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Resumo

Os estudos relacionados com o escoamento de fluidos em microcanais tém assumido um lugar
de destaque na area da biomédica, uma vez que permitem estudar o escoamento sanguineo e
algumas patologias que o afetam, tal como as embolias gasosas, evitando questdes de ética. As
embolias gasosas ocorrem quando bolhas gasosas circulam na corrente sanguinea e é
importante o seu estudo pois as bolhas podem obstruir os vasos sanguineos e provocar

deterioracdo dos tecidos.

O objetivo deste trabalho é estudar o escoamento de fluidos em microcanais com bifurcacdes,
capazes de produzirem bolhas. Para tal, fabricaram-se microcanais por litografia suave e,
posteriormente, analisou-se o escoamento de fluidos Newtonianos e de sangue de ovino com 5
e 10% de hematocrito em Dextrano 40, para varios caudais e para pressdes diferentes, com o

auxilio de um microscopio invertido e uma camara de alta velocidade.

Nestes escoamentos foi possivel visualizar a formacéo das bolhas e 0 seu comportamento ao
longo do microcanal e possibilitou a analise de vérias caracteristicas do escoamento: velocidade
das bolhas e sua frequéncia, tempo entre bolhas, entupimento dos microcanais e efeito das

bolhas no hematdcrito.

Os resultados obtidos demonstraram que a velocidade das bolhas aumenta com o aumento do
caudal e pressao utilizada, sendo que para caudais e pressdes baixas 0s microcanais tém
tendéncia a ficar obstruidos. Também demonstraram que as bolhas de ar modificam a
concentracdo de células, existindo uma maior concentracdo de células atras da bolha e uma

menor concentracdo a frente da bolha.

Palavras-Chave: escoamento sanguineo; microfabricacéo; litografia suave; embolias gasosas;

microbolhas.
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Abstract

Studies related to the fluids flow in microchannels have assumed a prominent place in the
biomedical field, since they allow the study of the blood flow and some pathologies that affect
it, such as gas embolism, avoiding ethical issues. Gaseous emboli occur when gaseous bubbles
circulate in the bloodstream and their study is important because they can clog blood vessels

and cause tissue deterioration.

The aim of this work is to study fluid flows in microchannels with bifurcations, capable of
producing bubbles. For this, microchannels were fabricated by soft lithography and Newtonian
and sheep blood with 5 and 10% hematocrit in dextran 40 flows were analyzed for various flow

rates and different pressures by using an inverted microscope, and a high-speed camera.

In these flows it was possible to visualize the formation of the bubbles and their behavior along
the microchannel and allowed the analysis of several parameters such as: velocity of the bubbles
and their frequency, time between bubbles, microchannel clogging and the effect of the bubbles

on the hematocrit.

The obtained results showed that the velocity of the bubbles increases with the increase of the
flow rate and pressure used, being that for low flows and low pressures the microchannels tend
to clog. They also demonstrated that the passage of air bubbles influence cell concentration,
with a higher concentration of cells upstream to the bubble and lower concentrations

downstream to the bubble.

Keywords: blood flow; microfabrication; soft lithography; gas embolism; microbubbles.
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1 Introducéo

1.1 Enquadramento, motivacéo e objetivos

O presente trabalho, intitulado de “Estudo de embolias gasosas em microcanais com
bifurcacbes”, foi desenvolvido no ambito do projeto de final de curso do Mestrado em
Tecnologia Biomédica, no ramo de Instrumentacdo e Sinais Médicos, do Instituto Politécnico
de Braganca. Este projeto foi desenvolvido em parceria com a Faculdade de Engenharia da

Universidade do Porto e com a Universidade do Minho.

Os estudos na area da microfluidica tém assumido um lugar de destaque na area da biomédica
uma vez que permitem o estudo do escoamento sanguineo e a influéncia que algumas patologias
tém no mesmo, como por exemplo as embolias gasosas. A embolia gasosa ocorre quando bolhas
gasosas circulam na corrente sanguinea podendo obstruir 0s vasos sanguineos e provocar

deterioracdo dos tecidos.

Assim sendo, o principal objetivo deste trabalho foi estudar o escoamento in vitro de fluidos
Newtonianos e de sangue em microcanais com bifurcacbes capazes de gerar microbolhas, de
forma a perceber o que acontece numa embolia gasosa na microcirculacdo. Foi estudada a
formagdo das microbolhas e como elas se comportam durante o escoamento, utilizando varios

caudais e pressOes diferentes para a injecao das bolhas de ar.

1.2 Estrutura do relatério

Este trabalho estd divido em sete capitulos. No presente capitulo apresenta-se uma breve
introducdo ao tema, o enquadramento e o principal objetivo deste trabalho e como 0 mesmo

esta estruturado.



Nos Capitulos 2 e 3 apresentam-se os fundamentos tedricos importantes para a realizacao deste
trabalho. No Capitulo 2 estd descrita a circulacdo sanguinea, nomeadamente o sistema
cardiovascular, 0 sangue e 0s seus constituintes e a reologia do sangue. No Capitulo 3

apresentam-se os fundamentos tedricos relacionados com as embolias gasosas.

No Capitulo 4 é apresentada uma revisdo da literatura relacionada com o tema alvo deste

trabalho, de forma a enunciar os estudos que ja foram realizados nesta area.

No Capitulo 5 sdo descritos os materiais e metodos utilizados durante os procedimentos
experimentais do presente estudo, onde se explica a fabricacdo dos microcanais e 0 escoamento

dos fluidos em estudo.

O Capitulo 6 apresenta os resultados obtidos e a sua discusséo. E por ultimo, no Capitulo 7, sdo
apresentadas as conclusfes deste estudo e propostas de trabalhos futuros que permitam dar

continuidade a este trabalho.



2  Circulacdo sanguinea

2.1 Sistema cardiovascular

O sistema cardiovascular [1-3] € um sistema circulatorio fechado que engloba o coracéo,
principal motor deste sistema, que permite 0 bombeamento do sangue, e estruturas com forma
tubular, os vasos sanguineos, que se vao ramificando, permitindo o transporte do sangue a todos
os tecidos do organismo e o devolve ao coragdo. Assim sendo, este sistema € essencial a
sobrevivéncia de um organismo tdo complexo como o organismo humano, uma vez que 0
sangue permite o transporte de varias substancias - oxigénio, nutrientes, mediadores quimicos,
anticorpos e substancias tdxicas — a todas as células, conservando o meio ideal para a sua
sobrevivéncia e para o desenvolvimento das suas funcdes e removendo os produtos de

degradacéo.

Este sistema [2, 4] engloba dois circuitos ligados ao coracao, o qual é responsavel para bombear
0 sangue para a pequena (ou circulacdo pulmonar) e para a grande circula¢do (ou circulagao
sistémica). Na primeira 0 sangue é transportado para os pulmdes, onde ocorre a oxigenacao do
sangue e retorna ao coracdo. Na circulacdo sistémica o sangue é transportado do coracao para

todas as partes do organismo e retorna ao coracdo. Na Figura 1 esta representado este sistema.

