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Resumo

A maléaria mata mais de um milh&o de pessoas por ano e é uma das principais causas de
morte em regibes subdesenvolvidas. Assim, o desenvolvimento de técnicas de diagnds-

tico rapidas, eficientes e competitivas é essencial.

Este trabalho focou-se no estudo da deformabilidade dos glébulos vermelhos (GVs) como
biomarcador de malaria, visto que esta propriedade do sangue esta diretamente relacio-
nada com as alteracdes que o parasita provoca ao longo da evolugédo da doenga. Sistemas
microfluidicos com estreitamentos abruptos juntamente com técnicas de processamento
de imagem permitem determinar parametros como a velocidade de escoamento e a defor-
mabilidade dos GVs. Assim, utilizando microcanais poliméricos com estreitamentos de
6 um a 10 um, efetuou-se um estudo comparativo entre GVs saudaveis e GVs quimica-
mente modificados para aumentar a sua rigidez e mimetizar o comportamento do parasita
da malaria. Os resultados obtidos mostram que os GVs saudaveis se deformam natural-
mente para atravessar estreitamentos e recuperam rapidamente a sua forma original apos
0 estreitamento. Em contrapartida, nas amostras modificadas com maiores percentagens

de quimicos 0 mesmo ndo se verificou, ocorrendo varias oclusoes.

Conclui-se assim que o aumento da rigidez dos GVs provoca a diminuicdo da velocidade
de escoamento, da deformabilidade e da capacidade de recuperacdo de forma das células.
Este trabalho assume-se como um contributo para o desenvolvimento de novos sistemas
de diagnostico. Tendo em conta as microtecnologias existentes, sera possivel integrar,
num chip, sensores, microeletronica e plataformas microfluidicas, de forma a criar um

método de diagnostico simples, rapido, preciso e barato para detecéo precoce da maléria.



Abstract

Malaria kills more than one million people per year and is one of the leading causes of
death in underdeveloped regions. Thus, the development of rapid, efficient and competi-

tive diagnostic technigues is essential.

This work focused on the study of the deformability of red blood cells (RBCs) as a malaria
biomarker, since this blood property is directly related to the changes that the parasite
causes throughout the course of the disease. Microfluidic systems with abrupt contrac-
tions, along with image processing techniques, allow the determination of parameters
such as the flow velocity and the deformability of the RBCs. Thereby, using polymeric
microchannels with 6 um to 10 um width contractions, it was performed a comparative
study between healthy and chemically modified RBCs to increase their stiffness and
mimic the malaria parasite effect. The obtained results show that healthy RBCs naturally
deform to cross the contractions and rapidly recover their original shape. In contrast, in
modified samples with high concentration of chemicals, the same did not occur, with

several occlusions being observed.

Therefore, it is concluded that increasing the rigidity of the RBCs causes the decrease of
the flow velocity, the deformability and the shape recovery capacity of the cells. This
work is a contribution to the development of new diagnostic systems. Taking into account
the existing microtechnologies, it will be possible to integrate sensors, microelectronics
and microfluidic platforms into a chip, in order to create a simple, fast, accurate and low

cost diagnostic method for early detection of malaria.
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Capitulo 1

1. Introducao

Este capitulo apresenta o enquadramento tedrico do trabalho, assim como a sua principal
motivacao e objetivos a atingir. O capitulo termina com a descricdo da organizacdo da

dissertagéo.

1.1. Enquadramento

A maléaria € uma doenca infeciosa com alta incidéncia a nivel global, principalmente nas
regides tropicais e subtropicais, como é o caso de Africa, Sudeste Asiatico e América do
Sul e Central. Desde 2013 ja foram relatados 198 milhGes de casos e 584 mil mortes em
todo o mundo (havendo aproximadamente 1 a 2 milhdes de mortes anuais) e, futuramente,
prevé-se que metade da populacdo mundial, cerca de 3,3 bilides, esteja em risco de con-
trair a doenca [1] [2]. Na Figura 1 esta representada a incidéncia da malaria a nivel mun-
dial.



Local livre de maldria ou
transmiss3o & mais de
uma decaca

Prevengdo da
reincidéncia
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i Pré-eliminacdo

E contoio

Figura 1 - Distribuicdo global representativa de paises livres de malaria e paises endémicos para a malaria em fases
de controlo, eliminagdo, pré-eliminagdo e prevencgdo de reintrodugdo. Dados de 2007 [3].

Geralmente os sintomas tipicos da malaria surgem entre 7 a 15 dias apds uma infecéo
qguando ndo se toma nenhuma medicacao preventiva para esta doenca. Os primeiros sin-
tomas que surgem normalmente séo febres altas, dores de cabeca, fraquezas, arrepios,
tonturas, dores abdominais e nas articulagbes, vomitos e diarreia. Sendo estes sintomas
bastante genéricos, existe uma grande dificuldade em diagnosticar a malaria devido a
sobreposicao de sintomas podendo ser confundida com gripe, por exemplo [4] [5]. Em-
bora esta doenca seja potencialmente fatal, com um diagndstico precoce e com o devido
tratamento é possivel recuperar [6]. A Figura 2 mostra a diminuicdo da incidéncia da

malaria a nivel mundial entre o ano de 2000 e 2015.
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Figura 2 - AlteragGes das taxas de incidéncia entre o ano de 2000 e 2015 [7].

A doenca em estudo é causada pelo parasita Plasmodium que infeta as células vermelhas
do sangue. Existem quatro tipos de espécies deste parasita que afetam o ser humano:
Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae e Plasmodium ovale,
e cada espécie apresenta quatro estagios: anel (ring stage), trofozoito, esquizonte e game-

tocito, que estdo representados na Figura 3 [8].

v o G'; > ,

a) b) c) = d)

s

Figura 3 - Estagios das espécies do parasita Plasmodium: a) anel (ring stage); b) trofozoito; c) esquizonte; d) game-
técito [8].

Das espécies de Plasmodium, o Plasmodium falciparum € o mais perigoso e a sua detecdo
num estado inicial é extremamente importante, pois aumenta substancialmente a possibi-
lidade de um tratamento efetivo, fazendo com que haja uma maior taxa de sobrevivéncia
e uma diminuicdo da transmissao da doenca. Como ja referido anteriormente, a infe¢do
da malaria nos globulos vermelhos (GVs) humanos passa por varios estagios e a medida

que a infecdo se alastra, 0 parasita provoca alterac6es bioquimicas, oticas e morfoldgicas



nas hemacias, tornando estas células mais rigidas e espessas 0 que, consequentemente,
causa um aumento da viscosidade do sangue [9] [10]. Estas alteracdes bioquimicas acon-
tecem de forma gradual e através da analise do fluxo sanguineo é possivel diagnosticar
se realmente se trata de um caso de malaria e perceber o estadgio em que se encontra. Uma
das propriedades do sangue mais importante para um diagnostico precoce desta doenca é
a deformabilidade dos GVs, uma vez que esta diretamente relacionada com as alteracoes

que o parasita provoca ao longo da evolucdo da malaria [11].

Ao longo dos anos foram desenvolvidas diversas técnicas e dispositivos para a detecédo
da maléria, em que 0 método mais utilizado é a microscopia convencional, por meio de
andlises de esfregacgos de sangue e de coloracdes. Este método permite obter resultados
de uma forma répida e eficaz, no entanto necessita de uma preparacao prévia da amostra
e de microscopistas especializados que consigam distinguir os GVs infetados de diferen-
tes espécies e 0 estagio em que se encontram [8]. Para o diagndstico da maléria sem que
seja necessario laboratorios equipados com microscopios, nas regides endémicas sdo uti-
lizados testes de diagndstico rapido. Apesar das suas vantagens, estes apresentam bastan-
tes limitagdes como a sensibilidade dos métodos, 0 seu custo e a capacidade de detetar
diferentes espécies e baixa parasitémia [12]. Estas desvantagens, como o alto custo dos
testes de diagndstico rapido e a necessidade de equipamentos de laboratério para técnicas
de microscopia tradicional, escassos em regides endémicas, podem afetar a extingdo da

doenca e o tratamento efetivo por falta de acesso as melhores técnicas de diagnostico.

Os sistemas microfluidicos sdo extremamente vantajosos para a preparacdo e analise de
uma amostra, uma vez que permitem realizar o estudo com uma pequena quantidade de
sangue, sdo de facil manuseamento, tém um custo reduzido, apresentam um processa-
mento bastante rapido e ndo necessitam de pessoal especializado [13]. Com as inovacfes
ja implementadas ao longo dos tempos, é possivel agregar num unico chip, sensores,
componentes Gticos, microeletronica e canais microfluidicos que poderdo permitir o de-
senvolvimento de métodos de diagnostico simples e de baixo custo, quantitativos, rapidos

e precisos para a detecdo precoce da malaria.

A realizacdo deste trabalho fundamenta-se no estudo da deformabilidade dos GVs como
um relevante marcador da malaria. Com isto, tenciona-se realizar uma analise das dife-

rencas da rigidez/deformabilidade das células, analisando simultaneamente a velocidade



de fluxo em microcanais com estreitamentos e analisando a recuperagdo de forma das

células ap0s os estreitamentos.

De modo a desenvolver estes sistemas e avaliar 0 seu desempenho ao nivel da sua efici-
éncia e reprodutibilidade, assegurando a seguranca laboratorial e a diminui¢do do custo e
da complexidade dos ensaios microfluidicos laboratoriais, tém vindo a ser estudados mé-
todos de alteracdo das propriedades dos GVs, mimetizando sinteticamente os efeitos da
malaria sem a necessidade de utilizacdo de parasitas ou amostras infetadas. Assim, este
trabalho pretende ainda implementar diferentes métodos quimicos de alteracdo das pro-
priedades mecéanicas dos GVs para mimetizar os efeitos da maléria: diamida, glutaral-
deido e glucose. A rigidez das células serd modificada e o seu comportamento, em relacéo
a deformabilidade e velocidade de escoamento, serd comparado com o dos GVs sauda-

veis.

1.2. Motivacao

A maléria continua a matar mais de um milhdo de pessoas por ano e é a principal causa
de morte entre as criangas africanas. A atencdo que o mundo dispensa a esta adversidade
mortal, bem como os esforcos para conter a sua propagacdo, continuam a ser insuficien-
tes. Assim, é extremamente importante o desenvolvimento de técnicas eficazes para o
diagndstico desta doenca, quer nos paises subdesenvolvidos, onde hd uma maior incidén-
cia, quer nos paises desenvolvidos, onde existem poucos especialistas no diagndstico.

O diagndstico da maléaria inclui a identificacdo dos parasitas, antigenes e/ou produtos da
sua presenca no sangue do individuo, o que é uma tarefa complexa pois a eficcia do
diagndstico depende de varios fatores: identificacdo correta das quatro espécies da mala-
ria (Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae e Plasmodium
ovale); diferentes estagios de esquizogonia dos glébulos vermelhos; endemicidade das
diferentes espécies; migracdo populacional; nivel de parasitémia; imunidade; sintomas;
resisténcia a farmacos; problemas de reincidéncia; presenca de parasitas em tecidos mais

profundos.

Quando esta doenca ndo é diagnosticada antecipadamente, o tratamento ocorre tardia-

mente e é essa a principal razdo para a elevada percentagem de mortes em varios paises



endémicos, sobretudo naqueles que possuem poucos recursos. Devido a falta de experi-
éncia ou conhecimento da malaria, a detecdo da mesma e identificacdo dos parasitas du-

rante uma analise dos esfregacos de sangue pode ser prejudicada.

Face a estes problemas, sente-se a necessidade de criar e desenvolver métodos de diag-
nostico eficazes, rapidos, de baixo custo e de facil utilizacdo para que possam ser empre-
gues nas areas endémicas subdesenvolvidas e que ndo requeiram pessoal com treino es-

pecifico.

Posto isto, para resolver o problema da motivacdo deste trabalho é importante estudar as
células infetadas e o estabelecimento de uma relacdo entre a velocidade de escoamento
do sangue, deformabilidade dos glébulos vermelhos e os diferentes estados da malaria.
Diante disso, sera possivel desenvolver sensores integrados em dispositivos microfluidi-
cos que permitam a criacdo de um sistema de detecdo da malaria autonomo, de alta sen-
sibilidade, preciso, de baixo custo, portatil e de baixo consumo energético. Adicional-
mente, para que estes sistemas sejam futuramente desenvolvidos e analisados, € essencial
mimetizar sinteticamente os efeitos da malaria no sangue humano, de modo a poder testar
a sensibilidade e reprodutibilidade dos métodos sem necessidade de amostras infetadas,

melhorando a seguranca laboratorial.

1.3. Objetivos

Uma vez que o diagnostico da maléria se baseia na deformabilidade das celulas, o estudo
dessa deformabilidade sera elaborado medindo as velocidades dos globulos vermelhos e
as dimensoes das células em microcanais com estreitamentos para uma posterior analise
do efeito destas constri¢cbes no escoamento das células vermelhas do sangue. Esta abor-
dagem (previamente estudada ja na equipa de investigacdo na Universidade do Minho
[14]) parte do potencial da presenca de geometrias com estreitamentos abruptos para de-
formar células devido as tensdes de cisalhamento e escoamentos gerados por estas con-
tracOes geometricas. Utilizando baixas concentracBes de GVs tratados com diferentes
percentagens de glutaraldeido, glucose e diamida, as amostras serdo injetadas por um sis-
tema de bombeamento em microcanais de polidimetilsiloxano (PDMS) com estreitamen-

tos abruptos de diferentes larguras (6 um, 8 um e 10 um), e a sua capacidade de escoar



pelos estreitamentos dos microcanais seré avaliada, assim como analisada a sua recupe-
racdo de forma apos o estreitamento. De forma a medir a velocidade de escoamento e a
deformabilidade dos GVs recorre-se a uma camara de video de alta velocidade, micros-
copio e técnicas de processamento de imagem. Pretende-se assim obter uma correlacéo
entre diferentes niveis de rigidez (causada pelos diferentes quimicos) e diferentes veloci-
dades/indices de deformabilidade nos microcanais, que possam ser associadas aos varios
estagios de maléaria. Para alem dos objetivos enunciados anteriormente pretende-se ainda
estudar o potencial de ferramentas computacionais (como o ImageJ e PIVLab) para apoio

a analise de velocidades/deformacbes de GVs.

1.4. Estrutura da dissertagao

No primeiro capitulo da dissertacdo é apresentado o enquadramento tedrico, motivacao e
principais objetivos do trabalho. Ao longo do segundo capitulo sdo apresentados os fun-
damentos teoricos e uma revisdo bibliografica dos tdpicos de interesse para o trabalho,
tais como a constituicdo do sangue e a sua reologia, a deformabilidade dos globulos ver-
melhos e os seus métodos de estudo, e a velocidade dos GVs e 0s seus principais métodos
de detecdo. Neste capitulo também é abordado o mecanismo de infecdo da maléria e os
seus principais métodos de detecdo. De seguida, no terceiro capitulo, sdo expostos 0s
materiais e métodos experimentais utilizados ao longo das vérias fases do trabalho: fa-
brico dos microcanais, preparagdo de solucdes e equipamentos utilizado na visualizagao
do escoamento nos microcanais. Neste capitulo sdo também explicadas as ferramentas de
software e as funcdes utilizadas. O quarto capitulo apresenta os resultados experimentais
da deformagdo dos GVs e da velocidade de escoamento nos microcanais obtidos ao longo
do trabalho, assim como a discussao dos mesmos. Por Gltimo, o quinto capitulo expde as
principais conclusoes retiradas do presente trabalho, assim como algumas sugestdes para

trabalhos que sejam realizados no futuro.






