamanho. Nesta fase, consideram-se, entdo, os efeitos das propriedades
multifasicas do sangue. Um destes efeitos é a formagdo da camada de plasma em
microvasos com diametro inferior a 300 pm, efeito este conhecido como Fahraeus-
Lindqvist (Garcia, Dias e Lima 2012). A camada livre de células ou camada de plasma
ocorre entre a coluna de glébulos vermelhos no microcanal e a sua parede, e forma-se
devido a tendéncia dos GVs e dos seus aglomerados migrarem para o centro do
microcanal formando uma camada isenta de células junto das paredes (Soares 2016).

Robin Fahraeus observou que o comportamento do escoamento do sangue e 0 seu
hematocrito (Hct) (percentagem de volume de sangue ocupado pelos GVs (Silva 2015))
sdo fortemente afetados pelos didmetros dos microvasos. Assim, Fahraeus observou que
0 hematdcrito nos capilares de vidro (diametro < 300 um) é menor do que o hematdcrito
de alimentacdo, o que sugere que este diminui a medida que o sangue prossegue através
de microvasos mais estreitos. Este fendmeno resulta da migracao dos glébulos vermelhos
para 0 centro do microvaso e consequentemente do movimento mais rapido das células
quando comparado com o meio de suspensao, tal como plasma ou Dextrano (Garcia, Dias
e Lima 2012, Fahraeus e Lindqvist 1931).

O efeito Fahraeus-Lindqvist estd de alguma forma relacionado com o fenémeno
descrito no paragrafo anterior. Considerando, ainda, microvasos com diametros inferiores
a 300 um, Fahraeus e Lindgvist observaram que a viscosidade aparente do sangue
diminui a medida que o didmetro do microvaso se torna menor (Garcia, Dias e Lima 2012,
Fahraeus e Lindgvist 1931). No entanto, o efeito Fahraeus-Lindgvist € invertido em

didmetros de 5 um a 7 um (Figura 14) (Garcia, Dias e Lima 2012) .
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Viscosidade aparente

1 10 100 1000 10000
Diametro do capilar (um)
Figura 14 - Efeito Fahraeus-Lindqvist: variacdo da viscosidade com o

diametro do capilar (Garcia, Dias e Lima 2012).

Pode-se entdo dizer que este fendbmeno indica que o hematdcrito ndo € o Unico
parametro que afeta a viscosidade aparente do sangue. Assim, a camada de plasma e
também os movimentos microscopicos dos globulos vermelhos e a sua deformabilidade
desempenham um papel importante na viscosidade aparente do sangue (Pinho e Lima
2016).

3.2.2. Escoamento sanguineo

Como Pinto 2012 referiu no seu estudo, 0 escoamento sanguineo pode obedecer aos
principios fisicos de escoamento no interior de condutas, no qual a massa, a energia e a
qguantidade de movimento sdo conservadas. O movimento do sangue nos Vvasos
sanguineos ¢é provocado pelo gradiente de pressao que existe no seu interior, a qual esta
constantemente a ser alterada no interior dos vasos, de ponto para ponto. Esta variacdo da
pressdo ira provocar 0 movimento do sangue. Porém, as forgas tangenciais ao movimento
do sangue (forcas de corte), assim como as forgas provocadas pela turbuléncia do
escoamento opdem-se a circulacdo sanguinea (Pinto 2012).

Existem dois tipos de escoamento que podem ser considerados: o laminar e 0
turbulento (Figura 15). O primeiro ocorre quando a velocidade tem apenas uma
componente ao longo do eixo, ou seja, o0 fluido move-se em camadas paralelas; por sua
vez, 0 regime turbulento ocorre quando existem outras componentes ndo normais ao eixo,

apesar da componente principal se encontrar ao longo do eixo, isto é, as particulas
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apresentam um movimento irregular, existindo assim componentes transversais ao
escoamento global do fluido (Pinto 2012; Soares 2016).

; —0—)'
[ —8>

(A)

R W
: \\A/\.ﬁ
! \/ /t
(B)
Figura 15 - Representacdo dos dois
tipos de escoamento: A) escoamento

laminar; B) escoamento turbulento
(Soares 2016).

Em regime laminar, a viscosidade tende a moderar o aparecimento da turbuléncia,
possuindo um Reynolds (Re) inferior a 2100, por sua vez 0s escoamentos turbulentos sdo
caracterizados por possuir Reynolds superiores a 4000 (Santos 2009). Porém, o valor de
Re pode ser muito inferior (por exemplo entre 10 e 100) quando o fluxo ocorre em vasos com
geometria variavel e/ou constri¢des (Soares 2016).

Podemos entdo dizer que o nimero de Reynolds representa a razéo entre as forgas
de inércia e as forcas da viscosidade de um escoamento, permitindo analisar se o
escoamento é laminar ou turbulento. Este pode ser calculado tendo em conta as forgas
inerciais e as forcas causadas pela viscosidade do fluido. Para condutas de seccdo circular

é calculado por (Pinto 2012):

pVD VD
R, =—=— Eg. (1
e W N q- (1)
onde p é a massa volumica do fluido, V é a velocidade média, D é o diametro da conduta,
n é a viscosidade do fluido e v é a viscosidade cinematica. Para condutas de sec¢do ndo

circular, o diametro D é substituido pelo didmetro hidraulico, o qual é dado por D, =

4xA . ~ P ~
T, onde A representa a area da Sec¢ao e p o perimetro desta mesma SECCao.

No sistema circulatorio, quando o sangue atinge as arteriolas e capilares, o Re torna-
se menor que 1, onde a forca viscosa domina sobre as forcas inerciais, como se pode

observar na Figura 16 (Lima, et al. 2012).

21



Capitulo 3 Microcirculacdo
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Capilares

Figura 16 - Diagrama esquematico da variagdo na pressdo arterial e Re
para as grandes artérias, capilares e veias (Lima, et al. 2012).

3.3. Hemorreologia

A hemorreologia é a ciéncia que estuda a deformac&o e o escoamento do sangue e
o0s seus componentes. Inclui, também, o estudo das propriedades mecanicas e reoldgicas
do sangue (Soares 2016). Os sélidos, os liquidos e substancias viscoelasticas sdo os tipos
de matéria mais analisadas por esta ciéncia. Seja qual for o caso, quando a matéria é
sujeita a forcas externas tende a mudar de forma ou de dimensdo. Estas alteracGes
resultam de deslocacfes relativas dos componentes fisicos, o que se entende por
deformacéo (Silva 2012).

Como Silva 2012 refere, quando a matéria é solida, a deformacdo tende a ser
proporcional a forca exercida, recuperando a forma original quando essa forca deixa de
atuar. Os fluidos, os quais se entendem como matérias com caracteristicas viscosas, no
estado liquido ou gasoso, quando sdo sujeitos a uma forca incidente, tendem a deformar-
se continuamente. Assim, ha fluxo de matéria ndo s6 quando a deformagdo aumenta, mas
também quando diminui. Se este fluxo for proporcional a forca aplicada, os liquidos ou
fluidos séo classificados como Newtonianos ou lineares, como € o caso da agua, do 0leo,
etc.; se ndo houver proporcionalidade, como no caso das emulsdes, suspensdes e
polimeros, sdo designados por ndo-Newtonianos ou ndo-lineares (Silva 2012).

Existem varios tipos de fluidos ndo-Newtonianos, 0s quais podem ser classificados

conforme a forma como ocorre a varia¢do da tensdo de corte com a taxa de deformacéo
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em dilatantes, pseudoplasticos ou viscoplasticos, como se pode observar na Figura 17
(Lopes 2012).

Bingham plastic

Pseudo
plastic

Mewtonian
fluid

Dilatant

..
dw/dy

Figura 17 - Representacdo da variacdo da tenséo de corte
(t) com a taxa de deformacéo (du/dy) para diferentes tipos
de fluido (Msubbu 2014).

O sangue insere-se no grupo dos fluidos ndo-Newtonianos, mais precisamente no
grupo dos pseudoplasticos, cuja viscosidade diminui com o aumento da taxa de

deformacéo, apresentando também uma componente el&stica (Silva 2012; Lopes 2012).

3.3.1. Perfis de velocidade de escoamento em microcanais

A velocidade do escoamento sanguineo em microcanais tem sido medida ao longo
dos anos por diversas técnicas de medicdo. De todas essas técnicas ndo ha consenso geral
sobre o perfil de velocidade real nos microvasos. A grande dispersdo de resultados reflete
a complexidade dos fendémenos que ocorrem na microcirculacdo (Lima, et al. 2012). No
entanto, os perfis de velocidade de escoamento sdo fortemente afetados por varios
parametros combinados tais como: hematocrito, didmetro do microcanal, taxa de
deformacéo, taxa de fluxo, fluido de suspensédo (plasma, soro fisioldgico ou Dextrano),
erros experimentais, etc. Apesar da grande quantidade de pesquisas nesta area, a evidéncia
experimental permanece escassa e as controveérsias ainda permanecem (Lima, et al. 2012).

Goldsmith e Turitto 1986 usaram suspensdes de células fantasmas e obtiveram
perfis de velocidade com base no comportamento de fluxo microscopico de glébulos
vermelhos. Os seus resultados sugerem que, em solucées diluidas (~ 1% Hct), o perfil de
velocidade tem forma parabdlica. Com um hematdcrito mais elevado, o perfil torna-se

plano em torno do eixo do microcanal (ver Figura 18) (Goldsmith e Turitto 1986).
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Figura 18 - Representacdo esquematica dos perfis de velocidade
para glébulos vermelhos em suspens@es diluidas (<1% Hct) e
concentradas (32% Hct). As velocidades locais (u (r)) séo
tracadas como propor¢des da velocidade da linha central (Uavg).
R e r correspondem, respetivamente, ao raio do microcanal e a
posicdo radial (r) a partir do eixo do canal (Lima, et al. 2012).

3.3.2. Viscosidade do sangue
A viscosidade do sangue é um parametro que depende de diversos fatores ndo
assumindo os mesmos valores para as diferentes partes do sistema vascular. Os fatores
que influenciam a viscosidade do sangue sdo o hematdcrito, a temperatura e a velocidade
de escoamento (Silva 2015; Silva 2011). Na Figura 19 estd demonstrado a variacdo da

viscosidade do sangue dependendo do hematdcrito.
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Figura 19 - Relag&o entre a taxa de deformago e a viscosidade
para sangue normal (45% Hct) e o plasma (0% Hct) (Pinho e
Lima 2016).
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O comportamento pseudoplastico do sangue deve-se a presenca de suspensoes
celulares e as interacfes com o plasma e entre si. Dadas as dimens@es e concentracdo dos
glébulos vermelhos, estes sdo as células que mais contribuem para esse comportamento.
Assim sendo, qualquer variacao na estrutura ou concentracao dos GVs, ou na forma como
estes interagem com 0 meio de suspensao provocam uma variacdo na viscosidade do
sangue (Lopes 2012).