Oy Oy

Capilares Clire ular_,fx_« ’
ik taradog para os tecidos
| da cabega
If .
Pulmio / .
! W\ 2
o /% i feany
Circulaca Capilares 7% - 5_4,«,{?‘_ Os
rculagao pulmonares ’\ 0 9 . Circulagao
pulmonar | / Sistémica
Y {
= y
Circulagio
N p l)}]]"{], 08 “‘('i(l()ﬁ
(‘3171]?‘5““ da por¢ao mferior
nos tecidos do corpo

r -

0y Oy

Figura 1 - Sistema cardiovascular [1].



2.1.1 Coracao

O coracdo [1, 2] humano de um adulto tem uma forma conica, tem, aproximadamente, as
dimens@es de um punho e esta localizado na cavidade toracica, entre os pulmdes, envolvido por
um revestimento designado pericardio. O pericardio é um saco fechado e é constituido por dois
folhetos: o pericérdio fibroso e o pericéardio seroso.

A parede do coracdo é composta por trés camadas: o epicardio, o miocardio e o endocardio. As
células musculares que constituem o miocardio permitem que este 6rgdo tenha a capacidade de

contrair e o endocardio facilita a movimentacdo do sangue através do coracao.

Este 6rgdo é constituido por quatro cavidades, duas auriculas e dois ventriculos, como se pode

confirmar na Figura 2.

veia cava superior

i ‘% veias pulmonares
\

artéria
aorta

tronco arterial

sulco pulmonar

coronario

artérias coronarias
direita e esquerda

Figura 2 — Coracéo [5].

As auriculas recebem o sangue da pequena e da grande circulacdo através das veias e a cada
batimento cardiaco contraem-se, enviando o sangue para os ventriculos. Os ventriculos, depois
de receberem o sangue proveniente das auriculas contraem-se e bombeiam o sangue para as
artérias. Assim sendo, o lado direito do corac@o recebe a corrente sanguinea proveniente do
corpo e bombeia-a para a circulagdo pulmonar, até aos pulmades, fazendo aqui as trocas gasosas.

O lado esquerdo bombeia o sangue para a circulagéo sistémica, até chegar a todos os tecidos do

4



organismo, fornecendo-lhes oxigénio, nutrientes e recebendo deles o dioxido de carbono e
outros produtos de degradacédo. Desta forma, as principais fungdes do coragdo sdo [1]: promover
a pressdo sanguinea, que permite a circulagdo do sangue nos vasos; orientar a circulacdo
sanguinea, separando a pequena da grande circulacdo; manter um fluxo unidirecional, através
das valvulas cardiacas e regular o aporte de sangue de acordo com as diferentes necessidades

metabolicas do organismo.

2.1.2 Vasos sanguineos

Os ventriculos [1] bombeiam a corrente sanguinea para grandes artérias elasticas que se vao
ramificando continuamente em vasos de menores dimensdes. Com a diminui¢do do tamanho, a
estrutura da artéria vai alterando, passando de grandes quantidades de tecido elastico a grandes
quantidades de musculo liso. Podendo ser classificadas, consoante o grau de ramificacdo, em

artérias elasticas, artérias musculares e arteriolas e estdo representadas na Figura 3.
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Figura 3 - Diferentes tipos de artérias: A) Artéria elastica; B) Artéria muscular; C) Arteriola (adaptado de [5]).

As artérias elasticas [1] séo muito importantes para o controlo da presséo arterial, uma vez que
evitam que a pressao baixe aquando da diastole do ventriculo esquerdo. Estas artérias, como se

pode verificar na figura anterior, possuem uma tdnica intima muito desenvolvida e constituida



por fibras elésticas e uma tlnica média também constituida, maioritariamente, por fibras

elasticas, apresentando uma quantidade reduzida de células musculares lisas.

As artérias musculares possuem uma tunica media muito desenvolvida constituida por células
musculares lisas e algumas fibras elasticas, que vao diminuindo conforme vai diminuindo o
calibre da artéria. Estas artérias, devido a quantidade de musculo liso, sdo consideradas artérias
distributivas, uma vez que as mesmas conseguem regular parcialmente o aporte de sangue para

as varias partes do organismo, através da contracdo e dilatacdo destas artérias.

As arteriolas apresentam uma estrutura semelhante as artérias anteriores, mas na tanica intima
ndo se consegue identificar a membrana elastica interna. Como a tnica média é constituida por
células musculares lisas, estes vasos também se conseguem dilatar e contrair. As arteriolas
escoam o sangue das artérias musculares para os capilares, que estdo representados na Figura 4
(A).

Célula pericapiliar

Celula endotelial
capilar

Capilares
Venosos

Membrana basal
Nucleo Vénula

(A) (B)

Figura 4 — A) Capilar; B) Rede Capilar [1].

Das arteriolas, 0 sangue passa para as varias redes de capilares [1], que estdo representadas na
Figura 4 (B). As redes de capilares sdo mais numerosas e de maiores dimensdes onde os tecidos

tém um metabolismo mais elevado, como é o caso dos rins ou do musculo cardiaco.



E nos capilares que ocorrem as trocas entre o sangue e os tecidos do organismo e s&o 0s vasos
que existem em maior numero no corpo humano. Os capilares sdo vasos extremamente finos
formados por apenas uma camada constituida por células endoteliais assentes numa membrana
basal. Existem trés tipos de capilares: capilares continuos, capilares fenestrados e capilares
sinusoides. Os primeiros sdo capilares menos permeéveis as moléculas de grandes dimensdes e
encontram-se, por exemplo, nos masculos e no tecido nervoso. Os capilares fenestrados tém
alta permeabilidade e podem ser encontrados, por exemplo, nas vilosidades intestinais. Por
ultimo, os capilares sinusoides sdo capilares de maiores dimensdes, com uma parede
descontinua, devido a grande quantidade de poros que possui, fazendo com que seja um vaso
bastante permedvel e pode ser encontrado, por exemplo, no figado. Dos capilares, a corrente

sanguinea flui para as veias, que estdo representadas na Figura 5.
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Figura 5 — A) Veias de médio calibre; B) Valvulas presentes nas veias [1].

Desde os capilares até ao coracdo, as veias [1] vao aumentando em tamanho mas diminuindo
em quantidade, com paredes cada vez mais espessas. Podem ser classificadas em vénulas, veias

de média dimenséo e veias de grande dimensdo, conforme se aproximam do coracao.

As mais proximas dos capilares sdo as venulas que sdo vasos em que a tdnica intima é
constituida por endotélio, a tinica média pode ser pouco desenvolvida ou mesmo inexistente e
atlnicaadventicia é a mais desenvolvida, de forma a permitir que ocorram trocas entre o sangue

e os tecidos do organismo.



