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RESUMO: No presente estudo, pretendeu-se desenvolver/melhorar uma metodologia de

microfabricacdo de baixo custo, conhecida por xurografia e efectuar a visualizacdo e

quantificacdo da camada livre de células (CLC) junto as paredes para diferentes escoamentos

sanguineos em microcandais.

1 INTRODUCAO

A xurografia € uma técnica que tem vindo a
ser utilizada para a fabricacdo de moldes
para a produ¢do de microcanais. Esta
técnica possui como referencia a litografia
suave, que por sua vez € a técnica mais
utilizada na drea da microfabricagdo. No
entanto esta técnica € muito dispendiosa e
requer uma sala limpa. A xurografia recorre
a equipamentos e materiais usualmente
utilizados na inddstria grafica, como
plotters de corte, vinil e outros materiais. A
técnica de xurografia tem como principal
objectivo diminuir os custos de producdo de
microcanais [1, 2].

O efeito indica que para
microcanais de dimensdes inferiores a

Fahraeus

300um, ocorre o fendmeno de migracao dos
glébulos vermelhos (GVs) para o centro do
microcanal [3, 4]. Por sua vez, no efeito de
Fahraeus-Lindqvist observa-se a variacio
da viscosidade do sangue com a alteragdo
do didmetro dos microcanais. Este
fenomeno estd também associado a
tendéncia dos GVs migrarem para o centro
do microcanal, formando-se uma camada
livre de células (CLC) junto das paredes do

microcanal [5]. Recentemente foram

realizados estudos que demonstram que a
CLC ¢ afectada pelas condi¢des fisioldgicas
do fluido, assim como pela geometria do
microcanal [6, 7, 8]. Os objectivos
principais deste trabalho s@o a fabricacdo de
polidimetilsiloxano
geometrias com

microcanais em
(PDMS) de
bifurcacdes e confluéncias, a partir de
moldes produzidos por xurografia e a

varias

medicdo da espessura da CLC no

escoamento de diferentes fluidos a

diferentes  caudais nos  microcanais

produzidos.

2 MATERIAIS E METODOS
Inicialmente foram desenvolvidos
microcanais num software CAD, baseados
em estudos anteriores de fenomenos
associados a bifurcacdes e confluéncias. As
geometrias possuiam canal principal de
300, 500 e 1000 gm de largura e duas
ramificacdes 50% da largura do canal que
lhe deu origem. Na Figura 1, 2 e 3 podemos
observar as geometrias utilizadas neste
estudo, assim como as larguras dos
microcanais e a angulacdo das bifurcagdes e
confluéncias.
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Fig. 1 Desenho esquemadtico da rede de microcanais
da geometria A — Geometria com canal principal de
300pm e ramificagdes de 150pum.

Fig. 2 Desenho esquematico da rede de microcanais
da geometria B — Geometria com canal principal de
500pm e ramificagdes de 250pm.

Fig. 3 Desenho esquematico da rede de microcanais
da geometria B — Geometria com canal principal de
1000um e ramificagdes de 500pm.

Estas geometrias foram posteriormente
utilizadas para producdo de moldes com o
recurso a técnica de xurografia. Para
producdo de moldes utilizou-se uma plotter
de corte Jaguar Il assim como o vinil
KEMICA TECMARK serie 3000 de cor
branco e o vinil HEXIS de cor dourado. Na
Figura 4 podemos observar o equipamento
utilizado para a fabricacdo dos moldes por

xurografia.
s -

geometrias para fabricagdo do molde.

Os moldes produzidos foram utilizados para
fabricacdo de microcanais em PDMS.
Produziu-se PDMS com agente de cura
(razdo de 10:1) que foi depositado no molde
e preparou-se uma ldmina com PDMS
(razdo de 20:1) espalhado com o auxilio de
um spin-coater. Efectuou-se a cura do
PDMS numa estufa a 80°C durante 20
minutos. Recortaram-se 0s microcanais,
realizaram-se furos de entrada e saida de
fluidos e procedeu-se a selagem dos
microcanais com a ladmina. Por fim, para
ocorrer a adesao dos materiais, colocou-se o
dispositivo na estufa a 80°C durante 24
horas.