Para taxas de deformacdo muito baixas, os globulos vermelhos tendem a formar
agregados, normalmente designados por rouleaux (Figura 20), os quais sao estruturas
semelhantes a “moedas empilhadas”, podendo criar estruturas tridimensionais de
dimens6es globais que provocam uma resisténcia superior ao escoamento. Esta é a causa

de a viscosidade ser superior para baixas taxas de deformagao (Lopes 2012).

Figura 20 - Aglomerados de
glébulos vermelhos (Lopes
2012).

A formacao de rouleaux depende também da concentracéo dos elementos presentes
no plasma. Para maiores concentracdes de fibrinogénio e globulinas (proteinas presentes
no plasma) ha um maior estimulo para a formacao destes complexos. A auséncia destas
proteinas endurece os globulos vermelhos incapacitando-os de formar agregados.
Contudo, a formacgédo de rouleaux ndo é um fendmeno permanente, desagregando-se
reversivelmente para maiores valores da taxa de deformacé&o, até ao limite de deformacéo
do eritrocito. Ao diminuir as dimensGes dos aglomerados presentes no sangue, a
resisténcia que estes oferecem ao escoamento passa a ser menor e, consequentemente, a
viscosidade do sangue também diminui. Porem, na circulacdo do sangue no interior do
corpo humano as taxas de deformacdo verificadas sdo demasiado elevadas para

permitirem a formac&o de rouleaux de grandes dimensdes (Soares 2016).
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3.3.3. Deformacéo dos globulos vermelhos

Como jé foi referido, os globulos vermelhos sdo células bicdncavas capazes de se
deformar, dependendo das for¢as mecanicas a que sdo sujeitos. Mudam para uma forma
eliptica quando submetidos a tensbes de deformacdo e alongam-se significativamente
para passar através dos menores capilares da microcirculacdo, mesmo quando as
dimensdes sdo inferiores as células (Rodrigues, et al. 2013).

O termo de deformagdo dos eritrdcitos €, ainda, aplicado para representar a
propriedade de adaptacdo destas células ao escoamento durante os 120 dias que
normalmente permanecem na circulacdo. Este fenomeno da deformacgdo depende de
varios fatores, como por exemplo da geometria celular (dependendo da forma, volume e
da relacdo superficie/volume dos GVs), da viscosidade interna, a qual depende da
concentracdo de hemoglobina e de propriedades fisico-quimicas, e de propriedades

viscoelasticas da membrana do glébulo (Novais 2012).

3.4. Reometria

A reometria € um dos ramos da reologia na qual se mede, experimentalmente, as
caracteristicas reolégicas dos materiais, tais como a viscosidade de corte e as diferencas
de tensdes normais. Para efetuar as medicOes experimentais podem ser utilizados
redbmetros e/ou viscosimetros (Calejo 2013).

A base da reometria inclui a reometria de corte e a reometria extensional, ou eletro-
reoldgica. Na caracterizacdo reoldgica de um fluido ndo-Newtoniano, frequentemente,
adotam-se dois tipos de escoamento padrdo: um escoamento de corte simples e um

escoamento elongacional (Calejo 2013).

3.4.1. Reometria de corte
Os redmetros de corte sdo equipamentos que permitem medir determinadas fungdes
materiais, nomeadamente, a viscosidade de corte (Calejo 2013).
Neste trabalho foi utilizado o reémetro rotacional Bohlin Instruments CVO (Figura
21) com resolugdo minima de 0,0005 mN.m (5x10°" N.m), para medir as propriedades

reoldgicas dos fluidos utilizados.
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Figura 21 - Redmetro Bohlin
Instruments CVO.

Lei de Newton da viscosidade

Considerando um fluido entre duas placas planas paralelas, de area A, separadas por
uma distancia H, uma forca Fé aplicada na placa superior fazendo com que esta placa
entre em movimento, a uma velocidade % constante em relacdo a placa inferior, a qual

esta fixa, conforme demonstrado na Figura 22 (Santos 2009).

Area, A
s 4 >
Forca aplicada Forga de corte, Fo
F| d |
A Velocidade U
Perfil de
velocidodes
H u=uyy) ¥
x
-
v Velocidade nula

[ |
Figura 22 - Representacdo esquematica do escoamento de Couette entre duas
placas paralelas (Santos 2009).

A forca F da origem a uma outra forca com a mesma intensidade, mas de sentido
contrério, a forca de corte, que se desenvolve devido as forcas de coeséo do fluido sobre

as paredes da placa e entre as camadas de fluido, assumindo que o escoamento ocorre em
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regime laminar. Este escoamento tangencial promovido pela movimentacdo da parede é

designado por escoamento de Couette (Santos 2009).

A forca de corte origina um gradiente de velocidade, Z—;, entre as placas que, no

caso de o escoamento ser laminar, em regime estacionario — escoamento em que a
. o . av . .
velocidade nao varia com o tempo, e 0, s6 depende da ordenada do ponto que se esta

a estudar, y. A velocidade do fluido na placa inferior sera nula e na placa superior terd o
valor de U (condicdo de ndo-deslizamento) (Santos 2009).
O perfil de velocidades, segundo o eixo dos xx, u, € apenas em funcdo da

coordenada transversal y e varia linearmente na forma,
u = %U Eq. (2).

A taxa de deformacdo, y, sera constante em todo o dominio e dada pela seguinte

equacao:

. du U
=— === Eqg. (3).

- dy T H
De notar que, o gradiente de velocidades na direcdo do eixo dos xx coincide com a

taxa de deformacéo (Santos 2009).
A viscosidade dindmica define-se, comparando com a lei de Newton para a
viscosidade, como a razdo entre a tensdao de corte (shear stress) e a respetiva taxa de

deformacdo (shear rate), ou seja:

. T T
nW) =z =" Eq. (4)
— 14
dy
onde 7 representa a viscosidade, com unidade de Nms, ou seja, Pa.s; T a tenso de corte,

Pa, e y a taxa de deformacéo, s (Santos 2009).

Geometrias de reometria

No redmetro rotacional, as medi¢des das propriedades reoldgicas sao feitas a partir
de uma tensdo de corte imposta pela rotacdo ou oscilagdo de uma geometria (Calejo
2013). As geometrias que se podem usar neste redbmetro sdo o prato paralelo ou cone-
prato (Figura 23), entre outras (CVO 2010).
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Figura 23 - Diferentes geometrias de cone-prato e prato
paralelo.

Neste trabalho, a geometria utilizada foi a de cone-prato, (com diametro de 55 mm
e angulo de 1° - CP 1/55, com gap = 30 um), a qual consiste num cone superior rotativo
e numa placa inferior fixa com uma amostra contida entre eles (CVO 2010). Esta

geometria esté representada na Figura 24.

<

T

F Prato fixo

Figura 24 - Representacdo da geometria cone-prato utilizada (Santos
2009).

A tensdo de corte relaciona-se com o binario, 7, através da seguinte equacéo:

Toy = NP)-G) = 3 Eq. (5).

Os graficos que irdo ser descritos no decorrer do trabalho aqui apresentado,
relativos a ensaios de corte, estardo limitados a esquerda por uma fronteira devida ao
momento torsor minimo que o equipamento consegue medir e a direita por outra fronteira
devida a ocorréncia de instabilidades inerciais, ou seja, 0 surgimento de escoamentos

secundarios (vortices de Taylor) (Figura 25).
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m.ﬂ?’

Figura 25 - Representacdo esquematica de
escoamentos secundarios (Santos 2009).

Assim, a equacdo que define 0 momento torsor minimo é a seguinte:
__3Mpyin1
Umin = 27R3

Eqg. (6)

onde M,,;, representa a resolucdo minima do equipamento (5x107 Nm) e R o raio da
geometria, em m.
A outra fronteira é calculada pela seguinte forma:
R%a®
6

Y Eq. (7)

onde p representa a massa volimica e a 0 angulo, em radianos, da geometria.

Umax = P
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Capitulo 4
Producao de particulas de PDMS

Neste capitulo é descrita a producdo de particulas de PDMS, assim como 0s
diferentes pardmetros em estudo, nomeadamente o efeito do racio [base:agente de cura]
na reducdo do tamanho do didmetro das gotas ap0s a cura. O processo utilizado para a
fabricacdo das particulas foi a técnica da focagem de fluxo que vem no seguimento do
trabalho de Silva 2015 e de Mufioz-Sanchez, et al. 2016 os quais se basearam na técnica
de Acero, et al. 2013 referida no Capitulo 2.

E também analisada a viscosidade das diferentes misturas de PDMS e o melhor
corante a usar para a obtencao de particulas coradas. Foi ainda calculado o coeficiente de
reducdo do tamanho das particulas com a variacdo do racio da mistura de PDMS, com a

adicdo de corante e ainda com o tamanho inicial das gotas de PDMS.

4.1. Procedimento experimental para a obtencdo das particulas

4.1.1. Setup para a producdo de particulas de PDMS
Na Figura 26 esta representado esquematicamente o setup utilizado para a producao
das particulas de PDMS. Este estd montado sobre uma mesa pneumatica (H) com uma

pressdo de 3,8 bar e sobre 0 mesmo esta o extrator de ar.
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“H
Figura 26 - Representacdo esquematica do setup experimental: (A) agulha
localizada no capilar de vidro; (B) sistemas de alta precisdo de orientacéo-

translacéo; (C) camara digital; (D) lentes oticas; (E) fase triaxial de
movimentacdo da cdmara; (F) fibra dtica; (G) mesa ética; (H) sistema
pneumatico de isolamento anti-vibracdo (Mufioz-Sanchez, et al. 2016).

Atraveés da Figura 26 - A) observa-se o capilar de vidro, ou seja, um pequeno tubo
de vidro com um bocal de 200 um e comprimento de aproximadamente 1 cm. Este é

fixado dentro da célula de vidro, como se pode ver na Figura 27.

Célula de
- vidro

A
Figura 27 - Capilar de vidro dentro da célula.

A agulha hipodérmica utilizada (Becton Dickinson MICROLANCE 3 30G 1/2), com
didmetro interno de 160 pm e externo de 300 um (Figura 28) é inserida dentro do capilar
de vidro e cria um jato de PDMS, o qual se quebra em pequenas gotas. O PDMS utilizado
(Sylgard ® 184, Dow Corning) é constituido por duas partes: uma base de oligomeros de
siloxano (Parte A) e um agente de cura de oligdbmeros de siloxano e catalisador (Parte B).

A proporcdo da parte A:parte B da mistura foi variada durante os testes efetuados.
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Figura 28 - Agulha hipodérmica.

Tanto o capilar de vidro como a agulha hipodérmica sdo imersos num banho de
glicerina (Panreac), cuja viscosidade € 0,97 Pa.s, e surfactante Brij 30 com viscosidade
igual a 0,04 Pa.s, num racio de [9:1], para evitar a coalescéncia das gotas a jusante do jato
de PDMS formado na ponta da agulha. Esta solucéo é imiscivel com o jato de PDMS.