As veias de médio calibre estdo representadas na Figura 5 (A) e caracteriza-se por apresentar
uma tunica adventicia mais desenvolvida do que as restantes camadas. As veias de grande
calibre transportam o sangue até ao coracdo e sdo formadas por uma tdnica intima muito
desenvolvida, constituida por células endoteliais, fibras de colagénio e algumas fibras elasticas
dispersas e é nesta tunica que se encontram as valvulas, apresentadas na Figura 5 (B) (pregas,
responsaveis por impedir que o sangue flua na direcdo inversa). Também s&o formadas por uma
tunica média fina e pouco desenvolvida composta por algumas células musculares lisas, fibras
de colagénio e poucas fibras elasticas e por uma tunica adventicia constituida por fibras de
colagénio. Esta Ultima tanica é a camada predominante e contém os vasa vasorum (também
ocorrem nalgumas artérias), que Sdo pequenos vasos gque penetram nas veias e nas artérias para
formar uma rede capilar na tunica adventicia e na parte mais externa da tanica média permitindo

gue as mesmas sejam nutridas.

2.2 Sangue e constituintes

O organismo produz diversos fluidos, como o sangue [1] que é um dos mais importantes, uma

vez que tem varias funcionalidades essenciais a sobrevivéncia do sistema, tais como:

e Transporte de gases, nutrientes e produtos de degradacao;

e Deslocacdo de moléculas processadas, ou seja, certas substancias sdo produzidas num
determinado local e posteriormente transportadas pelo sangue para serem modificadas
noutro;

e Transporte de moléculas reguladoras, como enzimas;

e Normalizacdo do pH e da pressao osmotica;

e Controlo da temperatura corporal, uma vez que o sangue quente € levado do interior
para a superficie, permitindo depois a libertacdo do calor para o exterior;

e Protecdo do organismo contra células estranhas;

e Formacao de codgulos, impedindo a perda excessiva de sangue aquando uma lesdo dos

vasos.



Este fluido [1, 6] € composto por um liquido claro, o plasma, uma grande quantidade de células,
os glébulos vermelhos, os globulos brancos e as plaquetas, e fragmentos de células, como é

possivel observar na Figura 6.

| Globulos Vermelhos |

Plasma

Globulos Brancos

Plaquetas

Figura 6 - Constituintes do sangue [1].

2.2.1 Plasma

O plasma [1, 2, 7] é a porc¢do liquida do sangue, tem uma cor amarelada e é uma substancia
coloidal, uma vez que contem substancias em suspensao que nao se depositam. Assim sendo,
este fluido é composto por cerca de 90% de agua e 10% de substancias de pequeno e elevado
peso molecular. Dos 10%, 7% corresponde a proteinas plasmaticas e o restante diz respeito a
uma grande variedade de compostos (ides, nutrientes, produtos de degradacdo, gases e

substancias reguladoras).

Nas proteinas plasmaticas [1] estdo incluidas as albuminas (em parte responsaveis pela pressdo
osmotica e pela viscosidade, transporta hormonas da tiroide, bilirrubina livre e acidos gordos e
atua como tampdo), as globulinas (ttm como funcéo o transporte de hormonas, ides, lipidos e
glicidos e desempenham fungdes no sistema imunitério) e o fibrinogénio (esta envolvido na

formacéo do coagulo).



2.2.2 Globulos vermelhos

Os gldbulos vermelhos [1], também designados por eritrécitos ou hemacias, tém como principal
funcdo transportar o oxigénio para os tecidos e o didxido de carbono dos tecidos até aos
pulmdes. Este componente sanguineo tem a forma de um disco bicéncavo, tal como é mostrado
na Figura 7, ndo tem ndcleo e contém hemoglobina, lipidos, adenosina trifosfato e enzimas

anidrase carbénica.

Vista lateral

Vista superior

Figura 7 — Glébulos vermelhos [1].

A sua forma bicdncava aumenta a sua area superficial, facilitando e tornando mais répida a
entrada e saida dos gases nos glébulos vermelhos. A flexibilidade da membrana permite que os
glébulos vermelhos se dobrem, diminuindo o seu tamanho de maneira a se adaptarem a forma

dos vasos de menores dimensoes.

A hemoglobina, que é uma proteina pigmentada, € a responsavel pela cor do glébulo vermelho
e também pelo transporte do oxigénio e do dioxido de carbono. Esta proteina é constituida por
quatro moléculas de heme (que transportam o oxigénio) e quatro moléculas de globina (que

transportam o dioxido de carbono e 6xido nitrico).
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2.2.3 Globulos brancos

Os globulos brancos [1], ou leucdcitos, tém com funcdo proteger o organismo contra 0s
microrganismos e remover 0s corpos estranhos e as células mortas. Séo células esbranquicadas
e contém um nucleo. Estes constituintes sdo denominados conforme a sua aparéncia e a sua
funcdo e podem ser: neutrdfilos, eosindfilos, basdfilos, linfocitos e mondcitos e estdo

representados na Figura 8.

S ,
R Basofilos

Mondcitos

Linfocitos Neutrofilos

Figura 8 - Gloébulos Brancos [8].

Os neutrofilos sdo pequenas células fagocitarias que destroem microrganismos. Os eosinofilos
sdo células que libertam mediadores quimicos que evitam a inflamacdo. Os basdfilos libertam
enzimas, a histamina, que promovem a resposta inflamatéria. Os linfocitos produzem
anticorpos e outros mediadores quimicos, sendo muito importantes na imunidade. E o0s
monacitos que saem do sangue, entram nos tecidos, transformando-se em células fagocitarias
de grandes dimensdes, 0s macrofagos, que conseguem destruir bactérias, células mortas e

outros corpos estranhos.
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2.2.4 Plaquetas

As plaquetas [1], ou trombdcitos, tém como principal funcdo a formacdo de agregados
plaquetarios, de forma a responder a uma lesdo dos vasos sanguineos. Além disso, libertam
substancias quimicas que promovem a formacdo e contracdo dos coagulos. Estes constituintes
sdo fragmentos de células de reduzidas dimensGes em forma de disco, quando nao estdo
estimuladas como se pode ver na Figura 9 (A). Quando estdo estimuladas, ou seja quando vao
atuar na coagulagdo sanguinea, as plaquetas apresentam uma estrutura como a que esta

representada na Figura 9 (B).

Plaquetas estimuladas

(A) (B)

Figura 9 - A) Aspeto normal das plaquetas; B) Plaquetas estimuladas (adaptado de [8]).

2.3 Reologia do sangue

A reologia [9, 10] é a ciéncia que estuda a deformacdo e o escoamento de um fluido. O
escoamento sanguineo ocorre devido as diferencas de pressao ao longo dos vasos sanguineos e
devido as forgas da gravidade, mas existem determinadas resisténcias provocadas pelas tenses
de corte exercidas pelas paredes dos vasos no fluido. Para caracterizar reologicamente o sangue

€ necessario ter em conta alguns parametros como a viscosidade, a temperatura, a rigidez das
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células e a sua agregacdo, uma vez que 0 escoamento sanguineo varia conforme os tecidos por

onde flui e as suas fungdes.