Os microcanais produzidos foram utilizados
para estudar escoamentos sanguineos com
diferentes percentagens de Hematdcrito
(Hct) e diferentes caudais. Os Hcts
utilizados foram de 1, 5 € 15% em dextrano
40 e os caudais testados foram de 5, 10 e 15
pL/min.

Como preparacdo das amostras sanguineas
de origem ovina, procederam-se a duas
lavagens do sangue em soro fisiologico para
a obtencdo do Hct. Foi utilizada uma
centrifugadora com uma velocidade de
2000rpm durante 15min a 4°C. No final das
lavagens, foram colocados em 3 tubos de
ensaio distintos 5 uL, 25 ulL ¢ 75 uL de
hematdcrito e adicionou-se dextrano 40 até
se completar os 5 mL de amostra. Na
Figura 5 podemos observar as diferentes
etapas da lavagem da amostra de sangue
para a obtencdo do Hct.

nuvem branca

Eritrécitos

Fig. 5 Esquema das etapas utilizadas para a separagao
do Hect, dos restantes constituintes sanguineos.



E. Pinto, D. Pinho, D. Bento, T. Correia, V. Garcia 1, R. Dias, J. M. Miranda, R. Lima

303

Foi utilizada uma bomba de seringa
(Harvard Apparatus PHD ULTRA™) para
efectuar o bombeamento dos fluidos. De
forma a realizar-se a observagdo e captacdo
dos filmes do escoamento, foi utilizado um
microscopio invertido (IX71, Olympus)
combinado com uma camara de alta
velocidade (i-SPEED LT). Na Figura 6 &
apresentada a montagem realizada para se
efectuar o bombeamento e visualiza¢do dos
escoamentos em microcanais.

Microscopio invertido

Bomba de seringa

Camara de alta velocidade

Fig. 6 Montagem realizada para visualizar o
escoamento dos fluidos nos microcanais produzidos.

Por fim, foi medida a espessura da CLC
junto das paredes dos microcanais, com o
auxilio do plugin Mtrack do ImagelJ.
Realizou-se o tracking de 50 frames dos
videos captados para cada regido de
interesse. Inicialmente efectuou-se um
ajuste de contraste de imagem, permitindo
uma fécil detec¢do da linha de separacdo do
plasma. Em seguida realizou-se tracking
das  paredes dos  microcanais e
posteriormente realizou-se um tracking da
linha representativa da CLC. Na Figura 7 ¢
apresentado um fracking realizado com o
plugin Mtrack para a obtengdo das CLC
junto as paredes do microcanal.

Fig. 7 Tracking efectuado em ImageJ com o plugin
Mtrack J na entrada de um dos microcanais
produzidos.

3  RESULTADOS

Nas Figuras 8 e 9 estdo representadas as
zonas de confluéncia das geometrias
referentes ao microcanal de 300 e de 1000
pm. Estas imagens ilustram a influéncia do

tamanho do microcanal na qualidade de
fabricacgdo.

Fig. 8 Imagens obtidas em microscopio invertido com
objectiva de 20x: A- Molde produzido com a
geometria com largura do canal principal de 300 pm,
na zona de confluéncia; B — Microcanal na zona de
confluéncia da geometria com entrada de 300 um,
fabricado com o molde apresentado em A.

O microcanal de 300 ym possui, na zona de
confluéncia, vdrios artefactos de fabricagao.
Pode-se observar diversas rugosidades no
microcanal final. Verifica-se ainda que as
ramificagdes sdo assimétricas. Foram
produzidas arestas arredondadas no
processo de fabricacio do molde,

traduzindo-se no microcanal final.
i i T

Fig. 9 Imagens obtidas em microscopio invertido com
objectiva de 4x: A- Molde produzido com a
geometria com largura do canal principal de 1000
um, na zona de confluéncia; B — Microcanal na zona
de confluéncia da geometria com entrada de 1000
um, fabricado com o molde apresentado em A.

Relativamente aos moldes e microcanais de
1000 um obtiveram-se arestas menos
arredondadas comparativamente com o caso
anterior. A zona de confluéncia possui
muito melhor acabamento
comparativamente com 0s microcanais de
300um e as ramifica¢Ges sdo simétricas.

A diminui¢do da dimensdo dos microcanais
estd correlacionada com a diminui¢do da
qualidade dos microcanais. Este facto estd
associado a incapacidade do equipamento
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manter a qualidade do corte para geometrias
de dimens6es mais pequenas.