O sistema de focagem de fluxo montado é ainda constituido por duas bombas de
seringa: uma bomba de injecdo (Figura 29 — a)) a qual injeta 0 PDMS através da agulha
hipodérmica (Figura 26 — A) para dentro do capilar de vidro e uma segunda bomba de
seringa, (Figura 29 — b)), a qual esta ligada a célula de vidro e succiona o banho de
glicerina com surfactante juntamente com as gotas produzidas no capilar de vidro (Figura

26 - A) para uma seringa de vidro Hamilton.

Figura 29 — a) Bomba de inje¢éo; b) bomba de sucgéo.

Foram utilizadas duas camaras de alta resolu¢do (Photron, FASTCAM SA5), as
quais estdo representadas na Figura 30, para a visualizacdo das gotas de PDMS formadas
dentro do capilar de vidro no computador. Na Figura 26 a cdmara esta esquematizada pela
letra C, a qual representa a cAmara da Figura 30 - a).
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Figura 30 - Camaras utilizadas para a captura das imagens das particulas.

Com a ajuda destas cAmaras de alta velocidade é entdo possivel a visualiza¢do, no
computador, do capilar de vidro, recorrendo também a essa imagem para se conseguir
colocar a agulha no orificio do mesmo. O sistema de trés eixos, Figura 26 — B, facilita
também a deslocacdo correta da agulha e o posicionamento Z, o qual determina o tamanho
da gota (Figura 3).

A letra F na Figura 26 representa a fibra otica a qual fazia a iluminac&o da cAmara

maior (C). Esta fonte esta também representada na Figura 31.

Nt

Figura 31 - a) agulha hipodérmica (Becton Dickinson
MICROLANCE 3 30G 1/2); b) fibra dtica.

Todo o processo de producdo das gotas de PDMS ocorreu aproximadamente,
durante 3 horas.

De referir que a técnica de fluxo de focagem usada ja tinha sido previamente
otimizada, ou seja, a melhor posicdo da agulha dentro do capilar e a razdo entre os caudais
de injecdo e succdo, num trabalho desenvolvido anteriormente. Mais informacdo sobre

esses pormenores podem ser encontrados em (Silva 2015).

4.1.2. Materiais e métodos
Producéo de particulas em PDMS
Para a producdo das particulas comegou-se por preparar o banho de glicerina, que
é colocado na célula de vidro. Esta mistura foi colocada no agitador (Agimatic-E, P-

Selecta) a 60 rpm, com T < 50° C, aproximadamente 30 min, para que 0s componentes,
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glicerina e surfactante, ficassem bem misturados. O banho necessita ficar a repousar para
que todo o ar saia da mistura e 0 mesmo fique completamente transparente.

Na elaboracdo do PDMS, a parte A (base) e a parte B (agente de cura) foram
misturados, [A:B], num copo de plastico com a ajuda de uma espatula aos racios de [6:4],
[10:1] e [8:2]. Utilizou-se, também, uma balanca para saber as quantidades a usar, em
gramas. O material utilizado pode ser observado na Figura 32.

O PDMS, com o respetivo racio, é colocado dentro da seringa de vidro de 5 mL,
que esta conectada a agulha hipodérmica por meio de tubos e injetado com um caudal
constante de Q = 0,04 mL/h.

Figura 32 - Material necessario para a preparagdo do PDMS: a) parte A
(base); b) parte B (agente de cura); c) copo de plastico; d) espatula; €)
balanga; e do banho no qual o capilar de vidro é emergido: f) glicerina; g)
surfactante Brij 30; h) goblé de vidro; i) agitador.

Dentro da célula colocou-se o banho de glicerina e surfactante, cobrindo o capilar
de vidro (Figura 33) o qual esta conectado a uma seringa de vidro Hamilton que se
encontra na bomba de succdo, que succionava o banho juntamente com as gotas

produzidas com um caudal de Q =2 mL/h.
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Figura 33 - Banho dentro da célula cobrindo o
capilar de vidro.

Para terminar o processo, a amostra obtida com as gotas produzidas foi transferida
para um goblé que se colocou numa placa de aquecimento, a uma temperatura aproximada
de 70°/80° C (Figura 34) durante 18 horas, aproximadamente, para se obter as particulas
em estado sélido, ou seja, procedeu-se a cura por temperatura das gotas de PDMS

produzidas.

Figura 34 - Particulas de
PDMS no processo de cura a
70°/80° C.

Producéo de particulas de cor

Para a producéo de particulas de cor, 0 material utilizado foi o mesmo anteriormente
descrito na producdo de particulas de PDMS. Relativamente as particulas de cor
vermelha, adicionou-se um pigmento vermelho apropriado para silicones (PP SIL RO-1,
Plastiform) cuja viscosidade € 0,15 Pa.s. Para fabricar as particulas cinzentas utilizou-se
um PDMS Sylgard ® 170 silicone elastomer (Dow Corning) ja com cor cinzenta, sendo
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a parte A de cor preta e a parte B de cor bege, com valores de viscosidade na ordem de
3,56 Pa.s (Figura 35).

PP SIL RO -1

TASTA POVENTARI PARA £ 20hA

Www' B
Tel QUay 0y Fa AT

g M i .
ALCALR 5 HENFES (N5
e 9 g Foe 0

Figura 35 - Pigmento vermelho (PP SIL

RO-1, Plastiform) utilizado para corar o

PDMS; PDMS cinzento (Sylgard ® 170
silicone elastomer - Dow Corning).

Para a producdo das particulas de cor vermelha, o corante/pigmento foi misturado,
primeiramente, com a parte A do PDMS e s6 depois se adicionou a parte B, misturando
tudo até ficar um fluido homogéneo. A razéo de proporcéo utilizada foi, no PDMS, [10:1]
com 20%, em massa (w/w), de corante. Em relacdo as particulas cinzentas, o racio
utilizado no PDMS foi de [1:1], uma vez que este vinha numa seringa que, ao pressionar
0 embolo, administrava a mesma quantidade quer de parte A quer de parte B. Todo o
restante processo foi igual ao procedimento descrito anteriormente.

Na Figura 36 pode-se observar duas fases do procedimento comum em todos 0s
testes, ou seja, a producdo das gotas dentro do capilar bem como a nuvem formada ap6s

a succdo destas gotas para a seringa de vidro.
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Figura 36 - Demonstracdo da producéo de
particulas de cor, o qual € comum também na
producdo de particulas com PDMS normal: a)

agulha inserida no capilar de vidro com 0 PDMS
corado e visualizacdo de um "fio" de gotas
acumuladas no fundo do capilar; b) observacéo da
nuvem de gotas cinzentas na seringa de sucgéo, as
quais estdo prontas para serem curadas.

Processo de filtracdo das particulas de PDMS

Depois da cura das gotas de PDMS na solucdo de glicerina, estas foram transferidas,
novamente, para o capilar de vidro (Figura 37), para se poderem visualizar no
computador, a fim de se medir o seu diametro depois da cura, como demonstrado no
Anexo A.

Em seguida procedeu-se ao processo de separacdo das particulas do banho de

glicerina.

" :
Figura 37 - Capilar emergido em glicerina.

Para a separagéo das particulas foi utilizada uma bomba de vacuo a qual estava
ligada a um depdsito com um funil de cerdmica onde se colocou filtros de fibra de vidro
com poros de 1,2 um, através dos quais se faz a succdo do fluido por vécuo, ficando as
38



Capitulo 4 Procedimento experimental para a obtengdo das particulas

particulas na parte superior do filtro. Foi ainda efetuada uma segunda passagem de agua
destilada para uma melhor limpeza das particulas. O filtro com as particulas depositadas
sobre 0 mesmo, é lavado com isopropanol fazendo escorrer para uma placa de Petri as
particulas. Estas ficam depositadas na placa de Petri podendo ser raspadas e suspendidas

em outros meios. Todo este material esta representado na Figura 38.

Figura 38 - Material utilizado na filtragdo das particulas: a) bomba de vacuo;
b) filtros de fibra de vidro com poros de 1,2 um; c) pinga; d) placas de Petri;
e) 4gua destilada; f) isopropanol.

4.2. Apresentacao e discussdo dos resultados

4.2.1. Andlise da reducéo do tamanho das particulas de PDMS: variacao do

racio

Foram feitos varios estudos a fim de se analisar a reducdo do didmetro das

microparticulas fabricadas, ou seja, compreender o que mais afeta a redugdo do tamanho
do diametro, apds a cura, das gotas de PDMS. Para isso efetuaram-se diversos testes
variando o racio do PDMS. Utilizou-se o racio de [10:1], cuja viscosidade ronda os 3,02
Pa.s e o ré&cio de [8:2] com uma viscosidade aproximada de 1,64 Pa.s. Em cada réacio
variou-se, também, o tamanho da gota (Dq), para se poder efetuar uma comparacéo com
estudos anteriormente realizados por Mufioz-Sanchez, et al. 2016, manipulando a posicao
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Z da agulha: Dg aumenta a medida que Z também aumenta, isto é, & medida que a agulha
é movida a jusante dentro do capilar de vidro o tamanho da gota também aumenta.

Estes estudos anteriores foram efetuados com racio de PDMS de [6:4], o qual
apresenta uma viscosidade de 0,62 Pa.s, onde foram produzidas gotas de,
aproximadamente, 6, 10 e 21 um (Mufioz-Sanchez, et al. 2016).

Os valores da viscosidade dos diferentes racios estdo apresentados na figura
seguinte (Figura 39), os quais foram estimados através do redmetro utilizado para obter

as curvas reologicas das suspensdes das particulas.

4,0

3.5 7

3,0 +

25 T

2,0 +

n (Pa.s)

1.5 +

1,0 +

05 +

0,0

W[10:1] =[8:2] O[6:4] B[10:1]+ 20 % {Corante Vermelho) =[1:1] PDMS Cinzento

Figura 39 - Representacéo dos valores da viscosidade para os diferentes racios e
para os PDMS corados.

Récio de [10:1]

Com o récio de [10:1] foram efetuados trés testes para se obterem trés tamanhos de
particula. Foram entdo produzidas gotas de tamanho aproximado de 7,37 um, 11,16 um
e 21,54 um, as quais foram curadas, filtradas e colocadas em caixas de Petri, devidamente
identificadas. Este racio €, de todos os estudados, 0 mais viscoso.

A Figura 40 mostra a probabilidade do tamanho do diametro das gotas fabricadas e
das particulas depois da cura, para os trés tamanhos. Através da Figura 40 - a), observa-
se que a média de tamanho das gotas era de 7,37 um, passando a ser, apés a cura, de 5,73
pm; na Figura b) verifica-se uma média de tamanho de 11,16 pum e ap0s estas gotas terem
sido sujeitas a cura, verifica-se uma diminui¢do de tamanho, para 8,02 um; na Figura c)

a média de tamanho das gotas era de 21,54 um passando a ser, depois da cura, de 6,67

pm.
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Figura 40 - Resultados experimentais relativamente a gotas produzidas com PDMS com racio de
[10:1], com tamanho médio de: a) 7,37 um; b) 11,16 um; ¢) 21,54 um, antes da cura.