O escoamento do sangue [10] é um escoamento continuo e oscilatério e pode ser considerado
laminar ou turbulento. O escoamento laminar acontece apenas quando o sangue flui nos vasos
sanguineos de menores dimensdes, nos quais as forgas viscosas sdo superiores as forcas de
inércia. Neste escoamento, a velocidade tem uma componente ao longo do eixo do escoamento
e a viscosidade atenua instabilidades. Nos vasos sanguineos maiores, a forca de inércia é a forca
que prevalece e 0 escoamento é turbulento, uma vez que as particulas do sangue tém um
movimento irregular, fazendo com que a velocidade tenha uma componente transversal ao

longo do eixo do escoamento.

Os fluidos podem ser considerados como Newtonianos ou ndo-Newtonianos [10-12] conforme
0 comportamento dos fluidos durante o0 escoamento. Os primeiros sdo fluidos em que para uma
certa temperatura, a viscosidade ndo se altera com a alteracdo da velocidade, ou seja a sua
viscosidade é constante, uma vez que a relacdo entre a tensdo de corte e a velocidade é linear.
Os fluidos ndo-Newtonianos séo fluidos em que a viscosidade altera consoante a deformacao
que é exercida, ou seja, a viscosidade ndo € constante, uma vez que a variacdo da tensdo de

corte com a velocidade é ndo linear.

Assim sendo, o sangue [10] é considerado um fluido ndo-Newtoniano, apesar do seu
constituinte maioritario, o plasma, ter comportamento Newtoniano, e a sua viscosidade diminui

guando a taxa de deformacdo aumenta (pseudoplastico) e tem tensdo de cedéncia.

2.3.1 Plasma

Como jé foi referido, o plasma tem um comportamento Newtoniano [10], ou seja a viscosidade
do mesmo n&o depende da taxa de deformacéo, ao contrario do sangue, como se pode verificar

no gréafico da Figura 10.
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Figura 10 - Viscosidades do plasma e Viscosidade do sangue [10].

Como o sangue € um fluido composto por plasma com particulas em suspensao, a viscosidade
do plasma interfere na viscosidade do sangue, principalmente quando as taxas de deformacao

sdo altas.

2.3.2 Hematdcrito

O hematocrito (Hct) é a percentagem de volume ocupada pelos glébulos vermelhos no volume

total de sangue [10].

A quantidade de células [10, 13] que o sangue contém influencia o seu comportamento nao-
Newtoniano, uma vez que quanto maior a percentagem volUimica de células, maior é a

viscosidade do sangue.

O hematdcrito também tem influéncia nos perfis de velocidade [12, 14-16]. Para solu¢des muito
diluidas (menos que 1% Hct), o perfil de velocidade possui forma parabolica. Enquanto para
solucBes em que o hematdcrito é superior a 1%, o perfil de velocidades apresenta uma forma

de perfil pistdo. Os perfis de velocidade estdo representados na Figura 11.
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Figura 11 - Perfil de velocidade para hematdcrito superior (vermelho) e inferior (azul) a 1% [12].

Os perfis de velocidade [16] também sdo altamente influenciados por outros parametros, como por

exemplo: o didmetro do microcanal, a taxa de deformacdo e o fluido em suspensao.

2.3.3 Rigidez das celulas

A deformabilidade das células [10] afeta a forma como o sangue flui e, consequentemente, a

viscosidade também ¢é afetada. Na Figura 12 a viscosidade do sangue é comparada com a

viscosidade de uma suspensdo de esferas rigidas (a agregacdo das particulas ndo € tida em

consideracdo) e como se pode ver, para uma concentracao de 60%, a viscosidade da suspenséo

atinge valores a tender para o infinito, o que quer dizer que a suspensédo ndo consegue fluir. Tal

ndo acontece com o sangue, que continua a fluir independentemente da percentagem de células

contidas nele.

Relative viscosity

]
1 Suspension with ngid spheres

4 Normal blood

02 04 0.6 0S8

Particle volume fraction

Figura 12 - Comparacdo da viscosidade do sangue e da viscosidade de uma suspenséo de esferas rigidas [10].
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2.3.4 Aglomeracao das células

Por vezes, as células presentes no sangue tém a capacidade de formar aglomeracdes de células
[10], dependendo da concentracdo de fibrinogénio e globulina. Com o aumento da taxa de
deformacéo, a aglomeragéo de células diminui, o que leva a uma diminuicdo da viscosidade,

tal como ¢é ilustrado na Figura 13.
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Figura 13 - Viscosidade elevada a baixas taxas de deformacéo indicam que ocorre a formacdo de aglomerados
[10].

2.3.5 Temperatura

Para todos os fluidos, a temperatura [10] tem uma grande influéncia na sua viscosidade. A

viscosidade do sangue aumenta com a diminuicdo da temperatura, aumentando cerca de 2% a

cada °C que diminui.

2.3.6 Viscosidade do sangue

Como ja foi referido, a viscosidade do sangue [10] sofre uma variagdo com a viscosidade do

plasma que o constitui, com a percentagem volimica de células que contém, com a aglomeracao
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e rigidez das mesmas e com a temperatura. Assim sendo, a sua viscosidade aumenta com o
aumento do hematocrito. Por outro lado, quando a deformacdo aumenta, a aglomeracéo das

células sanguineas diminui, fazendo com que a viscosidade também diminua.

Tudo isto contribui para 0 comportamento pseudo-pléstico que o sangue apresenta. Para além
desta caracteristica, 0 sangue também tem tensdo de cedéncia que esté relacionada com os
glébulos vermelhos, uma vez que estes induzem forcas de coesdo, tornando o inicio do
escoamento mais dificil.

A viscosidade aparente do sangue também é afetada pelo didmetro dos vasos sanguineos [12,
13, 17-19], sendo que com a diminuicdo do diametro a viscosidade do sangue também diminui.
Este efeito é o chamado efeito Fahraus-Lindqvist e s6 acontece em diametros inferiores a 300
um e superiores a 7 um € esta representado na Figura 14.
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Figura 14 - Efeito de Fahraeus-Lindqvist [13].

O efeito Fahraeus-Lindqvist [12, 13, 17-19] pode ser explicado pela diminuicdo do hematdcrito,
que acontece com a reducgdo do didmetro, e que leva a diminuigdo da viscosidade. No entanto,
este efeito também pode ser explicado pela formacao da camada livre de células (ou camada de
plasma) perto da parede do microcanal (os constituintes migram para 0 ponto de maior

velocidade, que € o centro do vaso, como se pode verificar na Figura 15), onde as forcas de
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corte sdo0 maximas, uma vez que o plasma que se encontra junto as paredes reduz o atrito entre

a parede e os globulos vermelhos, provocando a diminuicdo da viscosidade aparente do sangue.