Capitulo 2

2. Fundamentos Teodricos e Revisao Biblio-
grafica

Este capitulo apresenta uma revisdo bibliografica e os fundamentos tedricos associados
ao sangue e a sua reologia, aos principais métodos de diagndstico da maléria e ao estado
da arte dos métodos de detecdo de velocidade e deformabilidade de GVs.

Um fluido pode ser definido como sendo uma substancia que sofre uma deformacao con-
tinua quando submetido a uma forca tangencial. A nocéo de fluido abrange liquidos e
gases, sendo possivel distingui-los pelo seu grau de compressibilidade: os liquidos séo
praticamente incompressiveis ao contréario dos gases, que numa condicdo de pressao apre-
sentam elevada compressibilidade [15]. Por definicdo, biofluidos s&o todos os fluidos
produzidos pelo organismo. Assim, a urina, o liqguido amniético, a agua do corpo, o leite
materno, 0 sangue, entre outros, sdo considerados biofluidos. De todos os biofluidos, o
sangue é 0 mais importante, uma vez que é responsavel pelo transporte de nutrientes e de

oxigenio para o organismo [16].

Varios estudos apontam para a importancia de estudar o sangue na microcirculagdo. Va-
rias patologias alteram as propriedades do sangue, como é o caso da viscosidade do
plasma, as propriedades mecanicas dos glébulos vermelhos e a viscosidade da membrana.
A maléria é uma das doencas que altera 0 comportamento do sangue, uma vez que a

mesma reduz a deformabilidade dos eritrocitos [16].

Com todos os problemas que as doengas como a malaria apresentam para o sangue, é
extremamente importante compreender 0 comportamento deste biofluido na microcircu-

lacdo para o avanco da medicina e da engenharia biomédica.



2.1. Mecanismo de infecdo da maléria

A maléria é provocada por protozoarios parasitarios do género Plasmodium, em que Han-
dayani et al. estudaram duas das suas espécies, P. falciparum e P. vivax [17]. Eles afir-
mam que os glébulos vermelhos infetados com P. falciparum tornam-se cada vez mais
rigidos com o amadurecimento do parasita, resultando em modificacbes da superficie da
célula infetada por uma variedade de proteinas derivada do parasita. Contrariando outros
estudos que afirmam que ha uma diminuic¢do da deformabilidade das hemécias infetadas
por P. vivax, Suwanarusk et al. alegam que a deformabilidade aumenta drasticamente,
porque trofozoitos (forma ativa do protozoario que causa a malaria) de P. vivax desen-
volvem esquizontes (parasita da malaria amadurecido) que infetam as hemacias [18]. Para
resolver esta controvérsia, Handayani et al. analisaram o comportamento de GVs infeta-
dos com P. vivax num modelo microfluidico com uma contragdo e concluiram que apesar
da elevada deformabilidade das hemécias infetadas, varias foram destruidas ao passarem

pela contragdo, o que revela uma maior fragilidade [17].

O ciclo de infecdo da malaria, representado na Figura 4, é causado pela picada de mos-
quitos fémeas Anopheles, que transmite o esporozoite ao hospedeiro e este vai agir como
vetor de transmissao. Através dos vasos sanguineos, o esporozdite é conduzido até ao
figado, onde penetra os hepatdcitos, ocorrendo a fase esquizonte (aumenta de tamanho) e
reproduz-se de forma assexuada, originando merozoitos. Por conseguinte, os hepatdcitos
rebentam e libertam milhares de merozdites na corrente sanguinea que infetam os globu-
los vermelhos do hospedeiro provocando a fase inicial (ring stage), evoluindo para a fase
trofozoite e por fim a fase esquizonte. Nesta Ultima fase, os glébulos vermelhos infetados
replicam-se e originam entre 16 a 32 novos merozoites que acabam por rebentar o glébulo
vermelho hospedeiro e desencadear um ciclo intra-eritrocito, que consiste na infecdo de

glébulos vermelhos saudaveis de forma ciclica [19].
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Figura 4 - Ciclo de infegdo da malaria [20].

No ciclo intra-eritrocito ocorre uma degradacéo de 60 a 80% da hemoglobina (constitui
aproximadamente 95% da quantidade de proteinas presentes nas hemacias) [21]. A pro-
teolise da hemoglobina liberta aminoacidos e heme, em que o heme ndo demonstra ser
metabolizado ou reciclado, porém é mantido como polimero inerte conhecido como he-

mozoina [22].

Durante a evolucdo da malaria, o parasita modifica continuamente as propriedades dos
glébulos vermelhos hospedeiros e exporta certas proteinas parasiticas que tornam as cé-
lulas infetadas mais aderentes, aumentando a citoadesao [23] [24]. Também induzem pro-

gressivamente o aumento da rigidez dos GVs enguanto o parasita amadurece [25].

Todas as alteracGes morfoldgicas que este parasita provoca comprometem a microcircu-
lacdo [26] e em casos de maléria mais criticos pode-se verificar outras patologias, como

por exemplo anemia [27].

2.1.1. Principais métodos de dete¢do da malaria

O sangue é um dos materiais bioldgicos mais cruciais que pode ser utilizado para o diag-

nostico e estudo de doencas. Assim, é extremamente importante a criagdo de métodos
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simples e eficazes que permitam fazer a separacdo do sangue, para posteriormente estudar
0 comportamento das biomoléculas [28-33].

O diagnostico clinico da malaria ndo é uma tarefa facil, uma vez que esta doenca apre-
senta 0s mesmos sintomas que outras patologias. Nos paises subdesenvolvidos, o diag-
nostico desta doenca é feito atraves dos sintomas dos pacientes (febre, dor de cabeca,
vomitos, diarreia, arrepios, tonturas, dor abdominal, etc.) o que pode levar a diagnosticos

errados.

Este tipo de diagndstico pode conduzir a falsos negativos ao menosprezar sintomas da
maldria que coincidam com outras patologias menos perigosas. Isto pode levar a falta de
tratamento da malaria nesse doente, assim como a possivel proliferacdo da doenca atraves
do mesmo. Em contrapartida, este método também pode resultar em falsos positivos, o
que levaréa a que os pacientes ndo sejam medicados para a doenca que possuem e, podem

ainda, desenvolver resisténcia aos farmacos destinados ao tratamento da malaria.

Por todas estas razdes, varias técnicas para a detecdo e diagnostico da malaria tém sido

investigadas, como € o caso de:

e Técnica de microscopia convencional: esta é realizada através da coloracédo e ana-

lise de esfregacos de sangue [34]. Esta técnica tem um custo relativamente baixo
e possibilita a identificacdo das diferentes espécies e do nivel de parasitémia. Con-
tudo, tem a desvantagem de necessitar de microscopistas especializados e treina-
dos para a obtencdo de resultados fidedignos.

e Quantitative buffy coat (QBC): este método é um exemplo das técnicas de con-

centracdo, baseando-se na diferenca entre os valores da densidade dos componen-
tes sanguineos e no principio de que as células infetadas ficam concentradas entre
as camadas separadas de eritrécitos e leucdcitos do tubo de QBC centrifugado
[35]. Esta técnica é bastante simples e fiavel, todavia requer equipamento de ele-
vado custo e mostra complicagdes na determinagdo das espécies e no nivel de

parasitémia presente na amostra.

e Teste de diagnostico rapido: estes baseiam-se essencialmente em principios de
imunocromatografia, como por exemplo o teste OptiMAL que faculta a detecao
de antigenes de desidrogenase lactica (DHL) libertados pelas hemacias infetadas
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[12]. Este procedimento é de fécil utilizacdo, é rapido e ndo necessita de equipa-
mento de laboratério sofisticado. Contudo, esta técnica apenas deve ser utilizada
em conjunto com métodos complementares para confirmacéo do diagndstico de-

vido a sensibilidade dos resultados [36].

2.2. Constituicdo do sangue

O sangue é uma substancia liquida essencial para o diagnéstico da maléria, que circula
nas artérias e veias do organismo e pode ser caracterizado como um fluido opaco, com
viscosidade superior a agua e heterogéneo. Consiste numa suspensdo de uma série de
elementos celulares (globulos vermelhos, gldbulos brancos e plaquetas), como se pode
verificar na Figura 5. Estes componentes correspondem a cerca de 46% do volume total
do sangue, numa matriz aquosa de moléculas, proteinas organicas e sais chamado plasma
[15] [16].

Capilar

Sanguineo
o Glébulos Brancos Globulos

Vermelihos

¢ /7 k’laquetas

Sanguineas

Plasma

Figura 5 — Esquema de um capilar sanguineo [16].

2.2.1. Glébulos Vermelhos

Os globulos vermelhos, também designados de hemacias ou eritrocitos, sdo elementos
celulares desprovidos de ndcleo e organelos, que na auséncia de tens6es aplicadas, apre-
sentam-se sob a forma bicdncava com cerca de 8 um de diametro, com uma espessura

média de 2 um e um volume de 85 a 90 um, como se pode verificar na Figura 6 [37] [38].
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Figura 6 - Forma e dimensdo de um GV humano [37].

Os GVs sdo as mais abundantes células sanguineas, sendo cerca de 700 vezes mais nu-
merosos que os globulos brancos e 17 vezes mais que as plaguetas, e deslocam-se no
sistema circulatorio pelas forgas responsaveis pela circulacdo sanguinea. A sua principal
funcdo é transportar o oxigénio dos pulmdes para os tecidos do organismo e o didxido de
carbono dos tecidos para os pulmdes, através da hemoglobina que ocupa cerca de 25%
do volume da hemacia [37] [38].

Devido a sua forma, os GVs tém a capacidade de se deformar, facilitando a sua passagem
pelo centro dos capilares e possuem um maodulo de elasticidade bastante elevado [16]. O
hematdcrito corresponde a percentagem do volume ocupado pelos glébulos vermelhos no

volume total do sangue.

2.2.2. Glébulos Brancos

Os glébulos brancos ou leucdcitos sdo células claras ou esbranquicadas, com nucleo mas
sem hemoglobina, e sdo responsaveis pela resposta imunitaria. Normalmente possuem
uma forma esférica, como é possivel observar na Figura 7, e o seu diametro varia entre

0S 7 e 0s 22 um consoante o seu tipo [37] [39].
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Figura 7 - Visualizagdo de leucdcitos no microscopio de varrimento [40].

2.2.3. Plaquetas

As plaquetas, também conhecidas como trombdcitos, sdo relativamente pequenas (1 a
2um de didmetro), apresentam uma forma irregular ou oval, como se verifica na Figura

8, e estdo presentes em grande nimero no sangue [37] [40].

Figura 8 - Visualizagdo de plaquetas no microscépio de varrimento [40].

Os trombdcitos sdo fragmentos citoplasmaticos anucleados produzidos na medula 6ssea,
cuja principal funcdo é a formacéao de coagulos sanguineos que impossibilitem a perda de

sangue quando ha uma hemorragia [37] [38].
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2.2.4. Plasma

O plasma é um fluido amarelado, composto por cerca de 91% de agua e 9% de outras
substancias como proteinas, ides, substancias nutritivas, gases e produtos de degradacao,
e tem a funcdo de transportar nutrientes e substancias toxicas.

E um liquido que contém substancias em suspensdo (que ndo depositam), quase todas
proteinas plasmaticas, as quais sdo produzidas pelo figado ou pelas células sanguineas,
sendo excegdo as hormonas proteicas [38].

2.3. Reologia do sangue

2.3.1. Escoamento sanguineo

O escoamento sanguineo apresenta variacdes conforme os tecidos onde passa e as suas
funcBes. Alguns necessitam de um escoamento superior quando estdo em trabalho, pois
existe um aumento do consumo de oxigénio, nutrientes e producao de didxido de carbono,
enguanto durante o repouso 0 escoamento é significativamente pequeno [41].

O escoamento do sangue segue os principios fisicos da conservacao da massa, da energia
e da quantidade de movimento. A circulacdo do sangue nos vasos sanguineos resulta das
forcas de gravidade e das forcas devidas aos gradientes de pressdo. A variacao de pressao
nos vasos sanguineos de ponto para ponto torna possivel 0 movimento do sangue. No
entanto, forcas de corte exercidas no fluido pelas paredes dos vasos sanguineos e forcas
devidas a turbuléncia do escoamento contrariam a circulacéo do sangue [41].

O escoamento de um fluido pode ser considerado laminar, transitorio ou turbulento. Um
escoamento laminar ocorre quando o fluido se move em camadas, ou laminas, e uma
camada desliza sobre a camada adjacente, verificando-se apenas a troca de quantidade de
movimento molecular. No regime laminar, a viscosidade tende a moderar a tendéncia
para o aparecimento de instabilidade e turbuléncias. No escoamento turbulento, as parti-
culas do fluido apresentam movimentos irregulares, havendo uma transferéncia de quan-
tidade de movimento [41].

Como jéa referido anteriormente, existem dois tipos principais de escoamentos continuos:
0 escoamento turbulento e o escoamento laminar, que variam consoante a sua posi¢do

relativa numa escala de turbuléncia em que se indica o nimero de Reynolds (Re). Em
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regime laminar o nimero de Re é inferior a 2300 e quando o escoamento é turbulento
apresenta um nimero de Re elevado (superior a 2300). Entre estes dois limites o regime
é de transicdo. O nimero de Re determina-se pela razéo entre as forcas de inércia e as
forcas de viscosidade e, no caso de condutas de sec¢éo circular, pode ser calculado pela
seguinte equacgéo:

pVD VD

Re = —
U v

em que p é a massa volimica do fluido, VV é a velocidade média, D é o diametro da con-

duta, u é a viscosidade do fluido e v € a viscosidade cinematica [41].

2.3.2. Comportamento dos fluidos

Dependendo do seu comportamento, os fluidos podem ser Newtonianos ou Néo-Newto-
nianos.

Os fluidos Newtonianos sdo aqueles que mantém a sua viscosidade em qualquer veloci-
dade de escoamento, podendo ser considerados fluidos com viscosidade ideal, ou seja, a
variacdo da tensdo de corte em relacdo ao gradiente de velocidade € linear [37].

Os fluidos Nao-Newtonianos séo fluidos cuja viscosidade varia conforme o grau de de-
formagéo aplicado. Assim sendo, os fluidos Ndo-Newtonianos ndo apresentam Vviscosi-
dade constante, pois podem néo ter uma viscosidade bem definida. Estes fluidos n&o obe-
decem a lei de Newton da viscosidade. O sangue € um exemplo de um fluido Ndo-New-
toniano, exibindo um comportamento néo linear [37].

Na Figura 9 pode observar-se 0 comportamento de fluidos Newtonianos e Ndo-Newtoni-

anos de acordo com a variacao da tenséo de corte e da taxa de deformacéo de corte.
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(A) Herschel-Bulkley
(B) Bingham
(C) Reofluidificante (Pseudopléstico)
(D) Newtoniano
Taxa de deformacao de corte (E) Recespessante (Dilatante)

Tensdo de corte

Figura 9 - Classificagdo de fluidos de acordo com a dependéncia tensdo de corte vs. taxa de deformagdo de corte
[42].