Ainda na Figura 40 — c), verifica-se que h4 uma maior descida da média do
tamanho das particulas, ou seja, quanto maior o tamanho inicial da gota, maior é a sua

reducdo do didmetro ap0s o tratamento com temperatura.

Récio de [8:2]

Para este racio, [8:2], procedeu-se de igual forma que para o racio anterior. As gotas
foram igualmente produzidas em trés testes diferentes para obter os tamanhos
aproximados de 7,89 um, 10,60 pum e 20,30 pum.

Na Figura 41 é representado o resultado do tamanho das particulas produzidas,
verificando-se, de igual forma ao caso do racio [10:1], que ocorre um decréscimo da
média de tamanho das gotas, ap0s serem sujeitas a cura com temperatura. Verifica-se,
tambem, que as gotas com maior tamanho, 20,30 pum, sofreram maior redugdo do seu

didmetro, atingindo a dimensdo média de 5,06 pm.
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Figura 41 - Resultados experimentais relativamente a gotas produzidas com PDMS com racio de
[8:2] com tamanho médio de; a) 7,89 um; b) 10,60 um; c¢) 20,30 um, antes da cura.

Récio de [6:4]

Os resultados apresentados na Figura 42 foram utilizados como termo de
comparacao com os estudos efetuados anteriormente por Mufioz-Sanchez, et al. 2016,
sendo que as conclusdes sdo as mesmas obtidas pelos testes realizados no decorrer deste
trabalho para os racios de [10:1] e [8:2], ou seja, hd uma reducdo de tamanho das gotas
depois de serem sujeitas a cura para os trés tamanhos diferentes, sendo que, também para

as gotas de maior dimens&o, a reducdo € mais significativa.
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Figura 42 - Representacdo dos resultados experimentais do fabrico de particulas antes
e depois da cura, realizado com PDMS com racio de [6:4] (Mufioz-Sanchez, et al.
2016).

Coeficiente de redu¢do do tamanho das particulas com diferentes racios
A reducdo do tamanho das gotas quando passam do estado liquido (Dg) para o
estado solido (Dp) foi entdo calculada através do coeficiente de redugdo (Cs), o qual é
dado pela férmula seguinte:
_ Da=Dp

Cs = D—X].OO, Eq (8)

d

onde Dqg € a média de tamanho da gota antes da cura e Dy é a média de tamanho da
particula apds a cura.

Através da analise do Figura 43 conclui-se que ha uma tendéncia comum no que
diz respeito ao coeficiente de reducdo de tamanho, sendo que, as particulas produzidas
com racio de [8:2] tém uma pequena variacdo em relacdo a linha de tendéncia de reducéo

de tamanho dos outros racios.
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Figura 43 - Coeficiente de reducéo de tamanho das particulas com diferentes
racios de produgdo, mostrando a linha de tendéncia da reducéo do tamanho,

ou seja, Cg = 13—0Dd, com Dy a variar entre O um e 30 um.

Pode-se concluir que a existéncia de maior ou menor quantidade de agente de cura
na solucgéo final de PDMS nédo tem uma influéncia significativa na redugéo do tamanho
das particulas, ou seja, na reducdo do seu tamanho apds a cura. A reducdo foi sempre
maior para as particulas de maior dimensdo independente do racio do PDMS utilizado.

Na Tabela 1 estdo discriminados todos os valores para se ter uma melhor percecao.

Tabela 1 - Dados das particulas com diferentes racios: Dd - didmetro
antes da cura, Dp - didmetro ap0s a cura, Cs - coeficiente de reducédo
do tamanho das particulas.

Ricio Dd (um) Dp (pm) Cs (%)
(antes da cura) (depois da cura)

7,37 5,73 22
[10:1] 11,16 8,02 28
21,54 6,67 69
7,89 4,87 38
[8:2] 10,60 5.86 45
20,30 5,06 75
6.69 5.05 25
[6:4] 10,93 7,13 35
21,95 5,87 73

Gotas de maiores dimensdes com racio de [6:4]
Foram produzidas gotas de PDMS de maior tamanho, nomeadamente de 32 um e
56 pum, para se poder verificar a influéncia do tamanho destas na reducdo do tamanho

apos a cura. As condigdes de producéo foram iguais as anteriores ja descritas, ou seja, um
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banho de glicerina com surfactante (racio [9:1]), caudal de injecdo do PDMS igual a 0,04

mL/h e caudal de succdo igual a 2 mL/h. Para termos um termo de comparagdo mais

fiavel, foi utilizado um réacio de [6:4] na prepara¢do do PDMS.

Assim, a Figura 44 mostra o resultado antes e ap0s a cura destas particulas.
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Figura 44 - Resultados experimentais relativamente a particulas produzidas com
PDMS com récio de [6:4], com tamanho médio de: a) 32,42 um e b) 56,23 um,

antes da cura.

Tal como se verificou anteriormente para as particulas de maior tamanho de,

aproximadamente, 21 um, verifica-se também que as particulas reduzem em dimensao,

para valores relativamente pequenos. Na Figura 44 - a) pode-se observar que o tamanho

das gotas de 32 um, aproximadamente, reduziram para valores médios de 7 pum; assim
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como na Figura 44 - b) se verifica que o tamanho das gotas de 56 um reduziram até 10

pm, aproximadamente.

Coeficiente de reducdo total das particulas produzidas com récio de [6:4]

Assim como se calculou o coeficiente de reducdo para os diferentes racios de
producdo, também se calculou para as particulas de maior tamanho com récio de [6:4]
para se poder concluir se este coeficiente continuaria a aumentar com o aumento de
tamanho das gotas de PDMS ou se atinge um valor estavel.

Atraveés da Figura 45 podemos verificar que, a partir de um certo tamanho de gota
ocorre uma estabilizacdo no coeficiente de reducdo, ou seja, para gotas grandes o

coeficiente de reducdo ronda os 80 %.

100

80
@ 60 +
<
O

40 L —o—[6:4]

- = = = Linha de tendéncia, Cs
20 + 7
P Linha de tendéncia
s
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0 f f f f f
0 10 20 30 40 50 60
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Figura 45 - Coeficiente de reducéo do tamanho das particulas com récio de
[6:4], representando a linha de tendéncia de encolhimento para particulas de

. ~ 10 . . A s
menor dimenséo C; = ~ Dq, assim como a linha de tendéncia constante para
as particulas de maior tamanho, que se situa nos 80 %.

As gotas com tamanho médio de 6,69 pum tém um Cs = 24,51 %, as de 10,93 um,
um Cs=34,77 % e as de 21,95 um um Cs= 73,26 %. Nesta fase ha uma transic¢éo, em que
gotas com tamanho médio de 32,42 um tém um Cs= 78,01 % e as de 56,23 pm um Cs=

81,71 %. Estes dados podem ser verificados na Tabela 1 e Tabela 2.
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Tabela 2 - Dimens0es das particulas antes e depois da cura com
tamanho de 30 um e 50 um, aproximadamente, e o seu coeficiente de
reducdo respetivo, produzidas com racio de [6:4].

Ricio Dd (um) Dp (m) o 00
(antes da cura) (depois da cura)
32,42 7,13 78
[6:4] 56,23 10,28 82

~ . . 10 — ~
Pode-se, entdo, dizer que a lei C; = ?Dd , demonstrada recentemente por Mufioz-

Sanchez, et al. 2016, se cumpre com gotas de tamanho até 25 pum, aproximadamente. A

partir deste tamanho, o coeficiente de reducéo tende a ficar constante.

4.2.2. Testes efetuados com corantes/pigmentos
Para se conseguir perceber qual ou quais 0s corantes vidveis a utilizar para a
fabricacdo de particulas coradas realizaram-se alguns testes. A producdo de particulas
com cor podera facilitar a visualizacdo das mesmas em microscopia.
A Figura 46 mostra as diferentes amostras de PDMS obtidas, assim como a Figura

47 mostra o porqué de os corantes/pigmentos ndo servirem para o pretendido.

Figura 46 - Diferentes amostras obtidas apds se misturar os
corantes/pigmentos com o PDMS: corante alimentar (Dr. Oetker) (a) azul, (b)
vermelho, (c) verde e (d) amarelo; (e) pigmento fluorescente rosa (pé soltvel

em agua de Rosa BTE. HISPACID B-250%, Robama); (f) pigmento azul
(AZUL HISPALIT HL-HB PASTA — 170%, Robama); (g) pigmento branco
(FINE WHITE 7006, Eastern Chemicals) e (h) pigmento vermelho para
silicones (PP SIL RO-1, Plastiform).

O corante/pigmento foi misturado, primeiramente, com a parte A do PDMS e s6
depois se adicionou a parte B, misturando tudo até ficar um fluido homogeneo. A razéo

de proporcdo utilizada foi [10:1] com 4% em massa de corante.
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Figura 47 - Imagens representativas das microestruturas resultantes da mistura dos
corantes/pigmentos com o0 PDMS, obtidas através de um microscdpio standard, ap6s as amostras
estarem curadas. Cada uma representa a amostra da Figura 46.

Os resultados obtidos (Figura 47) mostram que, de um modo geral, estes
corantes/pigmentos ndo sdo viaveis pois nao sdo sollveis no PDMS, uma vez que formam
particulas maiores que as particulas pretendidas de PDMS. As duas hipdteses mais
suscetiveis sdo as hipoteses (g) e (h) uma vez que a mistura parece mais homogénea.

Procedeu-se entdo a producdo de particulas com estes dois pigmentos ((g) pigmento
branco (FINE WHITE 7006, Eastern Chemicals) e (h) pigmento vermelho para silicones
(PP SIL RO-1, Plastiform)) e verificou-se que, também estes, ndo sdo viaveis, pois o que
acontece é um encapsulamento dos pigmentos dentro das gotas de PDMS, ndo ficando
estas totalmente coradas.

A Figura 48 - a) mostra gotas de PDMS corado com o pigmento branco com 3%,
em massa; a Figura 48 - b) e ¢) mostra gotas coradas com o pigmento vermelho, a primeira
com 3% e a segunda com 20% de corante, em massa. Em ambos 0s casos, observa-se o
encapsulamento de pigmentos dentro das proprias gotas, concluindo-se que o0 PDMS néo
fica totalmente corado.

Produziram-se, no entanto, particulas coradas, utilizando apenas o pigmento
vermelho PP SIL RO-1, Plastiform com 20% em massa com PDMS de récio [10:1], e

outras com o PDMS cinzento Sylgard ® 170 silicone elastomer (Dow Corning).
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Figura 48 - Particulas fabricadas com (a) pigmento branco (FINE
WHITE 7006, Eastern Chemicals), (b) pigmento vermelho para
silicones (PP SIL RO-1, Plastiform) a 3 % wt e (¢c) com pigmento
vermelho para silicones (PP SIL RO-1, Plastiform) a 20 % wit.