Estudos posteriores [13, 20] verificaram que a viscosidade continua a diminuir até diametros

de cerca de 10 um, mas o efeito de Fahraus-Lindqvist é invertido quando utilizados didmetros

de5a7 pm.
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3 Embolias gasosas

A embolia gasosa [21-23] é uma patologia causada pela entrada de gas nos vasos sanguineos.
Trata-se de uma lesdo iatrogénica que esta presente em muitos procedimentos medicos em
quase todas as especialidades clinicas e que pode levar a um estado grave do paciente e até

mesmo a morte.

As embolias estdo dividas em duas categorias, consoante o local onde elas se alojam e como

elas entram no sistema circulatério: embolias gasosas arteriais e embolias gasosas venosas.

3.1 Embolia gasosa arterial

A embolia gasosa arterial [21, 24, 25] acontece quando ocorre a entrada de ar nas veias
pulmonares ou diretamente na corrente sanguinea arterial. O ar pode entrar nas artérias devido
a uma expansdo excessiva dos pulmdes por mudancas de pressdo ou como resultado de uma

embolia paradoxal.

As principais causas destas embolias sdo 0 uso da circulagdo extracorporea [26] (utilizadas, por
exemplo em cirurgias cardiacas e transplantes), em certos procedimentos cirdrgicos [23], como
neurocirurgias em que o paciente esta sentado [27] e durante a pratica de mergulho [28], em
que pode ocorrer uma expansao gasosa pulmonar e consequentemente uma rutura dos alvéolos

e a entrada de ar nas veias pulmonares, caso 0os mergulhadores ascendam muito rapido.

Embora a obstrucdo possa ocorrer em qualquer artéria, a obstrucdo das artérias coronaria e
cerebral [21] sdo consideradas as mais graves, devido a vulnerabilidade do coracdo e do cérebro
a periodos curtos de hipoxia, podendo levar a morte do individuo.

A embolia gasosa arterial coronaria [25] produz isquemia do miocardio nas areas fornecidas
pelos vasos afetados. Pode ser temporaria e com uma recuperacao rapida, ou pode persistir,

mesmo depois das bolhas de ar desaparecerem.

A embolia gasosa arterial cerebral [22, 29, 30] tem consequéncias que Sdo proporcionais ao

diametro da bolha de gas. Para pequenos diametros, ocorre uma lesdo do endotélio vascular e
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absorcdo do gés pelo tecido, levando a uma lesdo cerebral minima. Para didmetros maiores,
mais dificil se torna a absorcéo das bolhas de gas, provocando uma lesdo isquémica de primeiro
grau e edema cerebral e, consequentemente, o aumento de pressdo intracraniana,
desencadeando numa reacao inflamatdria cerebral. Na Figura 16 esta representada uma embolia

gasosa na artéria cerebral.
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Figura 16 - Embolia Gasosa Arterial Cerebral [21].

3.1.1 Diagnéstico da embolia gasosa arterial

O critério de diagndstico mais importante deste tipo de embolias [21] é o historial médico do
paciente, uma vez que a suspeita de embolia gasosa é baseada nos sintomas iniciais e na relacao

desses sintomas com algum procedimento invasivo.

O diagnostico pode ser realizado através de uma tomografia computadorizada [31] ou de uma
ressonancia magnética [21]. A tomografia computorizada pode distinguir uma embolia gasosa
de, por exemplo, um enfarte, mas é um exame com sensibilidade e especificidade baixas. A
ressonancia magnética mostra a concentracao de agua no tecido lesado, mas pode falhar quando

0s sintomas sdo leves.

20



3.1.2 Tratamento da embolia gasosa arterial

O tratamento inicial a ser realizado aquando uma embolia gasosa [21] € interromper a
intervencdo que gerou a embolia e proteger e fazer a manutencao das fungdes vitais. Existem

algumas opcdes de tratamento para a embolia gasosa arterial:

e Oxigeénio hiperbarico [32]: consiste num aumento de pressdo externa e de oxigénio, o
que provoca uma reducdo do didmetro, prevenindo assim um edema cerebral;

e Terapia de infuséo [33]: diminui a viscosidade do sangue, facilitando assim a circulacéo
sanguinea;

e Anticoagulante [34]: diminui a formacdo de émbolos plaquetarios e leucocitarios que
estdo associados a bolha de ar;

e Barbituricos [35]: consiste na reducdo do consumo de oxigénio no cérebro e da pressao

intracraniana.

3.2 Embolia gasosa venosa

A embolia gasosa venosa [21, 36] acontece quando 0 gas entra na circulacao venosa e percorre
o ventriculo direito até a circulacdo pulmonar. O gas é transportado pelas artérias pulmonares
até aos pulmdes, causando alteracBes nas trocas gasosas, arritmias cardiacas, hipertensao

pulmonar, tensdo do ventriculo direito e até insuficiéncia cardiaca.

Este tipo de embolia gasosa pode ocorrer em varios cendrios clinicos [21, 37], como por
exemplo, a entrada de gas, por ingestdo através das veias da garganta e durante a gravidez ou
apos o parto, através das veias do miométrio, devido a uma grande variedade de traumas, de
alguns procedimentos clinicos (hemodialise [38], laparoscopias [39], neurocirurgias em que 0
paciente estd sentado [40] e m& colocacdo de cateteres centrais [41], sendo esta ultima a
principal causa das embolias gasosas) e ainda pode ocorrer depois da pratica de mergulho com
ar comprimido [42].
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3.2.1 Diagnostico da embolia gasosa venosa

Os sintomas [37, 43] deste tipo de embolias gasosas ndo sdo especificos, o que dificulta o seu
diagnostico. No entanto pode ser realizado através de, por exemplo, ecocardiograma
transesofagico [44] (atualmente é o método de diagnostico mais eficaz), doppler precordial [45]
(é 0 méetodo mais sensivel dos métodos ndo evasivos), cateterizagdo da artéria pulmonar [46],
end-tidal de diéxido de carbono [47] (¢ o método mais pratico e mais usado numa sala de

operacdo) e medicdo da saturacao de oxigénio [46] (diagndstico tardio).

3.2.2 Tratamento da embolia gasosa venosa

Como este tipo de embolia gasosa ndo apresenta sintomas especificos, a sua prevencédo € o
melhor tratamento [21, 36]. Mas quando 0 gas ja se encontra na circulacdo venosa,

primeiramente deve-se identificar e conter a fonte de infusdo de ar.

Existem alguns procedimentos a realizar aquando uma embolia gasosa venosa [48]: desobstruir
a via da saida do ventriculo direito posicionando o paciente em decubito lateral, fazer massagem
cardiaca e extrair as bolhas de gés, através de um cateter venoso central [49]. Para além destes
procedimentos, também se pode administrar oxigénio a 100% e tratar a embolia com oxigénio

hiperbarico.
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4  Revisao da literatura

A microfluidica é uma area em grande desenvolvimento e ¢é definida como a ciéncia que estuda
0 escoamento de pequenas quantidades de fluido (de 10° a 108 L) em microcanais com
dimensdes reduzidas (de dezenas a centenas de micrometros) e com aplicacfes nas mais

diferentes areas, nomeadamente na biologia, na medicina, na eletrénica e na quimica [50, 51].