2.3.3. Velocidade de escoamento

Ao longo dos anos tém sido realizados varios estudos in vitro acerca da velocidade de
escoamento sanguineo que revelam resultados bastante dispersos, comprovando a com-
plexidade deste fendmeno. Esta variabilidade de resultados deve-se ao facto de a veloci-
dade do fluxo sanguineo ser fortemente afetada por varios pardmetros combinados, tais
como o hematocrito, o diametro do microcanal (quanto maior o diametro, menor a velo-
cidade do sangue), a taxa de deformacéo, o fluido da suspensao (plasma, soro fisioldgico
ou dextrano), erros experimentais, entre outros [37].

Segundo um estudo efetuado por Goldsmith et al., propde-se um perfil de velocidades
que sugere que para solu¢ées muito diluidas, com um hematocrito de cerca de 1%, o perfil
se aproxime de uma parabola. No entanto, para hematocritos superiores o perfil de velo-

cidade aparenta um perfil “pistdo” (perfil horizontal perpendicular as paredes do vaso),
como é possivel verificar na Figura 10 [43].
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Figura 10 - Representacgdo dos perfis de velocidades para Hct < 1% e Hct superior [37].

2.3.4. Comportamento reoldgico em microcanais

Ao estudar o comportamento do sangue em microcanais com diferentes didmetros e para
diferentes hematdcritos (Hct) é possivel observar o efeito de Fahraeus e o efeito de Fah-
raeus-Lindqvist [37]. No efeito de Fahraeus, que ocorre em microcanais com diametro
inferior a 300 um, observa-se que 0 comportamento sanguineo e 0 hematdcrito sao bas-
tante afetados, como se pode verificar na Figura 11. Este efeito mostra que para microca-
nais estreitos ocorre a migracdo axial das hemacias para o centro do microcanal e, juntos

as paredes, forma-se uma camada livre de células (clc).

Aeterinl veron

i)

40 =70 40 4040 <10 -0 10 0 10 10 33 « 30 0 TO W0
vessel daneter (L)

3) b)

Figura 11 - a) Efeito de Fahraeus em capilares de vidro. b) Distribui¢do do Hct [37].
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O efeito de Fahraeus-Lindqvist, que acontece em microcanais com diametro inferior a
300 pm, verifica-se uma diminuicdo da viscosidade aparente com a diminuic¢éo do dié-
metro do canal. Todavia, como mostra a Figura 12, para microcanais com diametros in-
feriores a 7 um o efeito de Fahraeus-Lindqvist é inverso devido aos eritrocitos apresen-

tarem dificuldades em escoar em microcanais tao estreitos.

Figura 12 - Efeito de Fahraeus-Lindqvist. Variagdo da viscosidade em fung¢ao do didametro do microcanal [37].

De um modo geral, o efeito de Fahraeus-Lindqvist pode ser descrito pela formacao de
uma camada livre de células junto as paredes do microcanal, pela diminui¢do do Hct e,
consequentemente, uma diminuicdo da viscosidade. A existéncia da clc diminui o atrito
entre as hemacias e as paredes do microcanal, o que leva a uma diminuicéo da resisténcia
ao escoamento, reduzindo a viscosidade do sangue [37].

2.4. Deformabilidade dos Glébulos Vermelhos

A deformabilidade dos GVs tem sido proposta como um indicador da qualidade do san-
gue e pode ser significativamente alterada por vérias condigdes fisiopatologicas, afetando

a pressao arterial, a viscosidade do sangue e, consequentemente, a circulagdo sanguinea.
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Posto isto, foram desenvolvidas varias técnicas experimentais para medir a deformabili-
dade das hemacias com o objetivo de melhorar o estudo da fisiopatologia dos GVs [44-
50].

Das varias técnicas para o estudo destas células, existem varios trabalhos em que o0s seus
autores estudam a deformacédo e o movimento das células recorrendo ao efeito das geo-
metrias em microcanais transparentes, fabricados através da técnica de litografia suave
[51-55]. No trabalho realizado por Lima et al. é descrita a técnica de litografia suave para

a fabricacdo de microcanais em polidimetilsiloxano (PDMS) [55].

Em contraste com a litografia suave, a xurografia & uma técnica de baixo custo utilizada
para a fabricacdo de microcanais em PDMS [56-58]. Nesta técnica as geometrias sao de-
senhadas, de seguida fabricam-se os moldes em vinil, utilizando uma plotter de corte que,
posteriormente, serdo usados para a fabricacdo de microcanais em PDMS. A xurografia

€ uma técnica bastante rapida e pouco dispendiosa [16].

Visto que no projeto em questdo um dos objetivos € estudar o potencial da deformabili-
dade dos GVs como biomarcador de maléria, sabe-se que estas células sdo mais deforma-
veis e tém um tamanho mais reduzido que os leucdcitos, tendendo a migrar para o centro
axial dos vasos devido ao gradiente de velocidade do fluxo, que por sua vez desloca os
leucdcitos para a parede do vaso. Hou et al. realizaram um projeto microfluidico para a
separacgdo dos GVs infetados com malaria e demonstraram que as células infetadas com-
portam-se de forma semelhante aos leucécitos e migram em direcao as paredes dos canais.
Este estudo demonstrou que o hematocrito € o principal responsavel pelo efeito de migra-
cao das células infetadas para as paredes dos vasos, 0 que permite uma separacao eficiente
das mesmas. A aplicacdo desta técnica € bastante vantajosa para o diagnéstico de doencas

caracterizadas pela mudanca de rigidez dos GVs [59].

E possivel induzir quimicamente a rigidez dos GVs para mimetizar efeitos da maléria
utilizando, por exemplo, a diamida e glutaraldeido. Um estudo realizado por Rodrigues
et al., apresenta um sistema microfluidico, composto por um microcanal de forma hiper-
bolica com uma contracdo, cujo objetivo era medir o indice de deformacéo (ID) dos GVs
com o efeito destes dois quimicos. Foi possivel concluir que o ID dos eritrdcitos tende a
aumentar até que atinge o valor maximo antes da saida da contragdo. Os resultados mos-

tram claramente que os GVs expostos a diamida e glutaraldeido tornam-se mais rigidos e
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0 seu indice de deformagdo diminui. Comparando estes dois quimicos, o glutaraldeido
tende a realizar uma reducdo mais eficaz na deformabilidade dos GVs do que a diamida
[60].

Shin et al. investigaram a deformabilidade das hemaécias e os seus efeitos na viscosidade
do sangue recorrendo a um reémetro com difracéo de raios laser (LDSR). Expuseram 0s
GVs com diferentes concentragfes de glutaraldeido, para assim conseguirem alterar a
capacidade de deformacéo destas células em estudo, e concluiram que quanto maior a
concentracdo deste quimico mais rigidas as hemacias se tornam, logo menos deformaveis.
Os resultados obtidos com esta técnica indicam que quanto mais endurecidos sdo os GVs,
maior a viscosidade do sangue, concluindo-se que a viscosidade é fortemente afetada pela
deformabilidade dos GVs [61].

Além da diamida e do glutaraldeido, também a glucose afeta a deformabilidade das célu-
las vermelhas do sangue. O aumento da glucose causa danos nas membranas dos GVs ou
até a morte dos mesmos. Varios estudos foram realizados com o intuito de determinar
essa influéncia da glucose, concluindo que a hiperglicemia aumenta a viscosidade do san-
gue, aumenta a agregacdao eritrocitaria e, assim sendo, ha uma diminuicéo significativa da
deformabilidade das hemécias [62] [63].

O trabalho de Yaginuma et al. [64] é mais uma demonstracao de que o uso de dispositivos
microfluidicos tem a grande vantagem de ser adequado para lidar com um conjunto de
células e conseguir-se estudar a deformabilidade de apenas uma dessas células numa s6
execucdo. A capacidade de alto rendimento juntamente com a capacidade de atingir um
fluxo controlado permite detetar pequenas deformacdes dos GVs de uma forma bastante
eficiente e menos demorada do que nas técnicas de medicdo de deformabilidade conven-
cionais. Com um sistema microfluidico, composto por um microcanal com uma contracdo
hiperbdlica seguida por uma expansdo, pode-se obter o indice de deformacdo das hema-
cias bem como a velocidade ao longo do canal. Este estudo mostrou que os GVs séo
altamente deforméaveis sob um forte fluxo, em que o grau de deformabilidade é altamente
dependente da taxa de fluxo e apresenta um indice de deformacdo que converge para um

valor maximo como o aumento do niumero de Reynolds [64].

Fazer uma avaliacdo correta dos fatores que atuam na deformabilidade dos GVs néo é

uma tarefa facil devido a sua reduzida dimensdo. Estas células, que apresentam uma
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forma bicéncava, modificam-se progressivamente numa forma eliptica como resposta as

forgas feitas pelo escoamento sanguineo [65].

A deformabilidade dos GVs demonstra a capacidade de estas céelulas alterarem a sua
forma, resultando essencialmente por forcgas aplicadas na sua superficie. Esta deformabi-
lidade pode ser definida como a caracteristica que faculta aos eritrécitos normais (7-8 um
de didmetro), escoarem por capilares até 3 um de didmetro e representa a propriedade de
adaptacdo dos GVs ao escoamento sanguineo durante 120 dias, que é o tempo médio que
estes permanecem na circulagéo [66-68].

A deformacdo das hemécias € dependente de diversos aspetos, como € o caso da geome-
tria celular (dependendo da forma, do volume e da relacédo superficie/volume); da visco-
sidade interna, que advém da concentracdo de hemoglobina e de propriedades fisico-qui-
micas, sendo importante referir que as celulas desidratadas com densidade interna mais
elevada apresentam uma capacidade de deformabilidade menor; e de propriedades visco-

elasticas da membrana eritrocitaria [66] [67] [68].

Este fendmeno da deformabilidade pode ser apontado como uma propriedade reoldgica
dos GVs e pode ser ou ndo estudada isoladamente, dependendo da técnica de medicédo
que se utiliza. Os estudos realizados sobre a deformacdo dos GVs tém como principal
objetivo encontrar a relacdo experimental entre a forca aplicada e a tensdo da célula em
termos de deformacéo e, para que este objetivo seja cumprido, a técnica para medir a
deformabilidade tem de satisfazer dois critérios: tem de ser um fator quantificavel e fisi-
camente definido, favorecendo uma modificacdo na forma do GV, e o grau de deformacéo

tem de ser medido direta ou indiretamente de uma forma sensivel e reprodutivel [69].

2.4.1. Métodos de estudo da Deformabilidade dos Eritrocitos

A deformabilidade dos GVs pode ser significativamente alterada por varias condicoes
fisiopatoldgicas, afetando a viscosidade do sangue e, consequentemente, a circulagao san-
guinea. Assim sendo, nos ultimos anos foram desenvolvidas varias técnicas experimen-
tais para medir a deformabilidade das hemacias com o objetivo de melhorar o estudo da

fisiopatologia dos GVs.
As principais técnicas de medicdo da deformabilidade de hemacias individuais s&o:
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Aspiracdo por micropipeta: esta técnica tem sido extensivamente usada para me-

dir as propriedades mecanicas das membranas dos GVs [70-72]. Este processo é
executado por uma micropipeta de vidro que exerce uma pressao na membrana da
célula em estudo, sendo aspirada e a quantidade dessa aspira¢do depende das pro-
priedades viscoelasticas da membrana celular. Esta técnica consiste ainda na apli-
cacdo de uma pressdo negativa sobre a membrana do GV, fazendo com que a
celula entre no capilar de vidro. A deformabilidade pode ser visualizada por mi-
cro-cinematografia, possibilitando assim um estudo detalhado. E um processo

lento e permite apenas o estudo de células individualizadas [73].

Figura 13 - Formas de aspiragdo da membrana das hemacias individuais [70].

Existem varios métodos de aspiracdo da membrana, como é possivel verificar na
Figura 13, em que essas técnicas de medi¢do variam de acordo com a propriedade
mecanica de interesse [70].

Forca de microscopia atdmica (AFM): Este método € aplicado na avaliagdo quan-

titativa de micro deformacao, particularizando uma zona especifica do biomaterial
[74]. Nesta técnica utiliza-se um microscopio de luz invertida que permite a visu-
alizacdo da superficie de interesse nas direcdes x, y e z [75] [76]. Dependendo da
forca a aplicar ou da sensibilidade do material em estudo, a sonda do AFM atua
perto ou longe mediante um posicionador piezoelétrico de ceramica que se de-
forma em resposta a tenséo aplicada [74].

Como se pode observar na Figura 14, este método permite obter imagens topogra-
ficas dos GVs com alta resolugéo espacial e a estrutura do citoesqueleto da mem-
brana [77].



Figura 14 - a) Imagem topografica de glébulos vermelhos. b) Estrutura da superficie da membrana de uma
hemdcia [77].

Pinca dtica: é um instrumento que utiliza lasers extremamente focalizados e a sua
forca de intercecdo € regida pelos indices de refracdo da amostra e 0 meio circun-
dante. Este aparelho tem sido bastante utilizado em varias areas, tais como biofi-
sica e experiéncias de biologia celular, e permite a manipulacdo de microparticu-
las [78] [79].

Com todas as fun¢des da pinca Otica, esta tem sido muito utilizada para medir as
deformacdes das hemécias através de microesferas anexadas aos GVs, em que as
microesferas estdo em lados opostos da hemacia e estdo ligadas por um feixe de
laser que permite verificar as mudancas de diametro [80]; ou alongando as hema-
cias com feixes divergentes em direcGes opostas [81], em que 0 alongamento de
células por pinca 6tica é um método bastante popular para sondar a deformabili-
dade e extrair as propriedades elasticas das hemécias [82].

Citometria de torcdo magnética: esta técnica aplica um campo magnético estatico

e oscilante a granulos que estdo fixos na superficie da membrana celular [83].
Dependendo do campo magnético aplicado na hemécia, os granulos exibem um
movimento translacional e rotacional, que é gravado e analisado.

Como mostra a Figura 15, consoante a frequéncia de oscilacdo (0,1 a 100 Hz) e a
magnitude do campo magnético aplicado (~ 1-10 Gauss), mede-se a rigidez dos

GVs em diferentes frequéncias [84].
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Figura 15 - (a) Exemplo de uma citometria de tor¢do magnética. (b) Digitalizagdo de uma imagem micros-
copica de hemacias com granulos anexados. (c) Principios da citometria de tor¢do magnética [84].

Segundo Marinkovic et al., este procedimento revelou um dréastico aumento da

rigidez das hemacias infetadas pela malaria na temperatura febril (41°C) [85].

Técnica quantitativa de anélise de imagem: este método permite obter interfero-

gramas e imagens quantitativas de glébulos vermelhos, como mostra a Figura 16

[86].
(a) . - F

Figura 16 - (a) Esquema do principio de uma imagem da fase quantitativa. (b) medida interferogramas. (C)
imagem de uma hemadcia utilizando imagens de fase quantitativa [86].

Esta técnica de imagem de fase quantitativa possibilita a medicdo de variacdes da
membrana das hemacias [86-88]. O deslocamento da membrana dos GVs tem uma
forte correlacdo com a sua deformabilidade e pode ser alterada por mudancas bi-
oquimicas [89]. Medindo esse deslocamento da membrana das hemacias, é possi-

vel calcular o médulo de elasticidade e tensdo destas células [90].