Particulas de PDMS produzidas com pigmento vermelho

A Figura 49 representa a percentagem média do tamanho das particulas fabricadas
com PDMS numa razdo de [10:1] ao qual foi adicionado corante vermelho numa
percentagem de 20%, em massa. Tal como aconteceu nos testes efetuados anteriormente,
verifica-se que também h& uma redugéo do tamanho das gotas ap0s a sua cura, sendo que

o tamanho médio das particulas passou de 12,43 um para 7,70 pum.
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Figura 49 - Resultados experimentais relativamente a gotas produzidas com PDMS com
racio de [10:1] e com 20%, em massa, de corante vermelho PP SIL RO-1, Plastiform, com
tamanho médio de 12,43 um antes da cura.
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Através da Tabela 3 pode-se comparar 0 tamanho das particulas com e sem corante.
Verifica-se que o coeficiente de redugéo tem uma diferenca de 10 %, sendo que para
particulas sem corante o seu valor é de 28 % enquanto que para particulas com corante é
38 %. No Anexo B encontram-se mais dados sobre a reducdo de tamanho das particulas
de cor.

Tabela 3 - Dados de comparacéo de particulas com tamanho médio de

11 pm, com racio de [10:1], com e sem a utilizacéo de corante PP SIL
RO-1, Plastiform.

Dd (um) Dp (um)

Raci Cs (%
€0 (antes da cura) (depois da cura) s (%)
[10:1] sem 11,16 8.02 28
corante
[10:1] com 4, 45 7,70 38
corante

Contudo, esta diferenca ndo é significativa, o que leva a concluir que também o
corante ndo influencia na reducéo de tamanho das particulas.

De maneira a comprovar que as particulas teriam algum tipo de cor, fez-se um teste
estatico com a ajuda de um microscopio com uma camara a cores, observando-se uma

certa pigmentacgdo, como é demonstrado Figura 50.

Figura 50 - Particulas produzidas com o corante vermelho com 20 % em massa.

Particulas produzidas com o PDMS cinzento

Como ja referido, também foram fabricadas particulas com o PDMS cinzento
Sylgard ® 170 silicone elastomer (Dow Corning). Mas tal como ja foi demonstrado
anteriormente com os outros corantes/pigmentos estudados, este PDMS também néo fica

totalmente preenchido com cor, como se pode verificar através do jato formado aquando
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da producdo, observando-se pequenos pigmentos dispersos, o qual esta representado na

Figura 51.

Figura 51 - Particulas produzidas com o PDMS Sylgard ®
170 silicone elastomer (Dow Corning): a) jato formado
através da agulha hipodérmica durante o processo de fabrico;
b) particulas formadas com didmetro, aproximado, de 15 pum.

Contudo, procedeu-se a producdo de particulas com este PDMS, uma vez que se
tratava de um material aparentemente diferente. Foram entdo obtidas gotas de dois
tamanhos diferentes: 12 um e 22 um, aproximadamente.

Analisando a Figura 52, pode-se concluir que o coeficiente de reducdo de tamanho
destas particulas segue, também, a tendéncia anteriormente abordada, o que significa que

também este tipo de PDMS ndo interfere na reducdo de tamanho das particulas.
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Figura 52 - Coeficiente de reducéo do tamanho das particulas produzidas
com o PDMS cinzento, representando também a linha de tendéncia de Cs.
Assim como nas particulas vermelhas, também com estas particulas se fez um teste
estatico que serviu para mostrar a tonalidade da cor, como mostra a Figura 53. Uma

caracteristica que se verificou nestas particulas, é que se encontravam em aglomerados.

Figura 53 - Particulas produzidas com o PDMS cinzento.
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Capitulo 5
Microfabricacéo, escoamentos em microcanais e analise

reologica das suspensdes de particulas de PDMS

Para se fazer a anélise do comportamento das particulas de PDMS em escoamento,
fabricaram-se microcanais em PDMS, ou seja, um microcanal com uma contracao
hiperbdlica, podendo-se assim visualizar a deformacdo sofrida pelas microparticulas.
Foram ainda efetuados testes de reologia com o objetivo de se obter as curvas de
viscosidade das suspensdes das microparticulas. Todos os dados foram ainda comparados
com resultados obtidos para suspens@es de globulos vermelhos humanos.

Como tal, neste capitulo, é descrito o método utilizado para a fabricacéo dos canais,
assim como o procedimento utilizado para o estudo reoldgico e para as visualiza¢fes do
escoamento das microparticulas. Sao apresentados e discutidos os resultados obtidos. Sao
ainda apresentados dados preliminares da camada livre de particulas (CP) formada junto

a parede dos microcanais.

5.1. Procedimento experimental para escoamentos e analise reolégica
Neste estudo, a técnica utilizada para o fabrico dos microcanais com contracao
hiperbdlica é a litografia suave proposta por Pinto, et al. 2014, sendo que, para a
fabricacdo dos moldes dos microcanais séo utilizados materiais e equipamentos mais
economicos em relacgdo a litografia suave comum, contudo, com igual viabilidade como

jareferido, por Pinto, et al. 2014.

5.1.1. Producéo dos microcanais com PDMS
Para a fabricacdo dos microcanais, comegou-se por preparar o PDMS, com um racio
de [10:1]. A semelhanca do que se procedeu no fabrico das microparticulas, misturou-se
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ambas as partes do PDMS até ficarem homogéneas e colocou-se no exsicador para retirar
todo o ar formado durante a mistura.

O passo seguinte foi colocar o PDMS [10:1] dentro da placa de Petri onde estavam
0s moldes dos microcanais, como se podem observar na Figura 54, e levar a estufa com
uma temperatura de 80° C durante 20 minutos. Terminado este tempo, 0 PDMS torna-se
solido e é removido com a ajuda de um x-ato de cima do molde, obtendo-se assim uma
copia dos microcanais. Este passo foi repetido até obter dispositivos suficientes para os
testes a efetuar.

Uma outra vantagem desta técnica de litografia suave proposta por Pinto, et al. 2014
€ que ndo é necessario efectuar a silanizacdo do molde dos microcanis com triclorosilano
(o qual é um quimico toxico) para facilitar o desmolde, a vista do que acontece com 0s

moldes obtidos pela litogravia suave comum.

Figura 54 - Caixa de Petri com os moldes dos microcanais
em destaque.

O molde utilizado possui uma sequéncia de microcanais cujas dimensdes estéo
representadas na Figura 55: uma entrada de 400 pm seguida de uma contracao hiperbdlica
com a dimensdo mais pequena de 12 pm seguida de uma expansdo com 400 um. Estas
dimensdes proporcionam um Hencky Strain de 3.5 (e =1n(400/12)), tendo sido
demonstrado por varios autores (Rodrigues, et al. 2016, Faustino, Pinho, et al. 2014,
Faustino, Pinho, et al. 2014) que um valor ideal para se efetuar uma analise eficaz e
precisa da deformabilidade dos GVs, sendo que neste trabalho também é efetuado a

analise de deformacdo das microparticulas de PDMS produzidas.
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Sentido do
400 pm escoamento
—>
Figura 55 - Representacdo esquematica do microcanal com contragdo hiperbdlica
(profundidade de 15 um) com as suas respetivas dimensoes.

Com as replicas dos moldes em PDMS obtidos, foi efetuado o furo de entrada e
saida com recurso a uma ponta. Posteriormente foram guardados em fita-cola para retirar
e proteger da sujidade.

Para a selagem dos microcanais foi necessario preparar lamelas de vidro, as quais
foram lavadas e colocadas no Spin Coater (Figura 56 — a)). Ao ligar a bomba de vacuo,
as lamelas de vidro fixam-se ao rotor do equipamento. Uma pequena colher de PDMS, a
racio de [20:1], é depositado sobre a lamela de vidro e o Spin Coater gira com um
programa tipo rampa, ou seja, um minuto a 4000 rpm mais um minuto a 5000 rpm. Ao
girar a estas velocidades 0 PDMS ¢ espalhado uniformemente sobre a lamela obtendo-se
uma fina camada. Esta Iamina é levada também a estufa a 80° C durante 20 min.

Decorrido este tempo, colocaram-se as réplicas dos microcanais sobre as laminas e
foram levados novamente para a estufa a 80° C, durante, aproximadamente, 18 horas para
que os dipositivos fabricados ficassem totalmente curados e selados. Um exemplo de um

dispositivo pronto pode ver-se na Figura 56 — b).

VIC-100

Vacuum Spin Coater

Figura 56 - a) Spin Coater; b) Exemplo de um dispositivo com 0s microcanais
selado pela lamela de vidro.
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5.1.2 Producao do fluido de trabalho
Para o estudo do escoamento e andlise reoldgica das suspensfes das microparticulas
foi necessario criar um fluido de trabalho analogo as suspensdes de globulos vermelhos.
Este fluido de trabalho consiste em Dextrano 40 (Dx 40) com as particulas de
PDMS produzidas em suspensdo. Para isso comegou-se por preparar uma solucdo de 50
mL de Dx 40: num goblé pesou-se 5 g de Dx 40 (em pd), pois a quantidade desta
substancia na solucao final é de 10 %, e dissolveu-se em &gua destilada. Num baldo
volumétrico colocou-se a mistura e adicionou-se mais agua destilada até perfazer o

volume pretendido (50 mL), como mostra a Figura 57 — a).

Figura 57 - a) Baldo de medicéo com a solugéo de
Dextrano 40; b) Caixa de Petri com Dx 40 e as particulas.

Consoante as particulas de PDMS, ou seja, segundo a sua dimensdo, que se
queriam analisar foi adicionado a respetiva caixa de Petri, 2 mL de Dx 40. Raspou-se as
particulas com uma espatula (Figura 57 — b)) e recolheu-se o fluido, o qual ja possuia as

particulas em suspensao.

5.1.3. Escoamento das particulas
As visualizagdes dos escoamentos das particulas foram efetuadas nos dispositivos
fabricados utilizando um sistema de microscopia. Esse sistema de microscopia é
constituido por um microscoépio invertido, uma bomba de injecdo (PHD Ultra, Harvard
Apparatus, USA) e uma camara de alta velocidade. Os componentes descritos estdo
representados na Figura 58.
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= = — W “ \
Figura 58 - Setup de visualizacdo do escoamento do fluido: a) camara de alta
velocidade; b) bomba de seringa; ¢) microscopio invertido.

O dispositivo é colocado na platina do microscopio e fixado com fita-cola para néo

se mover (Figura 59). A objetiva escolhida foi de 20x com zoom de 1,6x.

4" S \
TE-t g v k2 1y

Figura 59 - Dispositivo dos microcanais colocado na
platina do microscopio.