A microfluidica [50, 51] compreende o estudo dos fendmenos fisicos, mas também aspetos da
biologia molecular e da quimica analitica. Em quimica analitica tem-se destacado, uma vez que
permite usar pequenas quantidades de amostras e reagentes, realizar separacdes e detecdes com
alta resolucdo e sensibilidade, baixo custo e processos rapidos. A microfabricacéo e os sistemas
microfluidicos sdo areas que estdo muito relacionadas e o aparecimento de técnicas de
microfabricacdo de baixo custo tem levado a que a aplicacdo de dispositivos microfluidicos se

expanda a vérias areas.

Os dispositivos de microfluidos sdo cada vez mais implementados na terapia de certas
patologias, como por exemplo, no tratamento de tumores. Bardin et al. [52] estudaram a
implementacdo de um dispositivo microfluidico de focagem de fluxo capaz de gerar
quantidades de emulsdes de gotas em escala clinica e adequadas em tamanho e funcionalidade
para serem utilizadas em tratamentos in vivo, como por exemplo no tratamento de doencas

cancerigenas.

4.1 Microfabricagdo

A microfabricacdo pode ser definida como a producéo de dispositivos e componentes a escala
micrometrica e tem assumido um lugar de destaque nos mais variados setores tecnoldgicos.
Assim, a microfabricacdo e a sua evolucdo constante levam a uma elevada aplicabilidade em
areas como a biomédica, a eletronica, as telecomunicag6es e fibras oOticas, a inddstria automovel

e a farmacia, sendo que as suas aplicacOes sdo cada vez mais complexas e eficazes [53].

Na Tabela 1 apresentam-se algumas das aplicagdes atuais de dispositivos que podem ser obtidos

através da microfabricacdo para varios setores, mas direcionados para a area da biomédica.
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Tabela 1 - Aplicacdes de dispositivos obtidos por microfabricacdo (adaptado de [54]).

Sector Dispositivos
Pacemakers
Microeletronica Implantes auditivos

Sensores diversos
Microscopia ética
Sensores de fibra Otica
Testes de DNA
Endoscopia
Cirurgia pouco invasiva
Cirurgia laser
Microfluidico Micro-reactores
Micro-bombas

Micro-6tica

Auxiliares cardiacos
Sensores de caudal
Micro-vélvulas
Micromecanica Sensores de pressdo sanguinea

Os desafios tecnoldgicos colocados pela necessidade de obter estruturas e dispositivos cada vez
mais pequenos tém impulsionado as tecnologias de fabricacdo de microcomponentes que, por
sua vez, oferecem novas solucGes, permitindo o aumento da complexidade de execucédo dos

componentes obtidos [53].

Os sistemas microfluidicos (que permitem o estudo de reduzidos volumes de fluidos e que sdo
obtidos por microfabricacdo de forma a usar microcanais de dimens@es de dezenas a centenas
de micrometros) e os microeletromecanicos [50, 55] tém levado ao desenvolvimento de novas

técnicas e a aplicacdo de novos materiais na microfabricacéo.

Inicialmente, o estudo dos microfluidos era realizado através de sistemas fabricados por
fotolitografia ou gravura em vidro quartzo ou silicio [56]. No entanto, estes materiais
apresentavam processos de fabrico complexos, com tempo e custo elevados, dificuldades de

ligagédo e fragilidade dos materiais [56, 57]. Desta forma, surgiu a necessidade de utilizar
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técnicas de fabricacdo alternativas e processos de prototipagem répida, bem como novos
materiais, nomeadamente materiais elastoméricos, como é o caso do polidimetilsiloxano
(PDMS).

O PDMS [58] tornou-se um material cada vez mais utilizado na prototipagem devido as
inimeras vantagens que apresenta: permeabilidade a gases, apto para culturas de células,
biocompatibilidade, baixo custo, transparéncia, facil manuseamento a temperatura ambiente e

boa adesdo a outro tipo de materiais.

Duffy et al. [59] demonstraram que a facilidade de projetar redes de canais microfluidicos num
programa de desenho assistido por computador (CAD, da designacao inglesa Computer Aided
Design), a fabricagéo e selagem direta de dispositivos e a velocidade e baixo custo de todo o
processo tornam a prototipagem rapida de sistemas microfluidicos em PDMS util nas fases
exploratérias no desenvolvimento de sistemas de analise total em microescala e facilita a
producdo em grande escala. Os autores também utilizaram o método de litografia suave para
criarem redes de canais microfluidicos em PDMS, sendo que comegaram por criar um molde,
tendo como referéncia a geometria desenhada num programa CAD, seguidamente adicionaram

o0 PDMS sobre o molde e curaram 0 mesmo.

A microfabricacdo e os sistemas microfluidicos permitem o estudo do escoamento sanguineo
[60], utilizando pequenos volumes de amostra, com resultados a curto prazo e possibilita

executar varias operaces em simultaneo.

Os processos utilizados para produzir microcomponentes [61] diferem uns dos outros
relativamente as suas capacidades, as dimensdes dos componentes obtidos, a relacdo entre
altura e largura, ao objetivo pelo que esses componentes sdo fabricados, ao tipo de resisténcia
que se pretende, entre outras caracteristicas. Algumas das técnicas utilizadas na
microfabricacdo sdo: deposicdo quimica em fase vapor, deposicdo fisica de vapor [62],
fotolitografia [63], shadow masking [64], litografia suave [65, 66] e xurografia [67, 68]. No
entanto, as duas técnicas mais utilizadas atualmente na microfabricacdo para sistemas
microfluidicos sdo a litografia suave e a xurografia [60], no entanto a primeira é uma técnica
que utiliza moldes obtidos por outras técnicas (tais como, a fotolitografia e a xurografia),
tornando-a lenta e, no caso de moldes produzidos por fotolitografia, de elevado custo.
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4.1.1 Fotolitografia

A fotolitografia foi das primeiras técnicas utilizadas para a construcdo de dispositivos
microfluidicos [63]. A fotolitografia [63, 69] é uma técnica que consiste na construgcdo de uma
estrutura, que € obtida depositando uma fina camada de resina fotossensivel sobre uma placa de
vidro ou silicio, com a ajuda de uma centrifugadora de deposi¢do e, posteriormente, é exposta aos
raios ultravioleta através da transferéncia de um padrdo de uma mascara com a geometria
pretendida. Esta geometria pode ser a estrutura de canais pretendida ou um molde. O molde pode

ser utilizado posteriormente para o fabrico dos microcanais por litografia suave.

No entanto, esta técnica apresenta inUmeras desvantagens [66]: tem custos elevados, ndo permite
modelar superficies ndo planas de forma eficaz, ndo é muito flexivel na geracdo de padrdes para
funcionalidades quimicas especificas, apenas gera microestruturas bidimensionais e os materiais

que se podem utilizar sdo muito limitados.