Microscopia de fase de difracdo é uma técnica altamente estavel para a imagem
latente de fase quantitativa, que tem sido amplamente utilizada para investigar a
deformabilidade das hemécias. Recentemente, integrado com um modelo mate-
matico, esta técnica fornece as propriedades mecanicas de hemacias individuais,
tais como o modulo de expansdo da area e viscosidade citoplasmatica [91]. Tam-
bém foram estudadas varias alterac6es na deformabilidade dos GVs, incluindo ca-

sos de maléria [92].



Ectacitometria: € uma técnica que concede a analise dos varios agentes que afetam
a deformabilidade dos eritrocitos com o uso de um viscosimetro de escoamento
laminar, em que as transformagdes da forma das hemécias sdo monitorizadas con-
tinuamente por um feixe de raio laser e processados por um micro computador,
que determina o indice de deformabilidade. Este método viabiliza o estudo das
células com diferentes condicdes de tonicidade, quando associadas a um gradiente
de osmolalidade [93] [94] [68].

O ectacitometro necessita apenas de uma reduzida porcdo de sangue e um coefi-
ciente de variagao proximo de 1%, o que aumenta a sua sensibilidade. Neste ins-
trumento a tensdo de corte é fixa, logo ndo ha uma variacéo do recipiente onde a
amostra é estudada, podendo-se afirmar que qualquer alteracdo observada de-
pende de alteragdes proprias das hemacias. Segundo Johnson, quando os GVs es-
tdo em repouso, apresentam um padrdo de difracdo circular no ectacitometro, su-
cedendo a modificacdo eliptica e a orientacdo paralela ao fluxo, quando submeti-

dos a tensdo [95].

Difusdo dindmica da luz: este procedimento fornece informacdes reoldgicas sobre

0s GVs [96] [97]. Apesar da difusdo dinamica da luz ser amplamente utilizada em
combinacdo com ectacitometria, esta fornece sinais de muitas hemacias, dificul-
tando assim o acesso a deformabilidade das hemécias individuais.

A dispersdo de luz pode fornecer informac6es morfolégicas e reoldgicas sobre
células bioldgicas individuais. Analisando os sinais de difusdo dinamica da luz, é
possivel avaliar a tensdo de superficie da membrana e a viscosidade de hemécias
individuais [98]. Devido a sua capacidade de medir sinais de células individuais
com alta relacdo sinal-ruido, esta técnica foi utilizada para estudar varios efeitos
fisiopatoldgicos para a deformabilidade das hemacias, incluindo a infe¢do da ma-
laria [98] e doengas falciformes [99].

Método de Visualizacdo Microscdpica: nesta técnica utiliza-se um viscosimetro,

em gue as hemaécias estdo suspensas num meio de grande viscosidade, como € o

caso do Dextrano, e sdo visualizadas ao microscopio sob as divergentes forcas de
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corte induzidas no viscosimetro. Nestas condi¢des, os GVs com o formato dis-
cbide passam a assumir uma forma eliptica, com o seu maior eixo, paralelo ao
sentido do escoamento. Este método possibilita a observacao direta das alteracdes
da célula [100].

Filtracdo: neste método as hemécias sdo induzidas a passar por um filtro através
de uma presséo negativa e sdo medidos parametros como a velocidade de escoa-
mento dos GVs ou, no caso de hemécias infetadas, o volume de células que atra-
vessam o filtro num minuto. Num estudo realizado por Reid et al. [101] utilizou-
se esta técnica para medir a deformabilidade de GVs e os autores afirmam que
esta técnica é fidvel, reprodutivel e de baixo custo. No entanto, esta técnica im-
plica um grande consumo de tempo porque é preciso aguardar que a amostra passe
o filtro e, no caso de uma amostra de sangue infetado, é necessario esperar ainda

mais tempo.

Constrigdo ou estreitamento dos microcanais: este procedimento promove com
facilidade a deformacéo dos eritrocitos, que por sua vez é captada atraves de uma
camara de alta velocidade. As imagens obtidas sdo gravadas para que depois pos-
sam ser analisadas com ferramentas de software especificas, que permitem deter-
minar a deformabilidade das células. A forma geomeétrica, quer da constricdo, quer
da expansdo do estreitamento do microcanal pode ser modificada consoante o au-
tor. Zhao et al. [102] usaram um canal linear com uma contracdo abrupta seguida
de uma zona de expansdo também abrupta. Enquanto, Lee et al. [103], Yaginuma
et al. [104] e Faustino et al. [105] utilizaram microcanais com uma contracdo de
forma hiperbdlica seguida de uma expansdo. Ambos o0s estudos apresentaram uma

alta deformabilidade dos GVs durante o escoamento pelo estreitamento.

De seguida, a Tabela 1 apresenta as principais vantagens e desvantagem dos métodos de
estudo da deformabilidade dos GVs.
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Tabela 1 - Principais vantagens e desvantagens das técnicas de medi¢do da deformabilidade dos GVs.

Técnicas de medicéo da
deformabilidade dos GVs

Vantagens

Desvantagens

Aspiracao por micropi-

peta

Permite a medigdo das pro-
priedades mecanicas e vis-
coelasticas das membranas
dos GVs. E um método

versétil e preciso.

E um processo lento e per-
mite apenas o estudo de cé-

lulas individualizadas.

Forga de microscopia
atémica (AFM)

Permite obter imagens to-
pograficas dos GVs com
alta resolucéo espacial e a
estrutura do citoesqueleto

da membrana.

A presenca de contaminan-
tes na superficie pode con-
duzir a uma imagem alte-
rada, pois esta técnica ana-
lisa apenas a camada mais

superficial da amostra.

Pinca otica

Método bastante popular
para sondar a deformabili-
dade e extrair as proprieda-
des elésticas dos GVs. Tem

elevada sensibilidade.

Os raios refratados sofrem
maltiplas refracdes. Este
método consome muito
tempo e energia, uma vez
que as células sdo analisa-

das individualmente.

Citometria de torcéo

magnética

Aplica um campo magne-
tico a granulos apenas na
superficie da membrana ce-
lular. Mede a rigidez dos
GVs em diferentes fre-

quéncias.

A miniaturizacdo e a inte-
gracdo dos magnetos em
sistemas microfluidicos é
dificil.

mento da superficie das cé-

Implica o trata-

lulas para que os granulos
e/ou marcadores magnéti-

cos se liguem.

Técnica quantitativa de

analise de imagem

Permite obter interferogra-
mas e imagens quantitati-
vas de GVs.

Implica equipamentos de
recolha de imagens, com

elevado custo.
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Ectacitometria

Técnica fidvel e que neces-
sita apenas de uma redu-

zida porcéo de sangue.

Elevado custo do equipa-
mento e elevado tempo de
preparacdo das amostras.
Técnica trabalhosa que im-
plica um processo de mani-

pulacdo das células.

Difusdo dinamica da luz

Fornece informacdes reo-

I6gicas sobre 0s GVs.

Fornece sinais de muitas
hemécias, dificultando as-
sim o acesso a deformabili-
dade de GVs individuais.

Meétodo de visualizacéo

microscopica

Possibilita a observacao di-
reta das alteracbes dos
GVs.

Equipamento de elevado

custo.

Filtracéo

Técnica é fiavel, reproduti-
vel e de baixo custo. O fa-
brico dos dispositivos €

simples.

Implica um grande con-
sumo de tempo. Quando as
variagcbes de deformabili-
dade s&o minimas, por ve-
zes, ndo conseguem ser de-

tetadas.

Constricdo ou estreita-

mento dos microcanais

Alta deformabilidade dos
GVs durante o escoamento
pelo estreitamento. Baixo
custo e facilidade de fa-
microcanais.

brico dos

Anaélise répida.

Pode ocorrer o entupi-
mento dos microcanais.
Requerem  equipamento
adicional: microscopio, ca-
mara e computador, o que
aumenta o custo associado

a analise.
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5. Velocidade dos Glébulos Vermelhos

Como referido anteriormente, a velocidade dos GVs é um fendmeno bastante complexo

e a variabilidade dos resultados deve-se ao facto de a velocidade do fluxo sanguineo ser
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fortemente afetada por véarios parametros, sendo que, varios estudos tém sido realizados
para apurar a relacéo existente entre a velocidade e a deformabilidade dos glébulos ver-

melhos, através de canais microfluidicos com estreitamentos.

Uma vez que a malaria afeta os GVs, tornando-os mais rigidos, isso leva a um aumento
da viscosidade sanguinea e consequentemente a uma diminuicdo da velocidade. Um es-
tudo realizado por Handayani et al. comprova isso mesmo. Os autores fundamentaram o
seu trabalho nas diferengas entre a deformabilidade obtida com hemécias infetadas por
dois tipos de malaria e mediram a velocidade de escoamento em microcanais com estrei-

tamentos de 2 um de largura [17].

Figura 17 - Velocidades de escoamento obtidas pela passagem de GVs ndo infetados e GVs infetados com P. falci-
parum e P. vivax através de estreitamentos de 2 um de largura. A) GVs sauddveis. B) GVs infetados por P. falciparum
em estado trofozdite e esquizonte. C) GVs infetados por P. vivax em ring stage. D) GVs infetados por P. vivax em es-

tado trofozdite. E) GVs infetados por P. vivax em estado esquizonte [17].

Na Figura 17 estdo representadas as velocidades obtidas pela passagem de GVs saudaveis
e GVs infetados com P. falciparum e P. vivax através de estreitamentos de 2 um de lar-
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gura. Do lado esquerdo apresentam-se imagens das amostras e do lado direito estdo ima-
gens obtidas por um microscépio de contraste de fase da passagem dos GVs pelo estrei-

tamento.

Verificou-se uma diminuicao significativa da deformabilidade das hemaécias infetadas
com Plasmodium falciparum, até que estas atingiram um estado de infecdo elevado e
provocaram a obstrugdo do estreitamento do canal. Por sua vez, as células infetadas por

Plasmodium vivax mantiveram-se deforméaveis e trespassaram o estreitamento do canal.

Estes resultados demonstram que, para estados iniciais da doenca ou para infecGes origi-
nadas por outros parasitas da maléria, podem ser necessarias técnicas de diagndstico com-

plementares.

2.5.1. Meétodos de medicdo da velocidade

Nos Ultimos anos tém sido desenvolvidas varias técnicas de medicdo da velocidade dos
eritrécitos com o objetivo de contribuir para o estudo de fisiopatologias doestas células.

As principais técnicas de medicdo da velocidade dos GVs sdo:

e Double-slit photometric (DSP): esta técnica consiste na medicéo continua dos va-

lores de saida obtidos por dois fotomultiplicadores ligados em dois pontos de uma
imagem focada do sangue em circulagdo. Num estudo realizado por Wayland e
Johnson, o sentido do fluxo sanguineo é alinhado com os pontos referidos de ma-
neira a que uma hemaécia passe em ambos 0s pontos sucessivamente, originando
uma variacdo no output de cada um dos fotomultiplicadores. A velocidade dos
GVs é determinada a partir do tempo de atraso entre outputs semelhantes nos fo-
tomultiplicadores [106].

e Laser Doppler anemometer (LDA): este método é utilizado para a determinagédo

da velocidade de particulas. Nesta técnica, pequenas particulas em suspensdo hum
fluido s&o iluminadas por um laser e refletem parte da luz, sendo que essa luz
refletida é detetada por um tubo fotomultiplicador que gera uma corrente em pro-
porcdo com a energia absorvida, amplificando essa corrente [107]. Doppler shift
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tem como definigéo a diferenca entre as frequéncias da luz incidente e da luz re-
fletida pelas particulas em movimento, e € dependente da velocidade das particu-
las. Segundo Seki et al. [108], através da utilizacdo deste método é possivel medir
a velocidade de glébulos vermelhos in vivo e in vitro em microvasos sanguineos

de mesentério de rato.

Velocimetria de imagem e particulas (P1V) e/ou velocimetria de sequimento de

particulas (PTV): estas técnicas fundamentam-se na analise do movimento de

cada particula individual entre cada frame e ttm em consideracdo o campo de
escoamento medido atraves de um corte bidimensional de modo a medir as velo-
cidades das particulas [109-111]. O termo micro-PIV é utilizado em casos em que
o sistema de PIV convencional é aplicado em conjunto com um microscopio de
fluorescéncia invertido para detecdo das velocidades de microparticulas quer em
microcanais ou em microrreservatorios [111].

Quanto ao método de PTV, este é bastante mais simples e € utilizado principal-
mente em amostras com baixa densidade de particulas, permitindo medir a velo-
cidade das mesmas ao longo do tempo. Em contrapartida, a técnica de PIV é uti-
lizada para amostras de alta densidade e requer a utilizacdo de técnicas e algorit-
mos de pds-processamento mais complexos, por vezes probabilisticos, para a
identificacdo das particulas e determinacdo da sua velocidade & medida que estas

se movimentam.

A Tabela 2 apresenta as principais vantagens e desvantagem dos métodos de medic¢do da

velocidade dos GVs.

Tabela 2 - Principais vantagens e desvantagens das técnicas de medi¢do da velocidade dos GVs.

Técnicas de medicdo da
velocidade dos GVs

Vantagens

Desvantagens

Double-slit photometric
(DSP)

Medigéo precisa e com um
custo por medicéo relati-

vamente baixo.

Implica o alinhamento pre-
ciso dos fotomultiplicado-

res.
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Laser Doppler anemome-

E fiavel para medicGes de
baixas velocidades.

Apresenta limitagOes para
medicdes de altas velocida-

des, o que limita a gama de

ter (LDA) utilizacdo. Implica calibra-
cao recorrente. O laser tem
custo elevado.
E um método néo intrusivo | As imagens das células tém
e é capaz de fornecer o sen- | que estar bem definidas e o
BIV & PTV tido de deslocamento dos | algoritmo de processa-

GVs durante o escoamento.

Tem elevada sensibilidade.

mento de imagem possui
uma exigéncia computaci-

onal relativamente alta.

34




Capitulo 3

3. Materiais e métodos utilizados

Este capitulo apresenta 0os materiais, equipamentos, métodos e técnicas utilizadas em la-
boratério para todo o processo experimental, que compreende: fabrico dos microcanais;
preparacdo das solucbes necessarias; escoamento das solugdes nos microcanais e, simul-
taneamente, registo das imagens ou videos; tratamento das imagens obtidas e calculo do
indice de deformabilidade dos GVs utilizando o software de processamento de imagem —
ImageJ; e por Gltimo o célculo das velocidades dos GVs nos locais de interesse através

do processamento das imagens previamente tratadas.

3.1. Fabrico dos microcanais

Para a realizacdo do trabalho experimental criou-se um sistema microfluidico em que
foram fabricados varios canais em polidimetilsiloxano (PDMS) com a forma apresentada

na Figura 18.

Para facilitar a visualizacdo do escoamento nos microcanais, optou-se pelo PDMS devido
a sua transparéncia, ao seu baixo custo e, devido a sua facilidade de fabrico, permite obter

microcanais com geometria de boa preciséo.
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Figura 18 - Desenho 2D das mdscaras utilizadas para o fabrico dos microcanais, obtido no AutoCAD 2012. As regides
mais estreitas de cada mascara, na zona central do microcanal, tém larguras de 6, 8 e 10 um, respetivamente.