Ao fluido de trabalho, foi ainda adicionado uma pequena quantidade de corante
vermelho para ajudar na visualizacdo das particulas. Com uma seringa (Terumo, Japan)
de 1 mL, recolheu-se a amostra e conectou-se, através de tubos de ligacédo, o dispositivo
a bomba de injecéo.

No software Photron FASTCAM VIEWER escolheram-se 0s parametros
pretendidos, nomeadamente 2000 frames/s, um shutter de 1/75000 com uma janela de
resolugéo 1024x1024 pixels.

Ligou-se a bomba e capturam-se videos, a diferentes velocidades de escoamento (5

pL /min, 8 uL /min e 10 pL /min) com a cdmara de alta velocidade.
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5.1.4. Reologia
Para o estudo dos parametros reoldgicos dos fluidos de trabalho utilizou-se, como
se pode ver na Figura 60, o redmetro Bohlin Instruments CVO, equipado com um

geometria cone-prato com didmetro de 55 mm.

Figura 60 - Material para o estudo reoldgico: a) material de reometria; b) geometria cone.

Comecou-se por preparar e calibrar o equipamento para se proceder a medi¢do da
viscosidade das amostras. Primeiramente colocou-se a geometria pretendida, cone de
1°/55 mm com um gap de 30 um, e no software utilizado (Bohlin Software CVOD 100)
acertaram-se 0s parametros, o0s quais é possivel observar na Figura 61 e na Figura 62.
Todos os testes foram efetuados a uma temperatura de 22° C.

' Bohlin Software: CVOD 100 UE.E
Fle Edt Optons Spervsr Vew Anchss Hep
Notes Reference | | VISCOMETRY
Active File
User Variable
Measured Values Test Settings
Displacement  0.0000e+00rad [ | Pameter File Desc. [DEXTRAND 4022 [ *
o SUMMARY No. of Repeats
Temperature 00°C oy | Lo —
Angular Velocity 0.000e+00 rad/s Pre-Condif
Shear Rate 0.0000e+00 1/s - rr,_r'_r @ I
Viscosity 0.0000e+00 Pas & - ey

SELECT

Start

\i
E
€
&

g

Cemperature 20 %
Shear Stress 0.000 Pa

o
vix

Figura 61 - Temperatura a que os testes sdo realizados, 22° C, e respetiva
geometria (Bohlin Software C\VVOD 100).
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Figura 62 - Escolha dos parametros caracteristicos para a medicédo da
viscosidade (Bohlin Software CVOD 100).

Sendo o equipamento de tensdo controlada, os testes foram realizados num
intervalo de tensdo de 0,03 a 80 (Pa) obtendo-se um total de 30 pontos.

O passo seguinte é a colocacdo do fluido de trabalho que, como ja foi referido
anteriormente, é composto pelo Dx 40 e pelas particulas de PDMS. Com a micropipeta,
retirou-se 0,8 mL de amostra do fluido e colocou-se no prato do reémetro (Figura 63). A
geometria desce sobre a amostra comprimindo a mesma, ficando o espaco do gap

corretamente preenchido. Os testes foram repetidos duas vezes para todas as amostras.

Figura 63 - Prato do
reébmetro com a amostra a
ser estudada.
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5.2. Indice de deformaco e processamento de imagem

Através das visualizacbes efetuadas nos microcanais € possivel observar o
comportamento das particulas as quais vdo alongando, ou seja, sofrendo deformacéo
aquando da passagem pela contracdo hiperbdlica. A deformacdo sofrida pode ser
calculada através do indice de deformacao, ID, o qual é dado pela seguinte equacao:

X-Y
ID = m Eq. (9)

onde X representa o eixo maior e Y 0 eixo menor da particula.

Quando este ID € igual a zero, estamos perante uma deformacao nula, ou seja, a
particula mantem-se esférica. Se o ID tiver valores proximos de 0,5 significa que a
particula pode atingir forma eliptica (Figura 64).

ID=0 £d
X -

@\"’ D=03 ¢

Figura 64 - Demostracao dos eixos para o calculo do ID e representacdo da possivel
forma que as particulas possam adquirir, respetivamente para cada valor de ID.

Para se efetuar a analise dos videos e se obter as medi¢bes do ID das particulas
utilizou-se o software ImageJ. De seguida serdo descritos os passos efetuados para o
processamento de imagens e obtencdo das medigdes.

Comecou-se por abrir o video e, atraves dos comandos Analyse>Set Scale ajustou-

se a escala pretendida (Figura 65).

¢ Image) - X

File Edit Image Process Plugins Window Help

= | ; i, >

OO c|o| <4tk Measwe  cuem k|A0]2] | |»

Angle tool Analyze Particles...
Summarize
Distribution...
Label

£ SetScale X
Clear Results
Set Measurementsm Distance in pixels: 1
Known distance: [1.88
Set Scale... ﬁ Pixel aspectratio: |1.0
Calibrate... Unit of length:  {um
Histogram Ctrl+H
- Click to Remove Scale
Plot Profile Ctri+K R
Surface Plot...
Scale: 0.5319 pixels/um

Gels 4
Tools » oK Cancel | Help

Figura 65 - Comandos do ImageJ que permitem ajustar a escala: Analyse>Set Sacle.
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Para melhorar a visualizacéo, ajustou-se o contraste da imagem e sé depois se gerou

o fundo do video através de Image>Stacks>Z-Project (Figura 66).

& Imagel - X
File Edit [[EEREN Process Analyze Plugins Window Help
Bolq e ' PJ mfeelslo] A | |~
TR adust »
Show Info. Ctri+l
Properties. Ctri+Shift+P
Color 4
Hyperstacks + Delete Slice
Crop Cirteshiftex | Next Siice ]
Duplicate...  CirtsShiftep | Frevious Slice [<]
Ferra Set Slice...
Scale... Ctri+E Images to Stack
Transform »  Stack to Images
Zoom »  Make Montage...
Overlay » Reslice[/]
Lookup Tables . Orthogonal Views Ctrl+Shift+H
3D Project...
Plot Z-axis Profile
Label
Statistics
Animation
Tools

¢ ZProjection

Stop slice: |200

Start slice: Iﬂ

Projection type Ir.ledian b
OK | Cancel

Figura 66 - Demostracéo do célculo do fundo das imagens do video através do
Z-Project.

O passo seguinte foi subtrair o fundo ao video inicial para obtermos, apenas, as

particulas. Para isso Process>Image Calculator foram os comandos utilizados (Figura

67).

¢ Imagel
File Edt Image Analyze Plugins  Window
EQ £ ||~ Smooth

\Angle tool

Sharpen

Ctrl+Shift+S

Find Edges
Find Maxima

Enhance Contrast

Noise
Shadows
Binary
Math

FER

Filters

Batch

Image Calculator.

Subtract Background...

Repeat Command

Ctri+Shift+R

* v v v ¥ ¥

L

X

Image1: |sa\da Sul_min_C001H00130002 avi

Operation: |Subtract =

=

Image2: [MED_saida_Sul_min_C001H001S0002.avi ~|

- X
Help
A& |7 >
¢ Image Calculator
' ¥ Create new window
v {32-bif (float] resuif:

OK | Cancel | Help

Figura 67 - Subtracdo do fundo ao video original: Process>Image Calculator.

Por fim, para se medir os eixos das particulas, os quais foram medidos

manualmente, utilizaram-se os comandos Analyse>Measure.

Foram selecionadas trés zonas diferentes para se medir o indice de deformagéo das

particulas: a zona 1 a qual corresponde a medida mais pequena da contracdo, a zona 2, a

qual se encontra logo a seguir a contracdo correspondendo a uma expanséo, e a zona 3,

uma zona mais distante da contracdo onde se pode chamar zona de recuperacao, pois as
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particulas irdo recuperar a sua forma original. Estas trés zonas estdo representadas na

Figura 68.

Figura 68 - Microcanal hiperbolico: representacdo das zonas em estudo para o
calculo do indice de deformacéo.

5.3. Apresentacao e discussao dos resultados

5.3.1. Indice de deformacéo
Apos todo o processamento de imagem e aquisi¢cdo dos dados, obtiveram-se 0s
resultados.
Através da Figura 69, pode-se verificar o comportamento das particulas nas trés

zonas selecionadas.

ZONA1

Figura 69 - Comportamento previsto das particulas nas diferentes zonas do canal
hiperbdlico.
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O indice de deformacdo foi, entdo, calculado atraves da equacdo (9) referida

anteriormente. Os resultados estdo representados na Figura 70.

a) b)

Zonal Zonal Zona 3 Zona 1 Zona 2 Zona 3

Zona 1 Zona2 Zona 3

m[10:1] @[8:2] O[6:4] m[10:1] + 20 % (Corante Vermelho) e [1:1] PDMS Cinzento

Figura 70 - indice de deformagcao das particulas de todos os racios estudados, inclusive, das particulas
de cor, com um caudal de escoamento de: a) Q =5 pL/min; b) Q =8 pL/min; ¢) Q = 10 puL/min.

Pela analise dos trés graficos representados na Figura 70, pode-se verificar que, tal
como previsto, a zona 1 € a zona de maior deformacéo, sendo que, a medida que o caudal
de escoamento vai aumentando, o valor do indice de deformacdo também aumenta. Isto
foi verificado para todos os racios analisados.

Excluindo desta primeira analise as particulas de cor, pode-se observar que as
particulas com racio de [8:2] e com uma viscosidade de 1,64 Pa.s, sdo as que tém um ID
mais baixo tanto na zona 1 como na zona 2. Em contrapartida, as particulas produzidas
com um racio de [6:4], cuja viscosidade é de 0,62 Pa.s, sdo as que apresentam um indice
de deformacdo mais elevado nestas mesmas zonas. As particulas cujo racio é de [10:1]
apresentam valores de deformabilidade intermédios em relagéo aos dois outros racios.

Assim, de um modo geral, pode-se concluir que as particulas com maior
viscosidade (3,02 Pa.s), ou seja, as de razdo [10:1], apresentam também menor quantidade
de agente de cura, o que implica um menor nimero de ligacdes nos componentes do
polimero, tornando-as mais elasticas e, consequentemente, mais deformaveis. Contudo,

quando a viscosidade diminui, ou seja, quando a quantidade de agente de cura aumenta
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em relacdo a base, a capacidade de deformacdo também aumenta, o que se verifica nas
particulas com racio de [6:4].

Em relacdo a zona 3, zona na qual as particulas ja recuperaram a sua forma inicial,
todos os racios apresentam valores de deformacdo muito semelhantes entre si.

Relativamente as particulas de cor, verifica-se que as de cor cinzenta, com
viscosidade igual a 3,56 Pa.s, tanto na zona 1 como na zona 2, apresentam sempre valores
de ID inferiores as restantes particulas de cor. Isto deve-se a diferenca de récio que tem
em relacdo as outras particulas, o qual é de [1:1]. Esta razéo de proporc¢éo faz com que as
particulas figuem mais rigidas e tenham menos elasticidade em relagéo as outras.