Foram recolhidas diversas imagens
microscdpicas dos moldes produzidos e dos
microcanais. A Figura 10 €& wuma
representacdo esquemadtica das seccdes das
geometrias onde foram recolhidas as
imagens microscépicas.

1~ Antes da Bifurcacdo;
2,3,4,5~ Ao longo das ramificagées;

6~ Apos a confluéncia.

Fig. 10 Representagdo esquematica da geometria do
microcanal ¢ localizagdo das sec¢des onde foram
recolhidos as imagens para obtengdo dos valores da
largura do molde e do microcanal.

Nas Figuras 11, 12 e 13 sao apresentados
sob a forma grdfica os resultados obtidos
referentes a largura dos diferentes
microcanais nas sec¢oes jd identificadas. Os
resultados foram processados com o auxilio
do ImageJ e foi calculada uma média dos
valores da largura dos moldes e dos
microcanais produzidos de forma a
simplificar a comparagdo dos resultados.
S3o também apresentados os valores
tedricos especificados no software CAD,

permitindo efectuar uma comparacao.

Larguras nas seccdes da geometria A

400,00
350,00
300,00 W Largura da geometria
250,00 cAD

200,00 Largura do molde
150,00

100,00 Largura do microcanal

50,00

Didmetro do microcanal (um)

1 2 3 4 5 6

Numero da seccio

Fig. 11 Comparagéo dos valores tedricos da
geometria de canal principal de 300 pm com os
moldes produzido e os respectivos microcanais

fabricados.

Podemos observar na Figura 11 que os
microcanais de 300 pm produzidos
possuem uma largura média superior aos
moldes que lhe deram origem. Existe uma

discrepancia média minima de 4 um e
maxima de 50 ym entre o molde produzido
e o microcanal final.

Larguras nas seccoes da geometria B
600,00

500,00

m Largura da geometria

400,00 can

300,00 W Larzura do molde
200,00

Largura do microcanal
100,00

Diémetro do microcanal (um)

1 2 3 & 5 6

Numero da seccio

Fig. 12 Comparagao dos valores tedricos da
geometria de canal principal de 500 um com os
moldes produzido e os respectivos microcanais

fabricados.

Relativamente aos microcanais de 500 pm,
da mesma forma que ocorreu nos
microcanais de 300 pm, existe alguma
discrepancia entre os valores tedricos e 0s
resultados obtidos na producdo dos moldes
e dos respectivos microcanais. Porém a
diferenca existente € inferior.

Larguras nas sec¢des da geometria C
1200,00

1000,00

W Largura da geometria

800,00 cap

600,00 W Largura do molde
400,00

Largura de microcanal
200,00

Didmetro do microcanal (pm)

o
=}
a

Numero da seccio

Fig. 13 Comparacao dos valores tedricos da
geometria de canal principal de 1000 pum com os
moldes produzido e os respectivos microcanais
fabricados.

Os moldes e os microcanais de 1000 pm
possuem maior proximidade com os valores
tedricos, comparativamente com  0s
resultados anteriormente analisados. O
aumento da dimensdo da geometria
traduziu-se numa diminuicao da
percentagem de erro no processo de
fabricacdo do molde e uma consequente
diminuicdo de erro na fabricacdo dos
microcanais.

Na Figura 14 pode-se observar que a
diminuicdo da largura da geometria
conduziu a um aumento do erro percentual
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associado ao processo de fabricacdo dos
microcanais.

Erro percentual iad

fabricagio

14
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8
6
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o —
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a0 pr de

Erro (%)

Largura da Geometria

Fig. 14 Erro percentual médio entre os microcanais
produzidos e a geometria CAD.

Ao longo dos diversos teste efectuados com
a variacdo dos caudais, das percentagens de
Hct e das diferentes geometrias, verificou-
se que na zona das ramificacbes ndo
ocorriam grandes alteracoes da camada
livre de células (CLC). Por isso, optou-se
analisar a variagdo da CLC na zona
imediatamente antes da curvatura da
bifurcacdo e na zona imediatamente apds a
confluéncia, onde o canal jd € rectilineo.