Inicialmente, a geometria é desenhada através do software AutoCad, onde de seguida,
COm recurso a uma impressora, € impressa uma mascara de poliéster de alta resolucéo
[15].

Para a fabricagdo do molde, primeiramente deposita-se, por centrifugacdo, uma fina ca-
mada de fotorresistor sobre o substrato, com o auxilio de um spin coater. De seguida, 0
fotorresistor é curado de maneira a que aconteca a evapora¢do do solvente e a solidifica-

c¢do do fotorresistor (Figura 19) [112].

o 4

Deposition Drying

Figura 19 - Processo de aplicagdo do fotorresistor [113].

Apos a obtencdo do molde, o microcanal em PDMS foi fabricado por litografia suave nos
laboratdrios do Departamento de Eletronica Industrial da Universidade do Minho. Atra-
vés da mistura de dois componentes de PDMS na proporcéo de 10:1 (base do pré-poli-

mero/agente de cura) resultou o pré-polimero de PDMS, que foi vazado sobre o molde e
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curado no forno durante 45 minutos a 125°C. Posto isto, a estrutura curada foi destacada

e selada com uma lamina de vidro, obtendo o microcanal originado pelo padréo molde.

Por ultimo, foram efetuados furos que correspondem a entrada e a saida de cada micro-
canal. Para isto utilizaram-se pontas metélicas de didmetro interno e externo de 0,61 mm
e 0,91mm, respetivamente. A Figura 20 apresenta uma fotografia de um conjunto de mi-
crocanais e a Figura 21 apresenta imagens da entrada e da saida de um microcanal obser-

vado pelo microscopio.

Figura 20 - Microcanais fabricados em PDMS.

.a).b)

Figura 21 - Visualizagdo ao microscopio de um microcanal com uma contragdo de 8 um. a) entrada da contragdo do
microcanal; b) saida da contragdo do microcanal. Objetiva: 40x.

Os microcanais fabricados apresentam trés larguras diferentes de estreitamento para via-
bilizar a analise dos GVs em estreitamentos, quer com largura semelhante a sua dimenséo
média (aproximadamente 8 um), quer com dimensoes relativamente superiores (10 pm)
e inferiores (6 um). A altura dos canais deve ser reduzida, uma vez que isso impede que
haja uma grande quantidade de GVs a atravessar em simultaneo os estreitamentos. Assim
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sendo, os canais apresentam uma altura de 25 pm para facilitar a determinacdo das velo-
cidades e das deformabilidades.

A Figura 22 apresenta a méscara de um microcanal e identifica as diferentes zonas de

circulacdo de GVs, cujas dimensdes sdo identificadas na Tabela 3.

Figura 22 - Desenho tridimensional de um microcanal com letras de identificagdo das diferentes regides de circula-
¢do dos GVs.

Tabela 3 - Caracteristicas dos microcanais fabricados. As letras correspondem as diferentes zonas representadas na
Figura 22.

Caracteristicas dos microcanais fabricados

Altura dos canais (A) 25 um
Comprimento total do canal (B) 12,8 mm

Largura total do canal (C) 2 mm
Comprimento dos estreitamentos (D) 780 um

Largura dos estreitamentos (E) 6,8 ¢ 10 pm

Largura da regido de transicao (F) 400 pm

Comprimento da regido de transigéo (G) 2mm
Comprimento da rzzai)élo de afunilamento 1.2 mm
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3.2.  Solucoes utilizadas

Numa fase inicial do trabalho experimental foi utilizado sangue ovino com um Hct de
1%. Néo serdo apresentados resultados relativamente a esta solucdo uma vez que foi uti-
lizada apenas numa fase inicial de aprendizagem de preparacdo de soluges e das ferra-
mentas de software utilizadas. Todos os resultados apresentados serdo respeitantes a

amostras de sangue humano.

3.2.1. Sangue saudavel

Para a realizacdo dos ensaios experimentais foi utilizado sangue humano. Apos a colheita
do sangue (amostras cedidas pelo Instituto Politécnico de Braganca e pelo Instituto Por-
tugués do Sangue e da Transplantagéo - Porto) realizou-se uma centrifugacdo da amostra
durante 15 minutos a 2000 rpm para separar os globulos vermelhos dos restantes consti-

tuintes do sangue, como se pode observar na Figura 23.

a) o CERS b)

Figura 23 - (a) Centrifugadora do sangue; (b) Visualizagdo da separagdo dos GVs dos restantes constituintes do san-
gue apos a centrifugagdo.

Apobs a centrifugacdo, com recurso a uma micropipeta, retirou-se a parte superior corres-
pondente ao plasma (zona amarelada) com bastante cuidado para ndo retirar globulos

vermelhos. De seguida, acrescentou-se soro fisioldgico aos GVs em volumes iguais (1:1)
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e repetiu-se novamente a centrifugacdo, de modo a obter os GVs separados dos restantes

componentes do sangue, como mostra a Figura 24.

Figura 24 - Visualizagdo das camadas de separagdo dos GVs dos restantes constituintes da amostra apds a centrifu-
gacao.

Na fase seguinte preparou-se o Dextrano40 através da mistura de 68 uL de CaCl2 com
201 pL de KC, 7,35 mL de NaCl e 5 g de Dex40 (para uma solugdo de 1M). Esta solucéo
foi usada para suspender o volume pretendido de hemacias e tem como principal objetivo
manter as condic@es fisioldgicas 6timas para os GVs (condi¢des osméticas e de sedimen-

tacdo).

Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur colocou-se num tubo de Falcon um pouco de
Dextrano40 para, posteriormente, com o auxilio de uma micropipeta, colocar a quanti-
dade de sangue necessaria, conforme o hematdcrito que se pretende estudar. Neste estudo
foi usado 0,5 % de Hct, ou seja 0.5% de volume de GVs num volume total de 5 mL da

amostra.

3.2.2. Glutaraldeido

As solugGes de GVs foram modificadas com diferentes percentagens em volume de glu-
taraldeido (0; 0,00625; 0,0125; 0,025; 0,08) (Sigma-Aldrich). Para isto, os GVs foram re-
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suspensos e lavados duas vezes em soro fisiologico com uma concentracdo de 0,9% du-
rante 15 minutos a 2000 rpm. De seguida, as células foram incubadas durante 10 minutos
a temperatura ambiente, lavadas novamente em PSS e re-suspensas em Dextrano40. De-
pois retirou-se o volume que se pretendia estudar, acrescentando as percentagens de glu-

taraldeido para um volume final da amostra de 5 mL.

3.2.3. Diamida

As solugdes de GVs foram modificadas com diferentes percentagens em volume de dia-
mida (0; 0,00625; 0,0125; 0,025; 0,08; 0,32 e 1) (Sigma-Aldrich). A preparacdo destas
amostras foi realizada da mesma forma que as amostras de glutaraldeido anteriormente

referidas, mudando apenas o quimico, sendo neste caso a diamida.

3.2.4. Glucose

Outra solucdo utilizada para a alteracéo da rigidez dos GVs foi uma solucdo com glucose.
Para a preparacao desta amostra, inicialmente foi necessario preparar uma solucao tampao

phosphate buffered saline (PBS: pH 7.4), para diluir a glucose.

Seguidamente, as solucdes foram alteradas com diferentes concentracdes de glucose (2%,
5%, 10% e 20%) e foram incubadas durante 20 minutos a temperatura ambiente. De se-
guida as células foram lavadas com soro fisiologico de forma a remover os restos de glu-

COSe na amostra.

3.3.  Equipamento de visualizacéo dos escoamentos em microcanais

Para a visualizacdo da atividade experimental foi utilizado um microscépio invertido
Olympus 1X71 e uma camara de alta velocidade Phantom v7.1. Estes e outros equipa-

mentos constam da Figura 25, da Figura 26 e da Figura 27.
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Figura 25 - Circuito utilizado para o escoamento sanguineo. A) Bomba de seringa; B) Camara de alta velocidade; C)
Microscopio invertido; D) Microcanais fabricados

Figura 26 - Sistema de bombeamento (NEMESYS Syringe Pump).
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Figura 27 - Detalhe da ligagdo dos tubos a entrada e a saida do microcanal.

3.4. Software de andlise de imagem

Ap0s a obtencdo das imagens transferidas da cdmara de alta velocidade para o computa-
dor, estas foram tratadas e analisadas recorrendo a duas ferramentas de software, nomea-
damente, ImageJ e Pivlab. O ImagelJ foi utilizado para o pré-tratamento das imagens e
para a analise das dimens@es dos GVs para posterior calculo do indice de deformacéo. O
Pivlab foi usado para determinar as velocidades das células em estudo.

3.4.1. Imaged

De forma a tratar as imagens obtidas, nomeadamente, reduzir o ruido, eliminar artefactos
e converté-las em imagens binarias utilizou-se o software ImageJ [114] [115]. A interface

grafica deste software estéa representada na Figura 28.
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Figura 28 - Interface grafica de utilizador do programa ImageJ.

Como ja referido anteriormente, o ImageJ foi usado para realizar um tratamento das ima-
gens obtidas e determinar a deformabilidade dos GVs. Para isto, comegou-se por importar
a sequéncia de imagens pretendida com um incremento de uma imagem e através da fun-
cao Crop definiu-se a regido de interesse (entrada e a saida do estreitamento abrupto dos

microcanais), como mostra a Figura 29.

Figura 29 - Exemplo de um recorte da zona de interesse (308 x 332 um) na entrada do estreitamento do microcanal
utilizando a fungdo Crop (as setas indicam o sentido do fluxo).

De seguida, recorreu-se a fungdo Z-Project, para a criagdo da média da imagem original.
Posto isto, por meio da funcdo Image Calculator, a sequéncia de imagens sob analise
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foram subtraidas pela média, eliminando todos os objetos estaticos, como por exemplo as
paredes dos microcanais. Apos esta etapa, as imagens resultantes apresentam apenas 0s
GVs visiveis que, através da funcdo threshold, foram convertidas em imagens binérias,
tendo-se especial cuidado com esta funcéo, pois permite ainda delinear os GVs sem que

estes percam a sua configuragéo inicial.

Posteriormente, com recurso a fun¢do ROl Manager foi possivel realizar o seguimento

dos GVs saudaveis e modificados, como esté representado na Figura 30.

= =

a) b)

Figura 30 - Seguimento dos GVs na saida da contragdo de 10 um. a) GVs nao modificados; b) GVs modificados com
0,08% de glutaraldeido.

Através do seguimento das células e da funcdo Measure do ImageJ, obteve-se um ficheiro
que com a informacéo da posicao (X, y) e o tamanho do maior (X) e menor (YY) eixo dos

GVs, considerando as células com uma forma elipsoide.

Posto isto, é possivel calcular o indice de deformacéo definido pela equacdo 1, onde X e
Y correspondem, respetivamente, ao maior e menor eixo da elipse que representa 0 GV
em analise. Os valores de ID das hemécias variam entre 0 e 0,8 em que as células que
apresentam um ID de 0 sdo células ndo deformadas (rigidas) e as células que apresentam
um ID de 0,8 sdo células totalmente deformadas com um alongamento maximo. As curvas
do ID abrangem informag&o sobre a area de superficie dos GVs, a razdo entre a area de
superficie/volume e a viscosidade interna [116].

X -v)
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3.4.2. PivLab

Apos a obtengdo das imagens pré-tratadas no software anteriormente referido, estas foram
analisadas através do software de analise de imagem PivLab, integrado no Matlab [117]
[118]. Atraveés deste programa é possivel determinar os valores da velocidade média dos
GVs a entrada e a saida dos estreitamentos nos canais microfluidicos. A interface de uti-

lizacdo deste software esta apresentada na Figura 31.

4. PIVIzb 1.41 by W. Thielicke and E.J. Stamhuis — [m] x
File Analysessettings Analysis Post processing Calibration Plot Extractions Statistics  Particle image generation Referencing / Help

Analyze (CTRL+A)

Analyze current frame

Analyze all frames | Cancel

Frame progress: 0%
Interpolating velocity field

Total progress: 2%

Time left: 00h 21m 04s.

Toals

Figura 31 - Interface grafica do utilizador do software PivLab.

Primeiramente as imagens sdo importadas para o software e calibradas em termos de di-
mensdes e de intervalos temporais entre frames. No exemplo representado na Figura 32,
foi aplicada uma calibracdo de dimensao real de 0,006 mm (que corresponde ao estreita-

mento do microcanal) e um intervalo entre imagens de 0,5 ms.

46



4] PIViab 1.41 by W. Thielicke and E.J. Stamhuis - O X
File Analyses settings Analysis Postprocessing Calibration Plot  Extractions Statistics  Particle image generation Referencing / Help

Calibration (CTRL+Z)
(applies to all frames)

Load calibration image (opt }
Select reference distance

Real distance [mm] | g ggs
time step [ms] 0s

Clear calibration

1pc=0m
1 piframe =0.00084 mis

Apply calibration
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Current point
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[l ) ) | [ TosEAB
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Figura 32 - Aplicagdo da calibragdo na entrada do canal de 6 um.

De seguida, sdo aplicadas mascaras de exclusdo em zonas em que ndo ha a passagem de
GVs, ficando apenas com a area de interesse. A Figura 33 mostra um exemplo da aplica-

cao dessas mascaras.

4 PIVIab 1.41 by W. Thilicke and E.l. Stamhuis - o X
File Analysessettings Analysis Post processing Calibration Plot Extractions Statistics  Particle image generation Referencing / Help
Exclusions (CTRL+E)

Region of interest
RO inactive

Select ROI

x yo  width:  height

Object mask
Wask active

for cumant frame

Apply cumrent maskis) to frames.

Apply to frames: | 1:end

Clear current mask(s)

Clear all masks.
Load external masks.
Tools
Current point:
NiA

NiA NiA
A

&
Ll » |[ Togge A8
S Ik

Figura 33 - Aplicagdo das mascaras de exclusdo na entrada do canal de 6 um.
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Posto isto, realizou-se a analise do movimento das células entre todas as frames e calcu-
laram-se as velocidades instantaneas pela variagao da distancia percorrida pelos GVs en-

tre cada intervalo de tempo.

A partir das varias velocidades instantaneas, calcularam-se os vetores medios, assim
como os valores da velocidade de escoamento nas direcdes X e y e determinou-se 0 campo
de velocidades de cada amostra. Por fim, as componentes X e y da velocidade média para
cada pixel analisado foram exportadas para o Microsoft Excel e os valores globais da
velocidade de escoamento foram calculados com base na equagéo 2.

|Usy| = /U,? + U2

Foi possivel constatar que nas reas de interesse, entrada e saida dos estreitamentos dos
microcanais, a velocidade dos GVs atingia o valor méximo, enquanto nas regides do canal
mais afastadas das zonas de alteracéo brusca de geometria a velocidade era consideravel-
mente menor. Assim, os valores de velocidade de cada amostra foram obtidos pela média
dos valores dos 1000 pixéis da imagem da regido com maior velocidade. Este critério de
selecdo dos 1000 valores foi estabelecido devido a cada imagem analisada no PivLab
conter 3970 elementos e, ao optar pelos 1000 valores, sdo eliminadas todas as zonas me-
nos relevantes, pois apresentam uma velocidade menor, garantindo ao mesmo tempo que
valores isolados ndo serdo considerados. Por conseguinte, a velocidade de cada elemento
da imagem foi importada para o Microsoft Excel, ordenada por ordem decrescente, sendo
selecionados apenas 0s 1000 primeiros valores e calculado o seu valor médio.
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Capitulo 4

4.Resultados e discussao

Ao longo deste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos pelo pro-

cessamento dos dados registados durante o trabalho laboratorial desenvolvido.