A pouca deformabilidade pode ser observada na Figura 71.

Figura 71 - Exemplo da forma que as particulas produzidas com PDMS cinzento
adquirem na zona 1 e zona 2 e 3, respetivamente.

Analisando os resultados obtidos para as particulas coradas com o pigmento
vermelho, cuja viscosidade é 1,35 Pa.s, e comparando-as com as particulas produzidas
com igual récio, ou seja [10:1], verifica-se que h& uma diferenca no valor do indice de
deformacdo principalmente na zona 1, o qual se acentua a medida que o caudal de
escoamento aumenta. Assim, as particulas coradas apresentam um ID inferior as
particulas com récio [10:1]. Esta diferenca prevé-se que seja devido & adicdo do
corante/pigmento, o qual modificou a elasticidade da particula, tornando-a mais rigida.

Relativamente as outras zonas, a diferenca ndo € tdo notdria. Analisando a Figura
72 podemos concluir melhor o anteriormente referido, uma vez que a diferenca entre o0s

ID das particulas com racio [10:1] ainda é significativa.
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a) b)

Zona 1 Zona 2 Zona3 Zona 1 Zona 3
ol

el [T |
Zona 1l Zona 2 Zona3
@m[10:1] |[10:1] =20 % (Corante Vermelho)

Figura 72 - indice de deformagcao para as particulas com racio de [10:1] sem e com a adigo do
pigmento vermelho, com diferentes caudais de escoamento: a) Q =5 pL/min; b) Q = 8 puL/min; c)
Q =10 pL/min.

Comparacéo com o 1D obtido para glébulos vermelhos humanos

Como ja se sabe, os globulos vermelhos sdo 0s componentes do sangue que

apresentam maior capacidade de deformacéo e sdo os elementos em maior concentracao.

Na Figura 73 pode-se observar a analogia entre a deformacdo dos GVs humanos,

suspensdo de glébulos vermelhos em Dx 40, e as particulas produzidas com um racio de

[6:4], com escoamentos de 5 pL/min, 8 uL /min e 10 pL /min, respetivamente.
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a) b)

Zonal Zona 2 Zona 3 Zonal Zona2 Zona 3
)

Zonal Zona 2 Zona 3

m Sangue Humano [6:4]

Figura 73 - Comparac&o entre os glébulos vermelhos humanos e as particulas com racio de [6:4],
com velocidade de escoamento de: a) Q =5 pL/min; b) Q =8 puL/min; ¢) Q = 10 puL/min.

A comparacao foi efetuada com o racio de [6:4] uma vez que foi 0 que apresentou
maior deformacdo. Contudo, verifica-se que os glébulos vermelhos tém maior
deformabilidade que as particulas produzidas, embora se possa considerar que 0S
resultados sdo qualitativamente proximos. A maior diferenca que se verifica é na zona 2,
ou seja, na zona logo a seguir a contracdo do microcanal. Esta diferenca verifica-se devido
a propria geometria das particulas em relacdo as hemaécias, pois a geometria esférica
atribui uma mais réapida recuperacdo em relacdo a geometria discoide dos GVs. Essa
diferenca na geometria dos dois elementos esta também a influenciar as diferengas obtidas
para a zona 3. No entanto podemos dizer que obtemos uma boa aproximacao,

qualitativamente, das particulas com racio [6:4] em relacdo ao ID dos GVs.

Calculo do namero de Reynolds

Foi ainda calculado o numero Reynolds (Re) para os escoamentos realizados. O
numero de Reynolds é calculado através da equacéo (1) anteriormente descrita, para 0s
diferentes caudais de escoamento utilizados, substituindo D por Dh, uma vez que estamos
a analisar canais ndo circulares. A massa volimica, p, do Dx 40 tem um valor de 1042 e

a viscosidade, 7, deste mesmo fluido é de 0,0052 Pa.s. As velocidades das particulas, em
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cada caudal de escoamento, estdo representadas na tabela que se encontra no Anexo D,

as quais foram calculadas através do ImageJ.

Para tal, abriram-se os videos calibrando a escala, de igual modo que ja foi referido

na Figura 65. Através dos comandos Image>Properties colocou-se o intervalo de frames,
que ¢ dado por 1/2000, ou seja, 0,0005 (Figura 74).

Figura 74 - Comandos do ImageJ para ajustar o intervalo

¢ Image — b'e
File Edit Process Analyze Flugins Window Help
gjojc e |2 oofewf £]a 2] | |»
“Multi-point® ¢ X k to configure)
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Properties... Ctrl+Shift+P =)
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oy ' Slices z): [313
Stacks 4 Frames () [1
Hyperstacks 4 Note: 'zt must equal 313
Crop Ctrl+ShiftsX unitoftengh: 1™
. - Pixel width: |1.8800
Duplicate... Ctri+Shift+D e
Pixel height: |1.8800
Rename.. Voxel depth: |1.8800
+
Scale... Ctri+E erame menval. 00008
Transform ' Origin (pixels): |00
Zoom 4
W Global
Overlay 4
OK Cancel
Lookup Tables 4

dos frames: Image>Properties.

Para se conseguir medir a velocidade das particulas, utilizou-se os comandos

Plugins>MTrackJ, selecionando-se a opc¢do add para conseguir seguir a particula. Por

fim, o comando que d& a velocidade é o Measure. Estes comandos estdo representados na

Figura 75.
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Clear | Load
Import | Save 3D P
—— U Analyze »
e - Examples ’
Delete Move Filters 4
Merge Spit Graphics 4
Rofer D Input-Output 4
Measure Movie _ m
Tracking Displaying Process '
Options Help Scripts Y
Stacks »
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Figura 75 - Representacdo do MTrackJ, o qual mede a
velocidade das particulas.

A Figura 76 mostra a trajetdria de duas particulas diferentes nas trés diferentes

Zonas.
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-
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Figura 76 - Representacdo da trajetdria de duas particulas
nas diferentes zonas: particula 1 — cores vermelha, amarela e
verde; particula 2 — cores azul clara, azul escura e branca.
Cada cor, em cada trajetoria, representa cada zona.

Na Tabela 4 mostram-se os resultados do calculo do nimero de Re, podendo-se
concluir que a medida que o caudal de escoamento aumenta, o numero de Reynolds
também aumenta. Na zona 1 obtém-se sempre o0 maior valor de Re sendo que € a zona
mais estreita da contracdo. Na zona 2, a qual possui uma sec¢do maior e ocorre uma
reducdo da velocidade das particulas, apresenta um Re menor e para todos os caudais um
valor menor que 1. Na zona 3, e apesar de ter a mesma sec¢ao que a zona 2, as particulas

continuam a reduzir a sua velocidade resultando num menor valor de Reynolds.

Tabela 4 - Calculo do nimero de Reynolds nas
diferentes zonas com os diferentes caudais de

escoamento.
__ pVDy
Ty
Q (uL/min) Zona 1 Zona 2 Zona 3
5 0,35 0,26 0,15
8 291 0,39 0,25
10 3.99 0,73 0,40

Com esta analise podemos concluir que estamos a trabalhar com valores de

Reynolds proximos aos encontrados in vivo na microcirculagéo.
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5.3.2. Reologia
Curvas de viscosidade
Com os testes realizados no redmetro foi possivel obter as curvas de viscosidade
para cada fluido de trabalho. Através do grafico seguinte, assim como atraves dos graficos
representados no Anexo C, pode ser observado o comportamento da viscosidade para um
intervalo de deformagcéo de [4 — 10000] s™.

0,1

Dextranc 40, 22° C

[10:1], 22*C

[8:2), 22° C

[6:4] - Bum, 22°C

[10:1] [8:2] [Be4], 22° C

Limite minimo [CP 55)
Escoamentos secundarios (CF 55)

B oo O X

D’DD]_ i |...|.|.= i --II--I.I i .|.|||.-|i i i i Qi
1 10 100 1000 10000

V(1/s)

Figura 77 - Representacdo da viscosidade do Dextrano 40 e de todas as
particulas produzidas nos diferentes testes de variagdo de racio, em funcéo do
shear rate, a 22° C.

Analisando a Figura 77 consegue-se perceber que o Dextrano 40 apresenta um
comportamento Newtoniano, sendo que a sua viscosidade ronda os 0,005 Pa.s.

Em relacdo aos fluidos que contém as particulas com diferentes réacios, vé-se que
h& um aumento da viscosidade em relacdo ao Dextrano 40. Pode-se concluir também, e
complementando com a analise dos graficos presentes em Anexos B, que para baixas
deformacbes hd um suave comportamento ndo-Newtoniano, ou seja, ha medida que o
valor das deformagbes aumenta, a viscosidade vai diminuindo até atingir um

comportamento Newtoniano, mantendo-se a viscosidade com valores constantes.

Comparacdo com o sangue humano

Como se verificou que os fluidos constituidos pelas suspensbes de particulas
apresentavam apenas um ligeiro incremento da viscosidade a baixas taxas de deformacéo
e que tal podia dever-se a reduzida concentracdo de particulas, foi decidido juntar todos
os fluidos de trabalho a diferentes racios e diferentes tamanhos de particulas para vermos
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se 0 comportamento ndo-Newtoniano ficava mais acentuado. Como podemos observar
pela Figura 78, o fluido com todos os racios apresenta, em relacdo ao Dx 40, um
incremento da viscosidade, e apresenta também, a baixas deformacbes, um claro
comportamento n&o-Newtoniano. E visivel que a baixas deformacBes temos um

incremento da viscosidade o qual vai diminuindo com o aumento das taxas de

deformacéo.
0,1 T
. [10:1] [8:2] [6:4], 22° C
L GVsa 5%
i Dextrano 40, 22° C
Limite minimo (CP 55)

L Escoamentos secundarios (CP 55)

W

20,01 + N

= [ G286 460 dacnoi0dcAirid d 6 b b b a0bcid & Y
L *xxxxxxxx,;xxxxxxxxxxxxxxxxxxx

0’001 L L ||||||: i s ------: i L ||||||:
1 10 100 1000 10000
v (1/s)

Figura 78 - Comparac&o da viscosidade do Dextrano 40 com as particulas de
todos os racios e também com fluido com glébulos vermelhos a 5%, a 22° C.

Com a obtencdo desta curva de viscosidade foi ainda possivel efetuar uma
comparacao entre o fluido que continha as particulas com os trés tipos de racios estudados
e o fluido com 5 % de glébulos vermelhos em Dx40.

Pode-se, entdo, dizer que ambos os fluidos ttm um comportamento néo-
Newtoniano, obtendo-se uma boa similaridade entre as curvas de viscosidade dos GVs e

das particulas, ambas suspensas em Dx 40.