4.1.2 Litografia suave

A litografia suave [65, 66] € uma técnica de microfabricacdo que permite a obtencdo de um
determinado objeto em PDMS, ou outro polimero, a partir de um molde. O molde pode ser
fabricado por vérias técnicas, sendo a fotolitografia das mais comuns. Assim sendo, ¢ um
processo de transferéncia de um determinado padrdo para a superficie de um substrato que se
pretende gravar, através de um molde. Esta técnica tem caracteristicas importantes na
microfabricacdo e que complementam as técnicas mais convencionais: € uma técnica mais rapida e
com custos mais reduzidos que a fotolitografia, utilizacdo de uma maior variedade de materiais,
permite o controlo das superficies ao nivel molecular, é facil de aprender, simples de aplicar e
acessivel a uma ampla gama de utilizadores e formacdo de microestruturas e sistemas
tridimensionais. No entanto também apresenta algumas desvantagens, tais como deformacéo do

molde elastomérico e alguns defeitos no padréo formado.

Xia and Whitesides [66] demonstraram cinco técnicas diferentes de litografia suave: impressao por
microcontacto, moldagem de réplicas, microtransferéncia, micromoldagem em capilares e

micromoldagem assistida por solvente e concluiram que as técnicas de litografia suave
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complementam a fotolitografia e estendem micromodelacdo em dimens@es, materiais e geometrias

aos quais a fotolitografia ndo pode ser aplicada.

Unger et al. [70] descreveram uma técnica designada por litografia suave multicamada. Esta técnica
combina a litografia suave com a capacidade de unir varias camadas padronizadas de um material
elastomérico. As estruturas com mdaltiplas camadas sdo obtidas através de varias camadas do
material elastomérico, sendo cada uma delas moldada separadamente a partir de um molde
microfabricado, sofrendo posteriormente uma cura. Por fim, a camada superior € removida do seu
molde e colocada em cima da camada inferior e uma cura adicional faz com que as duas camadas
se liguem irreversivelmente. Os autores conseguiram concluir que a litografia suave por
multicamadas apresentava uma série de vantagens: possibilidade de prototipagem réapida, e
facilidade de fabrico. O método evita problemas de adesdo entre camadas e problemas de tenséo
térmica, uma vez que as camadas sdo todas do mesmo material. Este processo pode ser usado

para construir estruturas complexas, como valvulas e bombas microfluidicas.

Segundo Whitesides et al. [65] a litografia suave é particularmente util no campo dos uTAS.
No entanto um dos problemas desta area € a integracdo de microdetetores nos sistemas de
microanalise, independentemente do material em que séo fabricados. Mas a litografia suave
permite integrar sistemas fabricados em material elastomérico em dispositivos eletronicos.
Dispositivos implantaveis tém a vantagem de serem mais biocompativeis e mais confortaveis

para o recetor do que os dispositivos feitos com materiais rigidos.

4.1.3 Xurografia

A xurografia [67, 68] é uma técnica de microfabricacdo de microcanais de baixo custo, uma
vez que utiliza materiais e equipamentos que se utilizam na industria de publicidade e
impressao. Tal como noutras técnicas, as geometrias utilizadas nesta técnica séo obtidas por um
software CAD e posteriormente as estruturas séo obtidas em vinil, ou noutro material similar,
através de uma plotter de corte. A xurografia tanto pode ser utilizada para produzir microcanais

diretamente como moldes para litografia suave [57].

Bartholomeusz et al. [57] demonstraram que a xurografia permite a producdo de
microestruturas de forma mais rapida e estudaram a aplicacdo de diversos materiais utilizados
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na industria gréfica com o objetivo de encontrar o material que apresenta melhores resultados
e melhor precisdo em relagéo as medidas conforme as dimens@es das microestruturas vao sendo
mais reduzidas. Os materiais com resultados mais satisfatorios foram peliculas térmicas e
Rubylith, uma vez que este foi o material que possibilitou produzir moldes para estruturas em

PDMS com menores dimensdes e uma qualidade elevada.

A xurografia permite fabricar sistemas microfluidicos que possibilitam o estudo de varios
fendmenos do escoamento sanguineo, tais como: estudar a camada livre de células [60, 68] e

estudar o comportamento dos glébulos vermelhos durante o escoamento [71].

Pinto et al. [60] propuseram a utilizagdo da xurografia, uma vez que é uma técnica rapida,
simples e de baixo custo, para fabricar duas geometrias: um microcanal com duas bifurcagoes,
uma divergente seguida de uma convergente para realizar medi¢des da camada livre de células
e um dispositivo de focagem de fluxo para simular embolias gasosas e permitir analisar o

comportamento das bolhas.

Com este estudo, 0s autores conseguiram comprovar que através da xurografia a qualidade do
microcanal tende a diminuir com a diminuicdo das dimensdes das geometrias, devido a
limitacdo da plotter de corte utilizada. No entanto, as experiéncias com 0s microcanais em
PDMS apresentaram bons resultados, uma vez que possibilitaram a medi¢do da camada livre
de células e também permitiram gerar bolhas de forma a simular embolias gasosas e,

consequentemente, estudar os fendmenos gue ocorrem com as mesmas.

4.1.4 Outros métodos

A fabricacdo utilizando um escoamento laminar [72] veio permitir a microfabricacao dentro de
capilares ou outros espacos fechados de reduzidas dimensdes, no entanto, esta técnica é mais
atil para o fabrico de um reduzido ndimero de sistemas e para uso em laboratério e ndo é

adequado para a fabricacdo em grande escala.

Outros métodos de microfabricacdo podem ser encontrados no artigo de revisdo realizado por
Faustino et al. [73].
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4.2 Estudos sobre embolias gasosas

Uma embolia gasosa [21] consiste na presenca de uma bolha gasosa na circulacdo sanguinea.
Morgagni [74] descreveu pela primeira vez esta situacdo em 1769 e em 1821, Magendie [75]

fez o primeiro relato clinico acerca desta patologia.

As bolhas e o seu transporte no corpo de um individuo [21, 76] podem ter origem durante ou
depois de uma descompressao, sendo que as mesmas se formam dentro dos vasos sanguineos
(caso dos mergulhadores e astronautas) ou quando o ar € injetado na corrente sanguinea (através
de préticas terapéuticas, como procedimentos cirdrgicos e traumas pulmonares por ventilacao

mecanica).

Os estudos relacionados com o escoamento de bolhas sdo poucos, sendo esta uma area em
expansdo. Existem alguns estudos experimentais, sendo que a maioria sdo estudos in vitro
utilizando sangue ou fluidos analogos ao sangue [77-80], quase ndo existindo estudos in vivo

[81]. No entanto, sdo cada vez mais desenvolvidos estudos numéricos [76, 79, 82, 83].