4.1. Estudo da deformabilidade dos GVs

A determinacdo da deformabilidade dos GVs nos microcanais de PDMS seguiu 0S passos

indicados no capitulo dos materiais e métodos utilizados (secc¢do 3.4.1).

N&o foi possivel realizar um estudo completo da analise da deformabilidade dos GVs uma
vez que ndo se executou o estudo das células no interior do estreitamento dos microcanais.
Com o equipamento disponivel, ndo foi possivel obter uma combinacdo de parametros
capazes de captar imagens no interior do estreitamento em que os GVs estivessem sufi-
cientemente nitidos para se conseguirem distinguir apds a binarizacdo da imagem. Assim,
as medicdes de deformabilidade foram feitas apenas nas zonas da entrada e saida dos

estreitamentos dos microcanais.

4.1.1. GVsalterados com glutaraldeido

A Figura 34, a Figura 35 e a Figura 36 apresentam os resultados dos indices de deforma-
bilidade obtidos experimentalmente em fungéo de diferentes percentagens de glutaral-
deido nos canais com estreitamentos de 6, 8 e 10 um de largura, respetivamente, com um
caudal de 3 pL/min. Nas amostras em que o0s canais entupiram, a deformabilidade dos

GVs foi considerada zero uma vez que néo foi possivel obter informacao deste parametro.
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Os restantes resultados com os diferentes caudais utilizados (0.1 pL/min, 1 pL/min e 5
pL/min) estdo apresentados no Anexo 1.
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Figura 34 - Variagdo do ID (adimensional) em fungdo da percentagem de glutaraldeido utilizado na modificagdo dos
GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva laranja) do microcanal de 6 um de largura com um caudal de 3 pL/min. A
tracejado estdo apresentadas as linhas de tendéncia logaritmicas para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.

Os resultados apresentados na Figura 34 foram obtidos utilizando o microcanal com o
estreitamento de 6 um. Através da analise do grafico previamente apresentado é possivel
verificar que os GVs expostos ao glutaraldeido tornam-se mais rigidos e o seu ID diminui,
quando comparados com os GVs saudaveis, que apresentam um ID mais elevado. A me-
dida que se aumenta a concentracgao deste quimico, as células vdo endurecendo e, conse-

guentemente, tornam-se menos deformaveis.

Também é possivel observar que para as duas concentracfes de glutaraldeido mais ele-
vadas (0,025% e 0,08%) houve um entupimento do microcanal, como mostra o exemplo
da Figura 37 a) e b), uma vez que as células ndo conseguiam deformar-se o suficiente
para atravessar o canal mais estreito. Os resultados permitem ainda observar que o com-
portamento do ID dos GVs encontra-se muito proximo da linha de tendéncia logaritmica
(R? de 0.9316 € 0.9781).
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Figura 35 - Variagdo do ID (adimensional) em fungdo da percentagem de glutaraldeido utilizado na modificagdo dos
GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva laranja) do microcanal de 8 um de largura. A tracejado estdo apresenta-
das as linhas de tendéncia logaritmicas para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.

No caso apresentado na Figura 35, o canal utilizado foi 0 microcanal com o estreitamento
de 8 um e os resultados sdo semelhantes aos resultados anteriormente apresentados, uma
vez que se observa uma diminui¢do do ID com o aumento da concentragdo de glutaral-
deido, tal como esperado. Verificou-se também que os GVs expostos a uma concentragao
de 0,08% de glutaraldeido ndo foram capazes de atravessar o estreitamento. Uma vez
mais, foram obtidos valores de R? bastante elevados, que provam a aproximagcao signifi-

cativa dos resultados a linha de tendéncia.

Neste caso utilizou-se 0 microcanal com um estreitamento de 10 um. Através da analise
da Figura 36, verifica-se que foi possivel calcular o ID dos GVs para todas as concentra-
cOes de glutaraldeido, sendo que para a menor concentracdo deste quimico o ID apresenta
o valor mais alto e para a maior concentracdo o ID apresenta o valor mais baixo, tal como
esperado e observado nos canais de 6 e 8 um. De um modo geral, para os trés canais
analisados, observa-se que a varia¢ao da deformabilidade dos GVs quando alterados com

glutaraldeido tem um comportamento muito proximo de uma funcdo logaritmica.
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Figura 36 - Variagdo do ID (adimensional) em fungdo da percentagem de glutaraldeido utilizado na modificagdo dos
GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva laranja) do microcanal de 10 um de largura. A tracejado estdo apresen-
tadas as linhas de tendéncia logaritmicas para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.

Figura 37 — Entupimento do microcanal na entrada da contragdo de 6 um. a) com GVs expostos a uma concentragdo
de 0,025% de glutaraldeido; b) com GVs expostos a uma concentragdo de 0,08% de glutaraldeido.

Na Figura 35 e na Figura 36 é possivel verificar que os GVs saudaveis (percentagem 0%
nos graficos) apresentam um valor de ID superior na entrada relativamente a saida. Isto
sustenta a ideia de que na entrada de um estreitamento abrupto as hemécias iniciam um
processo de deformacdo para conseguirem atravessar o estreitamento, aumentando assim
o ID, e na saida as células recuperam rapidamente a sua forma original, e consequente-
mente o ID diminui. Na Figura 34 é possivel verificar que o ID das células saudaveis é

superior na saida contrariando a explicacdo anteriormente apresentada. Uma possivel jus-

52



tificacdo para este acontecimento pode ser o facto de o seguimento dos GVs ter sido efe-
tuado um pouco antes da entrada e assim, nao foi possivel obter a informacéo da posicao

em que a célula estava totalmente deformada.

4.1.2. GVs alterados com diamida

A Figura 38, a Figura 39 e a Figura 40 apresentam os resultados dos indices de deforma-
bilidade obtidos experimentalmente em funcdo de diferentes percentagens de diamida nos
canais com estreitamentos de 6, 8 e 10 um de largura, respetivamente, com um caudal de

3 uL/min.

Os restantes resultados com os diferentes caudais utilizados (0.1 pL/min, 1 pL/min e 5

pL/min) estdo apresentados no Anexo 2.
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Figura 38 - Variagdo do ID (adimensional) em fungdo da percentagem de diamida utilizada na modificagdo dos GVs,
a entrada (curva azul) e a saida (curva laranja) do microcanal de 6 um de largura com um caudal de 3 pL/min. A tra-
cejado estdo apresentadas as linhas de tendéncia lineares para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.

Os resultados apresentados na Figura 38 foram obtidos utilizando o microcanal com o
estreitamento de 6 um. Através da andlise do grafico é possivel verificar que os GVs
expostos a baixas concentracdes de diamida ndo sofrem grandes alteragdes enquanto que
para as concentracdes mais elevadas 0s GVs tornam-se mais rigidos e o seu ID diminui.
A medida que se aumenta a concentragdo deste quimico, as células vdo endurecendo e,

consequentemente, tornam-se menos deformaveis.
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Os resultados permitem ainda observar que o comportamento do ID dos GVs encontra-

se muito proximo da linha de tendéncia linear.
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Figura 39 - Variagdo do ID (adimensional) em fungdo da percentagem de diamida utilizada na modificagdo dos GVs,
a entrada (curva azul) e a saida (curva laranja) do microcanal de 8 um de largura com um caudal de 3 puL/min. A tra-
cejado estdo apresentadas as linhas de tendéncia lineares para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.

No caso apresentado na Figura 39, o canal utilizado foi o microcanal com o estreitamento
de 8 um e os resultados sdo semelhantes aos resultados anteriormente apresentados, uma
vez que sO se observa uma diminuicdo do ID para as concentracdes de diamida mais ele-
vadas, tal como esperado. Uma vez mais, foram obtidos valores de R? bastante elevados,

que provam a aproximacao significativa dos resultados a linha de tendéncia (R? de 0.8749

e 0.9731).
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Figura 40 - Variagdo do ID (adimensional) em fungdo da percentagem de diamida utilizada na modificagdo dos GVs,
a entrada (curva azul) e a saida (curva laranja) do microcanal de 10 um de largura com um caudal de 3 puL/min. A
tracejado estdo apresentadas as linhas de tendéncia lineares para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.

Neste caso utilizou-se 0 microcanal com um estreitamento de 10 um. Atraves da analise
da Figura 40, verifica-se que para a menor concentracdo deste quimico o ID apresenta o
valor mais alto e para a maior concentracdo o ID apresenta o valor mais baixo, tal como
esperado e observado nos canais de 6 e 8 um. Novamente, os resultados permitem obser-
var que o comportamento do ID dos GVs encontra-se muito proximo da linha de tendén-
cia linear (R? de 0.9415 e 0.9763). De um modo geral, para os trés canais analisados,
observa-se que a variacdo da deformabilidade dos GVs quando alterados com diamida

tem um comportamento proximo de uma funcao linear.

4.1.3. GVs alterados com glucose

A Figura 41, a Figura 42 e a Figura 43 apresentam os resultados dos indices de deforma-
bilidade obtidos experimentalmente em funcao de diferentes percentagens de glucose nos
canais com estreitamentos de 6, 8 e 10 um de largura, respetivamente, com um caudal de

3 uL/min.

Os restantes resultados com os diferentes caudais utilizados (0.1 puL/min, 1 uL/mine 5

pL/min) estdo apresentados no Anexo 3.
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Figura 41 - Variagdo do ID (adimensional) em fungdo da percentagem de glucose utilizada na modificagdo dos GVs, a
entrada (curva azul) e a saida (curva laranja) do microcanal de 6 um de largura com um caudal de 3 puL/min. A trace-
jado estdo apresentadas as linhas de tendéncia polinomiais de grau 2 para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.

Os resultados apresentados na Figura 41 foram obtidos utilizando o microcanal com o
estreitamento de 6 um. Através da andlise do grafico é possivel verificar que os GVs
expostos a baixas concentracdes de glucose (0%, 2% e 5%) ndo sofrem grandes alteragoes
enquanto que para as concentragdes mais elevadas (10% e 20%) os GVs tornam-se mais
rigidos e o seu ID diminui. A medida que se aumenta a concentracio deste quimico, as

células véao endurecendo, logo tornam-se menos deformaveis.

Também é possivel observar que o comportamento do ID dos GVs encontra-se muito

préximo da linha de tendéncia polinomial de grau 2 (R? de 0.9677 e 0.9887).

0,6

5 —— Entrada
y =-0,0286x%+0,0464x +0,5684

05 R =0,958

—— Saida

04 -

y =-0,0207x*-0,0022x+0,5843
0,2 1 R?=0,9429

0,1 4

0 2 5 10 20
Percentagem de Glucose

Figura 42 - Variagdo do ID (adimensional) em fungdo da percentagem de glucose utilizada na modificagdo dos GVs, a
entrada (curva azul) e a saida (curva laranja) do microcanal de 8 um de largura com um caudal de 3 pL/min. A trace-
jado estdo apresentadas as linhas de tendéncia polinomiais de grau 2 para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.
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No caso apresentado na Figura 42, o canal utilizado foi 0 microcanal com o estreitamento
de 8 um e os resultados sdo semelhantes aos resultados anteriormente apresentados, uma
vez que s6 ocorre uma diminuicdo acentuada do ID para as concentracfes de glucose mais
elevadas, tal como esperado. Mais uma vez, o comportamento do ID dos GVs encontra-

se muito proximo da linha de tendéncia.
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Figura 43 - Variagdo do ID (adimensional) em fungdo da percentagem de glucose utilizada na modificagdo dos GVs, a
entrada (curva azul) e a saida (curva laranja) do microcanal de 10 um de largura com um caudal de 3 pL/min. A tra-
cejado estdo apresentadas as linhas de tendéncia polinomiais de grau 2 para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.

Neste caso utilizou-se 0 microcanal com um estreitamento de 10 um. Atraves da anélise
da Figura 43, verifica-se que para a menor concentracdo deste quimico o ID apresenta o
valor mais alto e para a maior concentracdo o ID apresenta o valor mais baixo, tal como
esperado e observado nos canais de 6 e 8 um. Foram obtidos novamente valores de R?
bastante elevados, que provam a aproximacao significativa dos resultados a linha de ten-
déncia. Assim, observa-se que, para os trés canais analisados, a variacdo da deformabili-
dade dos GVs quando alterados com glucose tem um comportamento que pode ser repre-

sentado por uma funcgéo polinomial quadratica.

4.2. Estudo da velocidade dos GVs

A determinacédo da velocidade dos GVs nos microcanais de PDMS seguiu 0s passos in-

dicados no capitulo dos materiais e métodos utilizados (secgéo 3.4.2).
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Neste trabalho, e tal como nos ensaios da deformabilidade, o tratamento dos GVs com
diferentes percentagens de diferentes quimicos pretendia mimetizar os diferentes estagios
da maléaria, sendo que maiores percentagens implicariam maior rigidez dos GVs. Com
isto pretendia-se verificar se 0 aumento da rigidez alterava a velocidade de escoamento

dos GVs, e no caso de o fazer, se havia alguma relagdo entre as duas propriedades.

Atraveés deste estudo pode-se verificar que a velocidade dos GVs é significativamente
superior na zona do estreitamento, como mostra a Figura 44 e a Figura 45, pelo que se
pode concluir que a transi¢do abrupta provoca o aumento da velocidade dos GVs.

Figura 44 - Distribuicdo da velocidade dos GVs sauddveis num canal com um estreitamento de 6 um. A seta indica o
sentido do fluxo. A zona representada a amarelo demonstra valores de velocidade superiores as restantes zonas.

Figura 45 - Distribuicdo da velocidade dos GVs sauddveis num canal com um estreitamento de 6 um. A seta indica o
sentido do fluxo. A zona representada a amarelo demonstra valores de velocidade superiores as restantes zonas.
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4.2.1 Guvs alterados com glutaraldeido

A Figura 46, a Figura 47 e a Figura 48 apresentam os resultados da velocidade dos GVs
em funcdo de diferentes percentagens de glutaraldeido nos canais com estreitamentos de

6, 8 e 10 um de largura, respetivamente, com um caudal de 5 pL/min.

Os restantes resultados com os diferentes caudais utilizados (0.1 pL/min, 1 puL/min e 3

pL/min) estdo apresentados no Anexo 4.
Nas amostras em que 0s canais entupiram, a velocidade dos GVs foi considerada zero.

Neste caso os resultados obtidos ndo foram tdo proximos das linhas de tendéncia como

no caso da deformabilidade.
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Figura 46 - Variagdo da velocidade com o aumento da percentagem de glutaraldeido utilizado no tratamento dos
GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal de 6 um de largura com um caudal de 5
uL/min. A tracejado estdo apresentadas as linhas de tendéncia logaritmicas para ilustrar o decréscimo da velocidade
dos GVs.