5.3.3. Camada de plasma
A camada de plasma é uma camada livre de células que se forma junto a parede dos
microcanais, devido a capacidade dos GVs miragem para o centro. Essa camada de
plasma é intensivamente estudada quando se realizam estudos do escoamento e analise
do comportamento das células em microcanais, sendo também um fenémeno visualizado

em condigdes in vivo.
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Visto que o fluido de trabalho com todos os racios apresentou um comportamento
de viscosidade proximo a suspensdo dos GVs e que, em relacdo ao 1D, existem particulas
com valores préximos a deformacao dos GVs, decidiu-se verificar se ocorria a formacéao
dessa camada de plasma

Na Figura 79 pode ser observada a trajetoria das particulas e a formacdo desta
camada de plasma para o escoamento que foi feito com todas as particulas. Apesar de a
camada de plasma ser de pequena dimensédo e de dificil medicdo, usando a fungdo Z-
project do ImageJ, foi possivel obter algumas medicdes para quatro caudais.

Camada de
plasma

plasma

Figura 79 - Visualizacdo da trajetéria das particulas e da consequente
formacéo da CLC.

Assim sendo, ainda na Figura 79, verifica-se uma zona na qual apenas flui o meio
de suspensdo, Dx 40, ndo se observando qualquer particula. Na Figura 80 representou-se
os valores obtidos para a espessura da camada de plasma, verificando-se que vai
aumentando de espessura a medida que a velocidade de escoamento também aumenta,
pois as particulas, tal como os glébulos vermelhos também tendem a migrar para o centro

do microcanal.
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VELOCIDADE DE ESCOAMENTO

Figura 80 - Representacdo da camada de plasma, em pum, a diferentes velocidades de
escoamento.

Apesar de se verificar essa camada de plasma, comparando com dados da literatura
(Rodrigues, et al. 2016), em que canais hiperbdlicos com Hencky Strain equivalente ao
utilizado, suspensdes de GVs a 5 % em Dx 40 formam uma camada de plasma com
espessura de cerca de 60 um. Esta discrepancia de valores pode ser atribuida a varios
fatores. A diferente geometria das particulas (esferas) e a menor deformabilidade pode
criar maior resisténcia a migracdo para o centro do microcanal. Também, e apesar de se
ter juntado todos os réacios das particulas produzidas para aumentar a concentracdo das
mesmas, o volume final continua a ser pequeno para podermos efetuar uma analise mais

correta da camada de plasma.
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Conclusoes e trabalhos futuros

O objetivo deste trabalho € demonstrar que as microparticulas de PDMS produzidas
pela inovadora e precisa técnica de focagem de fluxo podem ser usadas no
desenvolvimento de fluidos analogos ao sangue em que as microparticulas obtidas
possuem propriedades mecanicas equivalentes aos globulos vermelhos humanos e

comportamento reoldgico equivalente a suspensdes de GVs em Dx 40.

6.1. Concluséao

No que diz respeito a producdo das microparticulas de PDMS, através da técnica de
focagem de fluxo, pode-se concluir que é uma técnica que permite a obtencdo de
estabilidade do fluido em estudo, neste caso o PDMS, permitindo assim, que o jato
formado se quebre em pequenas gotas com o tamanho pretendido, sendo este tamanho
controlado através do deslocamento da agulha hipodérmica.

Foi também possivel mostrar que nem a variacdao da quantidade do agente de cura
na producdo do PDMS nem a adi¢do de um corante/pigmento a este polimero afetam a
reducdo do tamanho da particula apds a cura, isto €, verificou-se que a tendéncia do
coeficiente de redugéo era aproximadamente a mesma para os diferentes racios de PDMS,
variando apenas com o diametro inicial da gota de PDMS formada. Verificou-se ainda
que, a partir de um tamanho aproximado de 25 pm de didmetro da gota de PDMS, o
coeficiente de reducdo apds a cura tende a estabilizar contrariando a tendéncia mostrada
por outros estudos (Mufioz-Sanchez, et al. 2016) que mostravam que a medida que o
diametro inicial da gota aumentava o coeficiente de reducéo tendia para 100 %, sendo
que a particula, depois de curada, acabaria por desaparecer. Com este trabalho € possivel

concluir que as gotas produzidas com diametros inferiores a 25 um com os trés racios de



Capitulo 6 Conclusao

PDMS ([10:1], [8:2] e [6:4]), seguem uma linha de tendéncia de redugéo de tamanho de
Cs = 13—0Dd, enguanto que para tamanho superiores, o coeficiente de reducdo de tamanho

tende a ser constante, ou seja, estabiliza nos 80 %, aproximadamente.

Em relacdo a producdo de particulas de cor, quer na adigdo de um corante/pigmento
quer com o PDMS de cor (cinzento), verificou-se que o PDMS resultante ndo fica
totalmente preenchido, pois ocorreu encapsulamento dos pigmentos do corante. Contudo,
foi possivel a producéo de microparticulas de cor vermelha e cinzenta, sendo que a adicéo
de corante também ndo influenciou o coeficiente de reducdo do tamanho da particula.

Relativamente ao escoamento das microparticulas, foi feito um estudo da sua
deformacdo e da formacdo da camada de plasma. No primeiro caso, ou seja, na
deformacdo das particulas, verificou-se uma tendéncia evidente para os trés caudais
escolhidos. Na zona 1 do microcanal, ou seja, ha zona mais estreita da contracao, o indice
de deformacéo é maior, estando compreendido entre 0,2 € 0,3 (Q =5 pL/min), 0,3 e 0,4
(Q=8 puL/min) e 0,4 e 0,5 (Q = 10 pL/min), sendo que, a medida que o caudal aumenta,
também o indice de deformacdo aumenta. Este fendmeno verifica-se para todas as
particulas estudadas.

Pode-se ainda concluir que as particulas com racio de [6:4], cuja viscosidade da
mistura do PDMS é a mais baixa de todas as estudadas, apresentam um indice de
deformacdo, mais elevado, tendo-se efetuado uma comparacdo com a deformacéo de GVs
as mesmas condi¢des, apresentando valores similares, qualitativamente. Em relacdo as
particulas de cor, verifica-se que, também que estas, sofrem deformacéo na passagem da
contracdo, no entanto com valor de ID mais baixo.

Assim, com a anélise do indice de deformacdo das particulas a diferentes racios
pode-se concluir que a variacao do récio [base:agente de cura] na producédo do PDMS ou
a adicdo de um corante interferem na deformacgdo das microparticulas, sendo que, a
variacdo da quantidade de agente de cura pode ser a propriedade que mais influencia a
deformacéo, visto que é o que mais influencia a viscosidade do PDMS.

Relativamente a viscosidade das suspensdes das microparticulas em Dx 40, a uma
temperatura de 22° C, primeiramente, podemos concluir que o Dextrano 40 apresenta um
comportamento Newtoniano, com uma viscosidade de 0,005 Pa.s; com a adigéo das
microparticulas ocorre um aumento da viscosidade, verificando-se um suave
comportamento ndo-Newtoniano a baixas deformacfes. Esse comportamento nao-

Newtoniano pode ser explicado pela existéncia de pequenos aglomerados de particulas
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que fazem aumentar a viscosidade e 0s quais se vao quebrando com o aumento da taxa
de deformacéo, levando a uma reducdo da viscosidade até atingir um patamar Newtoniano
(a altas taxas de deformacdo). Este comportamento foi de igual forma obtido para a
suspensdo de GVs humanos a 5 % em Dx 40, obtendo-se uma boa concordancia entre as
duas curvas.

Em relacdo & camada de plasma e apesar de néo ter sido feita uma comparagdo com
0 escoamento dos globulos vermelhos podemos concluir que as suspensdes de
microparticulas tendem a migrar para o centro do microcanal, formando uma camada de
plasma com tendéncia a aumentar a medida que o caudal de escoamento também
aumenta, no entanto a CP formada tem uma espessura muito pequena em relacéo a dados
encontrados na literatura para escoamentos de 5 % de GVs humanos.

Em termos gerais, € possivel concluir que a variacao do agente de cura ndo afeta na
reducdo de tamanho das microparticulas produzidas a partir da técnica da focagem de
fluxo, assim como quando sdo produzidas com PDMS corado, também ndo se observa
variacdo no coeficiente de reducdo de tamanho. Variando apenas com o didmetro de
producdo da gota de PDMS, que quanto maior for a gota maior € a reducédo do diametro
da mesma. Acima de diametros de 25 um esse coeficiente tende a estabilizar, ndo
causando o desaparecimento da particula apds a cura. Relativamente ao escoamento das
microparticulas nota-se um comportamento muito semelhante com os GVs, sendo uma
boa alternativa para serem usadas no desenvolvimento de fluidos analogos ao sangue,
capazes de reproduzir também o comportamento das células, GVs, em escoamento dentro
de microcanais hiperbélicos. Assim, com este avanco no estudo das microparticulas de
PDMS, o estudo in vitro do sangue é melhorado, evitando assim problemas de natureza

ética e de seguranca.

6.2. Trabalhos futuros

Como trabalhos futuros € importante aprofundar o estudo da producao de particulas
coloridas, uma vez que pode facilitar a sua visualizagdo dentro dos microcanais e, por
conseguinte, melhorar o seu estudo.

Outro ponto que se poderia melhorar no processo da producdo de particulas, é 0 uso
do surfactante, o qual é utilizado para evitar a coalescéncia das microparticulas aquando

da sua formacgdo. No entanto este elemento tende a criar cristais, 0 que acaba por

75
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contaminar a amostra. Testar outros surfactantes seria uma boa forma de melhorar as
amostras finais.

A quantidade e a qualidade de amostra final obtida também é algo a ter em conta e
a otimizar, uma vez que a fabricacdo é um processo lento resultando apenas uma baixa
concentracdo de particulas. O processo de filtracdo e secagem da amostra também
introduz bastante sujidade sendo que deveria ser efetuado numa cémara limpa ou
encontrar outro meio de filtragem mais eficiente para que também n&o ocorra muita perda

de quantidade da amostra de microparticulas.
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Anexo A

Representacao das gotas produzidas no capilar de vidro através da qual se fez a

medicao do didmetro manualmente.

Particulas curadas no capilar de vidro aquando da sua medic¢do do diametro.
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Anexo B

Representacdo do coeficiente de reducdo das particulas vermelhas com e sem

corante, com tamanho similar.
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Representacdo da probabilidade de existéncia das particulas cinzentas, antes e

depois da cura, com tamanhos de 12 um e 22 um, respetivamente.
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Anexo C

Anexo C

Representacao dos graficos de reologia dos diferentes racios:

e Récio de [10:1]
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Anexo C

e Racio de [8:2]
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Todos os racios: [10:1], [8:2] e [6:4]
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Anexo D

Tabela com a velocidade média das particulas em cada zona dependendo do

caudal de escoamento.

Velocidade (um/s)

Q (uL/min) Zona 1 Zona 2 Zona 3

5 130763,52  44746,78  26087,57
8 1088597,59 67958,66  43970,73
10 1494064,18 125883,19 68541,72
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