Sentido de escoamente do flulde
-

1 - Imediatamente antes da bifurcagdo;

i a

2-1 apos a ¢ encia

Fig. 15 Representagdo esquematica das zonas de
medi¢do da camada livre de células (CLC).

A recolha destes dados permitiu uma
andlise numérica com o auxilio do ImageJ,
quantificando a CLC junto as paredes dos
microcanais. Nas Figuras 16 e 17 sdo
apresentadas imagens de escoamento
sanguineo num microcanal produzido com
a geometria de canal principal de 500 ym.

)

'~

Fig. 16 Escoamento sanguineo da zona de bifurcagido
com Het de 5% e um caudal de 10 pL/min.

O escoamento sanguineo era uniforme ao
longo de toda a largura do microcanal.
Relativamente ao escoamento apds a
bifurcacdo, este possuia total simetria nas
duas ramificacdes. A ocorréncia da simetria
do escoamento deve-se a regularidade que
0s canais possufam, na sua construcdo.
Possufam paredes rectas e a bifurcagdo era
simétrica.

Sentido de escoamento do fluido

Fig. 17 Escoamento sanguineo da zona de
confluéncia com Het de 5% e um caudal de 10
puL/min.

Na zona ap6s confluéncia, a espessura da
CLC ¢é superior a espessura da CLC em
todas as outras seccdes da rede de
microcanais. Este fendmeno poderd estar
relacionado com forma como a concavidade
foi inserida no microcanal. Este facto
poderd também estar relacionado com a
movimentagdo axial das células ao longo do
escoamento e poderd estar interligado com
o escoamento associado a bifurcacdes e
confluéncias.

Nas Figuras 18, 19 e 20 podemos observar
as variagbes das CLCs obtidas no
escoamento de fluidos no microcanal de
300, 500 e 1000 pum respectivamente.
Podemos analisar a variagdo da CLC para
os diferentes caudais, para as diferentes
percentagens de Hct e nas duas zonas em
estudo.

Espessura de plasma no canal de 300pum

= Antes da Biforeagio - Hot 1%
30 = Depeis da confluindia - Het 1%
B Antes da Bifereagio - Het 5%

15 B Depeis da confludneiz - Het 5%

Expessura da CLC (pm)
]

= Antes da Biforeaglo - Hot 15%

° B Depois da confluéneia - Het 15%
5 10 15
Caudal (uL/min)

Fig. 18 Espessura da CLC dos escoamentos fluidicos
realizados no microcanal de 300 um.
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Espessura de plasma no canal de 500um

= Antes da Bifsrcagio - Het 1%
Depois da confluénda - Het 1%
B Antes da Bifsseaglo - Hot %

= Depois da confluinda - Het 5%

Eispessura da CLC (pm)

Antes da Bifuscacio - Het 15%

Depois 42 confluéneia - Het 15%

5 10 15
Caudal (uL/min)

=
g2

. 19 Espessura da CLC dos escoamentos fluidicos
realizados no microcanal de 500 um.

Espessura de plasma no canal de 1000um

&

= Antes da Bifsreagio - Bot 1%

=
H

Depois da confluéncia - Het 1%

W Antes da Biforeagio - Het 3%

Fspessura da CLC pm
B
H

e
i

= - = Dapois da confluénaia - Het 5%

= Antes da Bifureagio - Fet 15%

o w

Depois da confluéncia - Het 15

5 10 15
Caudal (uL/min)

Fig. 20 Espessura da CLC dos escoamentos fluidicos
realizados no microcanal de 1000 um.

O aumento do caudal e da percentagem de
Hct nos microcanais testados, produziu de
forma relativamente linear uma diminui¢do
da CLC. Portanto, estes diminuiram a
tendéncia que os GVs possuiam em
migrarem para o centro do microcanal. O
aumento do nimero de células presentes no
escoamento diminui o espaco disponivel na
zona axial, provocando um aumento de
pressio da CLC e a sua consequente
diminuigao.

Verificou-se também que a espessura da
CLC na zona de confluéncia € maior que na
zona de bifurcacdo. Este aumento poderd
ser justificado pela angulacdo que as
curvaturas da bifurcacdo e da confluéncia
apresentavam, mas poderd também estas
associada a continua migracdo das células
para a zona axial ao longo do escoamento,
como j4 foi referido anteriormente.
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