Os resultados apresentados na Figura 46 foram obtidos utilizando o microcanal com o
estreitamento de 6 um. Com o gréfico apresentado é possivel verificar que 0s GVs ex-
postos ao glutaraldeido tornam-se mais rigidos e a sua velocidade diminui. Verifica-se
também que com o aumento da concentracdo deste quimico ocorre uma diminuicdo da

velocidade.

59



Também é possivel observar que para as duas concentracdes de glutaraldeido mais ele-
vadas (0,025% e 0,08%) houve um entupimento do microcanal.
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Figura 47 - Variagdo da velocidade com o aumento da percentagem de glutaraldeido utilizado no tratamento dos
GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal de 8 um de largura com um caudal de 5
pL/min. A tracejado estdo apresentadas as linhas de tendéncia logaritmicas para ilustrar o decréscimo da velocidade
dos GVs.

No caso apresentado na Figura 47, o canal utilizado foi 0 microcanal com o estreitamento
de 8 um e os resultados sdo semelhantes aos resultados anteriormente apresentados, uma
vez que se observa uma diminuicdo da velocidade com o aumento da concentracdo de

glutaraldeido.

Verificou-se também que os GVs expostos a uma concentracao de 0,08% de glutaraldeido

nédo foram capazes de atravessar 0 estreitamento.
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Figura 48 - Variagdo da velocidade com o aumento da percentagem de glutaraldeido utilizado no tratamento dos
GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal de 10 um de largura com um caudal de 5
pL/min. A tracejado estdo apresentadas as linhas de tendéncia logaritmicas para ilustrar o decréscimo da velocidade
dos GVs.

Neste caso utilizou-se 0 microcanal com um estreitamento de 10 um. Atraves da anélise
da Figura 48, verifica-se que foi possivel medir a velocidade dos GVs para todas as con-
centracdes de glutaraldeido, sendo que estas células apresentam uma velocidade maior
quando expostos a menor concentracao deste quimico e uma velocidade menor quando

alterados com uma maior concentracdo de glutaraldeido.

De uma forma geral, os resultados obtidos pela anélise da velocidade média dos GVs na
entrada e saida das diferentes contragdes dos microcanais, permite-nos aferir acerca do
efeito do glutaraldeido nos GVs, em que os GVs modificados apresentam velocidades
inferiores as dos GVs saudaveis e concentrages mais elevadas deste quimico provocam
0 entupimento dos canais. Isto leva a conclusdo que o aumento da rigidez das hemacias
provoca um aumento da viscosidade e, consequentemente, uma diminui¢do da veloci-
dade.

Conclui-se ainda, da analise dos gréaficos apresentados, que quanto menor a largura do
estreitamento do microcanal, maior o risco de entupimento por GVs modificados por glu-

taraldeido, o que vem de encontro aos resultados esperados.

Nestes trés casos apresentados, tal como esperado, os valores da velocidade media na
saida dos estreitamentos sdo superiores aos valores da velocidade média na entrada dos

estreitamentos. Mas 0 mesmo ndo acontece em alguns casos apresentados no Anexo 4.
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4.2.2 Gvs alterados com diamida

A Figura 49, a Figura 50 e a Figura 51 apresentam os resultados da velocidade dos GVs
em funcdo de diferentes percentagens de diamida nos canais com estreitamentos de 6, 8

e 10 um de largura, respetivamente, com um caudal de 5 pL/min.

Os restantes resultados com os diferentes caudais utilizados (0.1 pL/min, 1 pL/mine 3

pL/min) estdo apresentados no Anexo 5.

Neste caso os resultados obtidos foram ligeiramente mais préximos das linhas de

tendéncia lineares do que no caso da deformabilidade.
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Figura 49 - Variagdo da velocidade com o aumento da percentagem de diamida utilizada no tratamento dos GVs, a
entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal de 6 um de largura com um caudal de 5 puL/min. A
tracejado estdo apresentadas as linhas de tendéncia lineares para ilustrar o decréscimo da velocidade dos GVs.

Os resultados apresentados na Figura 49 foram obtidos utilizando o microcanal com o
estreitamento de 6 um. Com o grafico apresentado é possivel verificar que os GVs ex-
postos a diamida tornam-se mais rigidos e a sua velocidade diminui. Verifica-se também

gue com 0 aumento da concentracdo deste quimico ocorre uma diminuicdo da velocidade.
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Figura 50 - Variagdo da velocidade com o aumento da percentagem de diamida utilizada no tratamento dos GVs, a

entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal de 8 um de largura com um caudal de 5 puL/min. A
tracejado estdo apresentadas as linhas de tendéncia lineares para ilustrar o decréscimo da velocidade dos GVs.

No caso apresentado na Figura 50, o canal utilizado foi o microcanal com o estreitamento
de 8 um e os resultados sdo semelhantes aos resultados anteriormente apresentados, uma
vez que com o0 aumento da concentracao de diamida observa-se uma diminuicao da velo-

cidade.
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Figura 51 - Variagdo da velocidade com o aumento da percentagem de diamida utilizada no tratamento dos GVs, a
entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal de 10 um de largura com um caudal de 5 uL/min. A
tracejado estdo apresentadas as linhas de tendéncia lineares para ilustrar o decréscimo da velocidade dos GVs.
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Neste caso utilizou-se o microcanal com um estreitamento de 10 um. Atraves da analise
da Figura 51, verifica-se que as células apresentam uma velocidade maior quando expos-
tos @ menor concentracdo deste quimico e uma velocidade menor quando alterados com

uma maior concentracao de diamida.

Nestes trés casos apresentados, tal como esperado, os valores da velocidade média na
saida dos estreitamentos sdo superiores aos valores da velocidade média na entrada dos

estreitamentos. Mas 0 mesmo ndo acontece em alguns casos apresentados no Anexo 5.

4.2.3 Guvs alterados com glucose

A Figura 52, Figura 53 e Figura 54 apresentam os resultados da velocidade dos GVs em
funcdo de diferentes percentagens de glucose nos canais com estreitamentos de 6, 8 e 10

pum de largura, respetivamente, com um caudal de 5 pL/min.

Os restantes resultados com os diferentes caudais utilizados (0.1 pL/min, 1 pL/mine 3
pL/min) estdo apresentados no Anexo 6.

Neste caso 0s resultados obtidos foram igualmente proximos das linhas de tendéncia
polinomiais de grau 2 comparativamente aos resultados obtidos na deformabilidade.
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Figura 52 - Variagdo da velocidade com o aumento da percentagem de glucose utilizada no tratamento dos GVs, a
entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal de 6 pm de largura com um caudal de 5 uL/min. A
tracejado estdo apresentadas as linhas de tendéncia polinomiais de grau 2 para ilustrar o decréscimo da velocidade
dos GVs.
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Os resultados apresentados na Figura 52 foram obtidos utilizando o microcanal com o

estreitamento de 6 um. Com o grafico apresentado é possivel verificar que os GVs ex-

postos a glucose tornam-se mais rigidos e a sua velocidade diminui. Verifica-se também

gue com o0 aumento da concentracdo deste quimico ocorre uma diminuicdo da velocidade.
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Figura 53 - Variagdo da velocidade com o aumento da percentagem de glucose utilizada no tratamento dos GVs, a
entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal de 8 um de largura com um caudal de 5 puL/min. A
tracejado estdo apresentadas as linhas de tendéncia polinomiais de grau 2 para ilustrar o decréscimo da velocidade

dos GVs.

No caso apresentado na Figura 53, o canal utilizado foi 0 microcanal com o estreitamento

de 8 um e os resultados sdo semelhantes aos resultados anteriormente apresentados, uma

vez que com o aumento da concentracao de glucose ha uma diminuicdo da velocidade.
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Figura 54 - Variagdo da velocidade com o aumento da percentagem de glucose utilizada no tratamento dos GVs, a
entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal de 10 um de largura com um caudal de 5 pL/min. A
tracejado estdo apresentadas as linhas de tendéncia polinomiais de grau 2 para ilustrar o decréscimo da velocidade

dos GVs.
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Neste caso utilizou-se o microcanal com um estreitamento de 10 um. Atraves da analise
da Figura 54, verifica-se que as células apresentam uma velocidade maior quando expos-
tos a menor concentracdo deste quimico e uma velocidade menor quando alterados com

uma maior concentracao de glucose.

Nestes trés casos apresentados, os valores da velocidade média na saida dos estreitamen-
tos sdo superiores aos valores da velocidade média na entrada dos estreitamentos. Mas o

mesmo ndo acontece em alguns casos apresentados no Anexo 6.

4.3. Estudo da relacéo deformabilidade vs velocidade

Sendo um dos principais objetivos deste trabalho estabelecer uma relacdo entre a defor-
mabilidade e a velocidade dos GVs, no sentido de obter uma curva de calibracéo, a Figura
55, a Figura 56 e a Figura 57 apresentam os resultados desta relacdo para os GVs modi-

ficados com glutaraldeido, diamida e glucose.
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Figura 55 — Relagdo entre deformabilidade e velocidade com o aumento da percentagem de glutaraldeido utilizado
no tratamento dos GVs, no microcanal com o estreitamento de 8 um de largura. A tracejado esta apresentada a li-
nha de tendéncia linear.
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Figura 56 - Relagdo entre deformabilidade e velocidade com o aumento da percentagem de diamida utilizada no
tratamento dos GVs, no microcanal com o estreitamento de 8 um de largura. A tracejado esta apresentada a linha
de tendéncia linear.
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Figura 57 - Relagdo entre deformabilidade e velocidade com o aumento da percentagem de glucose utilizada no tra-
tamento dos GVs, no microcanal com o estreitamento de 8 um de largura. A tracejado estd apresentada a linha de
tendéncia linear.

Com a andlise dos graficos anteriormente apresentados verifica-se que, para todos os qui-
micos utilizados para alterar as propriedades dos GVs, com o aumento da deformabili-

dade h&d um aumento da velocidade, o que vem de encontro aos resultados esperados.
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Capitulo 5

5. Conclusoes e trabalho futuro

Este capitulo apresenta as principais conclusdes retiradas do trabalho realizado, e expbe
algumas sugestdes para trabalho a desenvolver no futuro, de modo a complementar os

resultados obtidos.

5.1. Conclusodes do trabalho

Neste trabalho foi estudado o potencial da utilizacdo da deformabilidade e da velocidade

de GVs para serem utilizados como biomarcadores de malaria.

Ao longo desta dissertacao, estudou-se o indice de deformabilidade e a velocidade de
escoamento de globulos vermelhos humanos normais e de glébulos vermelhos humanos
modificados com diferentes percentagens de glutaraldeido, de diamida e de glucose em
microcanais de PDMS com estreitamentos abruptos de diferentes larguras (6, 8 e 10 um).
As ferramentas computacionais utilizadas (ImageJ e PIVLab) demonstraram grande uti-
lidade relativamente ao apoio no processamento de imagem e a analise de velocidades e

deformacdes de GVs.

Ao estudar os GVs saudaveis estes apresentaram uma deformabilidade elevada e com a
modificacdo dos mesmos com diferentes concentracBes dos quimicos utilizados (gluta-
raldeido, diamida e glucose) a deformabilidade diminuiu. Assim sendo, é possivel con-
cluir que estes quimicos sao eficazes no aumento da rigidez da membrana das células em
estudo. No caso dos quimicos utilizados, o glutaraldeido mostrou-se mais eficaz na tarefa
de aumentar a rigidez dos GVs uma vez que com concentragdes mais baixas deste qui-

mico obteve-se valores de ID mais baixos e, em alguns casos, ocorreu o entupimento dos
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microcanais. Quanto a diamida e a glucose, também permitiram endurecer os GVs mas
foi necessario aumentar a concentracdo destes quimicos comparativamente ao glutaral-
deido.

Relativamente aos resultados do estudo do indice de deformabilidade, verificou-se que 0s
GVs saudaveis apresentam um valor de ID na entrada relativamente a saida. Isto sustenta
a ideia de que na entrada de um estreitamento abrupto as hemécias iniciam um processo
de deformacdo para conseguirem atravessar o estreitamento, aumentando assim o ID, e
na saida as células recuperam rapidamente a sua forma original, e consequentemente o
ID diminui. Em alguns casos verificou-se que o ID das células saudaveis é superior na
saida contrariando a explicacdo anteriormente apresentada. Uma possivel justificacdo
para este acontecimento pode ser o facto de o seguimento dos GVs ter sido efetuado um
pouco antes da entrada e assim, ndo foi possivel obter a informac&o da posi¢do em que a

célula estava totalmente deformada.

Com a analise dos resultados obtidos, verificou-se que 0s GVs saudaveis apresentam ve-
locidades superiores as dos GVs modificados. Posto isto, conclui-se que 0 aumento da
rigidez dos GVs provoca um aumento da viscosidade do fluido e, consequentemente, uma

diminuigéo da velocidade de escoamento do mesmo.

Quanto ao efeito da largura do estreitamento dos microcanais, observou-se que a veloci-
dade dos GVs aumenta com o aumento da largura dos estreitamentos. Estes resultados
ndo sdo os esperados uma vez que contrariam a teoria da mecanica dos fluidos. Assim,
no futuro, deverao ser realizados estudos mais especificos em microcanais com diferentes

larguras de estreitamento.

Adicionalmente, este trabalho permitiu aproximar o comportamento da deformabilidade
dos GVs e da sua velocidade de escoamento, sob diversas condi¢des, a fungdes matema-
ticas (lineares, logaritmicas ou polinomiais, tal como discutido no capitulo anterior),
sendo um ponto de partida relevante para a obtencdo de curvas de calibragdo necessarias

para 0s métodos de determinacdo automaticos das propriedades dos GVs.
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Por fim, este trabalho assume-se como um ponto de partida para o desenvolvimento de
novos sistemas de diagnostico de maléria. Tendo em conta as microtecnologias ja exis-
tentes, serd possivel integrar, num Unico chip, sensores, microeletronica e plataformas
microfluidicas, de forma a criar um método de diagnostico simples, rapido, preciso, quan-

titativo e de baixo custo para detecdo precoce da maléria.

5.2. Trabalhos futuros

De uma forma geral, os resultados obtidos neste estudo permitiram tirar conclusdes que
vao de encontro ao que era esperado, no entanto existem certos aspetos a considerar em

trabalhos futuros de forma a colmatar as falhas que existiram.

De forma a obter resultados mais fiaveis, € importante que a realizacao dos ensaios sejam
feitos com condigdes mais préximas do comportamento do sangue na microcirculagao in
vivo, uma vez que a deformabilidade das células é alterada em resposta a fatores ambien-

tais logo desde 0 momento em que as células sdo recolhidas.

Para estudos futuros, é importante a separacao entre o pré-tratamento das imagens para
os estudos da deformabilidade e o pré-tratamento das imagens para a analise da veloci-
dade. Isto iria evitar a eliminacao de informacdo necessaria para o estudo destes parame-
tros. Para além disso, a utilizagdo de métodos automaticos ou semi-automaticos para me-
dir as dimensdes dos GVs é importante de forma a evitar erros humanos associados a

analise de imagem.

Outros aspetos que devem ser considerados em trabalhos futuros sdo o melhoramento das
imagens obtidas; a utilizacdo de métodos que permitam um melhor controlo do caudal no
interior dos microcanais; a fabricacdo de microcanais com diferentes tipos de contragdes

(por exemplo, contracdes hiperbolicas) e diferentes larguras de estreitamento.

Finalizando, deverdo ser efetuados estudos mais intensivos com o proposito de integrar
sensores no sistema microfluidico, para que seja possivel a medigdo automatica da velo-
cidade e deformabilidade dos GVs e extrair automaticamente informacdo sobre a pre-
senga de maléria e estagio da mesma nas amostras. Este passo seria fundamental para o

desenvolvimento de um sistema de detecdo de malaria autdbnomo, preciso, de elevada
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sensibilidade, portétil, de baixo consumo energético e baixo custo, resolvendo assim a

questdo essencial prevista na motivacao deste trabalho.
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Anexos

Anexo 1

Variacdo do ID (adimensional) em fun¢do da percentagem de glutaraldeido utilizado
na modificagdo dos GVs, a entrada (curva azul) e & saida (curva laranja) do microca-
nal de 6 pm de largura com um caudal de 0.1 pL/min. A tracejado estdo apresentadas
as linhas de tendéncia logaritmicas para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.
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Variacdo do ID (adimensional) em fungdo da percentagem de glutaraldeido utilizado
na modificagdo dos GVs, a entrada (curva azul) e & saida (curva laranja) do microca-
nal de 8 um de largura com um caudal de 0.1 pL/min. A tracejado estdo apresentadas
as linhas de tendéncia logaritmicas para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.
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86

Variacdo do ID (adimensional) em fun¢do da percentagem de glutaraldeido utilizado
na modificacdo dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva laranja) do microca-
nal de 10 pm de largura com um caudal de 0.1 pL/min. A tracejado estéo apresentadas
as linhas de tendéncia logaritmicas para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.
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Variacdo do ID (adimensional) em fungéo da percentagem de glutaraldeido utilizado
na modificagdo dos GVs, a entrada (curva azul) e & saida (curva laranja) do microca-
nal de 6 um de largura com um caudal de 1 pL/min. A tracejado estdo apresentadas
as linhas de tendéncia logaritmicas para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.
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Variacdo do ID (adimensional) em fun¢do da percentagem de glutaraldeido utilizado
na modificacdo dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva laranja) do microca-
nal de 8 um de largura com um caudal de 1 pL/min. A tracejado estdo apresentadas
as linhas de tendéncia logaritmicas para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.
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Variacédo do ID (adimensional) em fungdo da percentagem de glutaraldeido utilizado
na modificagdo dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva laranja) do microca-
nal de 10 um de largura com um caudal de 1 pL/min. A tracejado estdo apresentadas
as linhas de tendéncia logaritmicas para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.
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Variacdo do ID (adimensional) em funcdo da percentagem de glutaraldeido utilizado
na modificacdo dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva laranja) do microca-
nal de 6 um de largura com um caudal de 5 pL/min. A tracejado estéo apresentadas
as linhas de tendéncia logaritmicas para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.
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Variacédo do ID (adimensional) em fungdo da percentagem de glutaraldeido utilizado
na modificagdo dos GVs, a entrada (curva azul) e & saida (curva laranja) do microca-
nal de 8 um de largura com um caudal de 5 pL/min. A tracejado estdo apresentadas
as linhas de tendéncia logaritmicas para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.
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Variacdo do ID (adimensional) em funcdo da percentagem de glutaraldeido utilizado
na modificacdo dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva laranja) do microca-
nal de 10 um de largura com um caudal de 5 pL/min. A tracejado estdo apresentadas
as linhas de tendéncia logaritmicas para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.
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Anexo 2

90

Variacdo do ID (adimensional) em funcdo da percentagem de diamida utilizada na
modificacdo dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva laranja) do microcanal
de 6 um de largura com um caudal de 0.1 puL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia lineares para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.
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0,08 0,32 1

Variagdo do ID (adimensional) em funcdo da percentagem de diamida utilizada na
modificacdo dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva laranja) do microcanal
de 8 um de largura com um caudal de 0.1 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia lineares para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.
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Variacdo do ID (adimensional) em funcdo da percentagem de diamida utilizada na

modificacdo dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva laranja) do microcanal
de 10 pum de largura com um caudal de 0.1 pL/min. A tracejado estdo apresentadas

as linhas de tendéncia lineares para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.
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modificagdo dos GVs, a entrada (curva azul) e & saida (curva laranja) do microcanal
de 6 um de largura com um caudal de 1 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as

linhas de tendéncia lineares para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.
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Variacdo do ID (adimensional) em funcdo da percentagem de diamida utilizada na
modificacdo dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva laranja) do microcanal
de 8 um de largura com um caudal de 1 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia lineares para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.
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Variacéo do ID (adimensional) em funcdo da percentagem de diamida utilizada na
modificagdo dos GVs, a entrada (curva azul) e & saida (curva laranja) do microcanal
de 10 um de largura com um caudal de 1 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia lineares para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.
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Variacdo do ID (adimensional) em funcdo da percentagem de diamida utilizada na
modificacdo dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva laranja) do microcanal
de 6 um de largura com um caudal de 5 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia lineares para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.
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Variacdo do ID (adimensional) em funcdo da percentagem de diamida utilizada na
modificacdo dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva laranja) do microcanal
de 8 um de largura com um caudal de 5 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia lineares para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.
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Variacdo do ID (adimensional) em funcdo da percentagem de diamida utilizada na
modificacdo dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva laranja) do microcanal
de 10 um de largura com um caudal de 5 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia lineares para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.
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Anexo 3

e Variacdo do ID (adimensional) em funcdo da percentagem de glucose utilizada na
modificacdo dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva laranja) do microcanal
de 6 um de largura com um caudal de 0.1 puL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia polinomiais de grau 2 para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.
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e Variacdo do ID (adimensional) em funcdo da percentagem de glucose utilizada na
modificagdo dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva laranja) do microcanal
de 8 um de largura com um caudal de 0.1 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia polinomiais de grau 2 para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.
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Variacdo do ID (adimensional) em funcdo da percentagem de glucose utilizada na
modificacdo dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva laranja) do microcanal
de 10 pum de largura com um caudal de 0.1 pL/min. A tracejado estdo apresentadas
as linhas de tendéncia polinomiais de grau 2 para ilustrar o decréscimo do ID dos

GVs.
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Variagdo do ID (adimensional) em funcéo da percentagem de glucose utilizada na
modificacdo dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva laranja) do microcanal

de 6 um de largura com um caudal de 1 pL/min.

A tracejado estdo apresentadas as

linhas de tendéncia polinomiais de grau 2 para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.
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Variacdo do ID (adimensional) em funcdo da percentagem de glucose utilizada na
modificacdo dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva laranja) do microcanal
de 8 um de largura com um caudal de 1 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia polinomiais de grau 2 para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.
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Variacéo do ID (adimensional) em fungdo da percentagem de glucose utilizada na
modificagdo dos GVs, a entrada (curva azul) e & saida (curva laranja) do microcanal
de 10 um de largura com um caudal de 1 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia polinomiais de grau 2 para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.
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Variacdo do ID (adimensional) em funcdo da percentagem de glucose utilizada na
modificacdo dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva laranja) do microcanal
de 6 um de largura com um caudal de 5 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia polinomiais de grau 2 para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.
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Variagdo do ID (adimensional) em fungdo da percentagem de glucose utilizada na
modificagdo dos GVs, a entrada (curva azul) e & saida (curva laranja) do microcanal
de 8 um de largura com um caudal de 5 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia polinomiais de grau 2 para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.
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Variacdo do ID (adimensional) em funcdo da percentagem de glucose utilizada na
modificacdo dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva laranja) do microcanal
de 10 um de largura com um caudal de 5 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia polinomiais de grau 2 para ilustrar o decréscimo do ID dos GVs.
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Anexo 4

100

Variacdo da velocidade com o aumento da percentagem de glutaraldeido utilizado no
tratamento dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal
de 6 um de largura com um caudal de 0.1 puL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia logaritmicas para ilustrar o decréscimo da velocidade dos GVs.
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—8— Entrada

Percentagem de Glutaraldeido

Variacdo da velocidade com o aumento da percentagem de glutaraldeido utilizado no
tratamento dos GVSs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal
de 8 um de largura com um caudal de 0.1 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia logaritmicas para ilustrar o decréscimo da velocidade dos GVs.
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Variacdo da velocidade com o aumento da percentagem de glutaraldeido utilizado no
tratamento dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal
de 10 pm de largura com um caudal de 0.1 pL/min. A tracejado estdo apresentadas
as linhas de tendéncia logaritmicas para ilustrar o decréscimo da velocidade dos GVs.
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Variagéao da velocidade com o aumento da percentagem de glutaraldeido utilizado no
tratamento dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal
de 6 um de largura com um caudal de 1 puL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia logaritmicas para ilustrar o decréscimo da velocidade dos GVs.
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e Variacdo da velocidade com 0 aumento da percentagem de glutaraldeido utilizado no
tratamento dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal
de 8 um de largura com um caudal de 1 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia logaritmicas para ilustrar o decréscimo da velocidade dos GVs.
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e Variacdo da velocidade com o aumento da percentagem de glutaraldeido utilizado no
tratamento dos GVSs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal
de 10 um de largura com um caudal de 1 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia logaritmicas para ilustrar o decréscimo da velocidade dos GVs.
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Variacdo da velocidade com o aumento da percentagem de glutaraldeido utilizado no
tratamento dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal
de 6 um de largura com um caudal de 3 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia logaritmicas para ilustrar o decréscimo da velocidade dos GVs.
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Variagéao da velocidade com o aumento da percentagem de glutaraldeido utilizado no
tratamento dos GVSs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal
de 8 um de largura com um caudal de 3 puL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia logaritmicas para ilustrar o decréscimo da velocidade dos GVs.
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Variacdo da velocidade com o aumento da percentagem de glutaraldeido utilizado no
tratamento dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal
de 10 um de largura com um caudal de 3 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia logaritmicas para ilustrar o decréscimo da velocidade dos GVs.
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Anexo 5

e Variacdo da velocidade com o aumento da percentagem de diamida utilizado no tra-
tamento dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal de
6 um de largura com um caudal de 0.1 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia lineares para ilustrar o decréscimo da velocidade dos GVs.
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e Variacdo da velocidade com o0 aumento da percentagem de diamida utilizado no tra-
tamento dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal de
8 um de largura com um caudal de 0.1 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia lineares para ilustrar o decréscimo da velocidade dos GVs.
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Variacdo da velocidade com o0 aumento da percentagem de diamida utilizado no tra-
tamento dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal de
10 um de largura com um caudal de 0.1 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia lineares para ilustrar o decréscimo da velocidade dos GVs.
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Variagéo da velocidade com 0 aumento da percentagem de diamida utilizado no tra-
tamento dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal de
6 um de largura com um caudal de 1 pL/min. A tracejado estéo apresentadas as linhas
de tendéncia lineares para ilustrar o decréscimo da velocidade dos GVs.

—&— Entrada

—— Saida
y =-0,0568x +0,5804

R*=0,9486

y =-0,0739x+0,6334
R?=0,9726

Velocidade mm/s
o o
N w

k=]
Y

o

0 0,00625 0,0125 0,025 0,08 0,32 1
Percentagem de Glutaraldeido



Variacdo da velocidade com o0 aumento da percentagem de diamida utilizado no tra-
tamento dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal de
8 um de largura com um caudal de 1 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as linhas
de tendéncia lineares para ilustrar o decréscimo da velocidade dos GVs.
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Variagdo da velocidade com o aumento da percentagem de diamida utilizado no tra-
tamento dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal de
10 um de largura com um caudal de 1 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia lineares para ilustrar o decréscimo da velocidade dos GVs.
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Variacdo da velocidade com o0 aumento da percentagem de diamida utilizado no tra-
tamento dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal de
6 um de largura com um caudal de 3 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as linhas
de tendéncia lineares para ilustrar o decréscimo da velocidade dos GVs.

0,5

0,45 4 —@— Entrada

y =-0,0439x+0,5116

R*=0,9225 — - saida

04

=}
o w
W o

k=]
o

Velocidade mm/s
o
N
(%]

015 4 s

y=-0,0339x+0,321 = -,
0,1 R?=0,9837

0 0,00625 0,0125 0,025 0,08 02 1
Percentagem de Diamida

Variagdo da velocidade com o aumento da percentagem de diamida utilizado no tra-
tamento dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal de
8 um de largura com um caudal de 3 uL/min. A tracejado estdo apresentadas as linhas
de tendéncia lineares para ilustrar o decréscimo da velocidade dos GVs.
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Variacdo da velocidade com o0 aumento da percentagem de diamida utilizado no tra-
tamento dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal de
10 um de largura com um caudal de 3 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia lineares para ilustrar o decréscimo da velocidade dos GVs.
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Anexo 6

e Variacdo da velocidade com o aumento da percentagem de glucose utilizada no tra-
tamento dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal de
6 um de largura com um caudal de 0.1 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia polinomiais de grau 2 para ilustrar o decréscimo da velocidade
dos GVs.

—&— Entrada

e Variacdo da velocidade com 0 aumento da percentagem de glucose utilizada no tra-
tamento dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal de
8 um de largura com um caudal de 0.1 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia polinomiais de grau 2 para ilustrar o decréscimo da velocidade
dos GVs.
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Variacdo da velocidade com 0 aumento da percentagem de glucose utilizada no tra-
tamento dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal de
10 um de largura com um caudal de 0.1 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia polinomiais de grau 2 para ilustrar o decréscimo da velocidade

dos GVs.
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Variagdo da velocidade com o aumento da percentagem de glucose utilizada no tra-
tamento dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal de
6 um de largura com um caudal de 1 pL/min. A tracejado estao apresentadas as linhas
de tendéncia polinomiais de grau 2 para ilustrar o decréscimo da velocidade dos GVs.
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Variacdo da velocidade com 0 aumento da percentagem de glucose utilizada no tra-
tamento dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal de
8 um de largura com um caudal de 1 pL/min. A tracejado estéo apresentadas as linhas
de tendéncia polinomiais de grau 2 para ilustrar o decréscimo da velocidade dos GVs.
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Variagdo da velocidade com o aumento da percentagem de glucose utilizada no tra-
tamento dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal de
10 um de largura com um caudal de 1 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia polinomiais de grau 2 para ilustrar o decréscimo da velocidade
dos GVs.
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e Variacdo da velocidade com o aumento da percentagem de glucose utilizada no tra-
tamento dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal de
6 um de largura com um caudal de 3 pL/min. A tracejado estéo apresentadas as linhas
de tendéncia polinomiais de grau 2 para ilustrar o decréscimo da velocidade dos GVs.
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e Variacdo da velocidade com o aumento da percentagem de glucose utilizada no tra-
tamento dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal de
8 um de largura com um caudal de 3 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as linhas
de tendéncia polinomiais de grau 2 para ilustrar o decréscimo da velocidade dos GVs.
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e Variacdo da velocidade com o aumento da percentagem de glucose utilizada no tra-
tamento dos GVs, a entrada (curva azul) e a saida (curva vermelha) do microcanal de
10 um de largura com um caudal de 3 pL/min. A tracejado estdo apresentadas as
linhas de tendéncia polinomiais de grau 2 para ilustrar o decréscimo da velocidade

dos GVs.
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