Atualmente, as simulacdes numéricas e 0 processamento de imagem [76] oferecem cada vez
mais estimativas da quantidade e das dimensdes das bolhas. O crescimento destas bolhas
depende de transferéncias de calor e de massa. Mas em relacdo as bolhas formadas por
descompressdo, 0 seu crescimento deve-se principalmente a transferéncias de massa. A
presenca de bolhas na circulacdo e o seu comportamento € importante nos pProcessos
inflamatdrios, independentemente da sua origem. A composicdo do gas das bolhas em
comparagdo com a composicao dos gases dissolvidos no sangue afeta o tempo que as mesmas
demoram a ser eliminadas, mas também influenciam a solubilidade e a difusdo que estes gases
apresentam em relacdo aos tecidos. Assim sendo, 0 comportamento reoldgico e a interacao das
bolhas com os componentes da parede dos vasos sanguineos determinam a resposta dada pelo

organismo a inflamagé&o.

Taha e Cui [83] estudaram o0 movimento de bolhas longas dentro dos capilares e a capacidade
de as mesmas serem utilizadas para o aumento de transferéncias de massa e de calor em varios
processos quimicos e biologicos, utilizando o software Fluent. Os autores obtiveram a
velocidade e o didmetro das bolhas durante um escoamento, bem como a velocidade ao redor

da bolha, sendo que os resultados obtidos estavam de acordo com os estudos experimentais em
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que se basearam, comprovando que a simula¢do numeérica foi realizada com sucesso e que

permite o estudo em questéo.

Angeli e Gauvriilidis [79] realizaram um estudo experimental e numérico com o intuito de
estudar as caracteristicas hidrodinamicas durante o escoamento de bolhas de Taylor, de forma
a compreender o comportamento das mesmas e a melhorar o funcionamento dos dispositivos

microfluidicos que operam nestes regimes.

Os autores estudaram estas caracteristicas tentando compreender e prever, por exemplo, a
espessura da pelicula de liquido que envolve as bolhas, a velocidade das mesmas e a queda de
pressdo durante o escoamento para canais de sec¢do circular e para canais de sec¢do quadrada.
Os resultados que os autores obtiveram estdo de acordo com 0s previstos para 0 escoamento
desenvolvido em canais circulares. Contudo a presenca de impurezas e incertezas sobre 0s
valores de tensdo superficial na interface gas-liquido levaram a que os resultados apresentassem
uma certa discrepancia e que oS mesmos ndo estivessem de acordo com 0s previstos

teoricamente e com 0s obtidos através de simulagcdes numéricas.

Bento et al. [84] estudaram o escoamento de bolhas Taylor na microcirculacdo, mais
propriamente a forma como estas bolhas perturbam o escoamento sanguineo ao nivel das
células presentes no sangue. Para tal estudaram a influéncia das bolhas na camada livre de
células e na concentracdo das células e conseguiram concluir que a presenca de bolhas provoca
alteracdes da espessura da camada livre de células, levando a uma distribuicdo heterogénea das

células em volta das bolhas.

Alguns estudos ja foram realizados para a implementacdo da emboloterapia gasosa, com 0
objetivo de implementar um sistema microfluidico para a producdo de microgotas, as quais sdo
utilizadas para o tratamento de doencas cancerigenas [77, 85, 86]. Eshpuniyani et al. [85] e
Calderon et al. [77] estudaram a implementacdo de um sistema microfluidico para a producéo
de bolhas em microcanais com bifurcagdes, em PDMS. Os autores verificaram que, como as
bolhas se alojam junto as bifurcag¢fes, as mesmas poderiam ser utilizadas para o tratamento de
doencas cancerigenas através do bloqueio dos vasos do tumor. Este mecanismo consiste na
utilizacdo de bolhas de perfluorocarbono que podem ser vaporizadas por ultrassons, formando
bolhas de gas que obstruem o vaso da microcirculacdo do tumor, impedindo que o escoamento
continue. Os dados obtidos experimentalmente mostram que as bolhas tém mais facilidade em

se alojarem do que em se desalojarem nas bifurcagdes, levando a que permanegam nas mesmas.
30



Desta forma, o escoamento é obstruido, impedindo que os glébulos vermelhos cheguem ao

tumor, provocando a necrose do mesmao.

Valassis et al. [86] também analisaram a aplicacdo de um sistema microfluidico na
emboloterapia gasosa, tal como os autores anteriores, mas estudando o transporte de
microbolhas num escoamento pulsante. Concluiram que o facto de o escoamento ser pulsante
faz com que a formacéo e o alojamento das bolhas seja afetado, nomeadamente no comprimento
das mesmas. Concluiram também que a capacidade das bolhas permanecerem alojadas depois
de atingirem um estado estacionério nas bifurcac6es faz da emboloterapia um bom tratamento

para doencas cancerigenas e que é importante compreender onde esse alojamento ir& ocorrer.

Para estudar embolias em escoamentos microfluidicos s&o utilizados sistemas bifésicos, que
podem ser de gas/liquido e liquido/liquido. Cubaud e Ho [78] descreveram as condigdes
experimentais que devem ser utilizadas para obter um escoamento em sistema gas/liquido
constante, em microcanais com uma geometria em forma de cruz, com dois tamanhos
diferentes. A medida que a razdo entre a velocidade do ar e da 4gua aumenta, os regimes do
escoamento progridem da seguinte forma (Figura 17): escoamento borbulhante, em que existem
bolhas de ar de pequeno didmetro no escoamento do fluido; escoamento de cunha e escoamento
de bolhas de Taylor, em que as bolhas de ar tém largura igual a do microcanal, ocupando
praticamente toda a seccdo transversal do microcanal utilizado; escoamento anular, no qual um
nacleo de gas é envolvido por uma pelicula liquida nas paredes e escoamento seco, em que 0

liquido apenas flui nos cantos do microcanal e as paredes do mesmo estdo secas.
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Figura 17 - Regimes em escoamento gas-liquido em microcanais: a) escoamento borbulhante; b) escoamento de
cunha; c) escoamento de bolhas de Taylor; d) escoamento anelar; ) escoamento seco (adaptado de [78]).

Os autores também mediram as quedas de pressdo, sendo estas correlacionadas com o caudal

do liquido e o caudal do gas e verificaram que a transicdo de um escoamento borbulhante para

0 escoamento de bolhas de Taylor causa uma grande queda de pressdo. Desta forma, e tendo

em conta os caudais utilizados, conseguiram desenvolver uma expressdo para a pressdo que é

proporcional ao nimero de bolhas presentes no canal.

Thulasidas et al. [80] também analisaram quantitativamente os processos de transferéncia de
calor e de massa no escoamento de bubble-train. A velocidade foi determinada através de um
sistema de velocimetria por imagem de particulas (P1V, da designagdo inglesa particle imaging
velocimetry). Dependendo da dimensdo dos capilares utilizados no escoamento, 0s autores

observaram vortices de contra rotagdo ou um escoamento de bypass dentro dos canais.

4.3 Escoamento de sangue em microcanais

Para o desenvolvimento deste trabalho é importante perceber o que ocorre durante o
escoamento sanguineo. Assim sendo, fez-se uma revisdo dos estudos ja realizados acerca deste

assunto, muitos dos quais relatam o efeito do hematdcrito.

Existe uma lei, conhecida por lei de Murray [87] que é uma férmula que relaciona o raio de um

vaso com os raios dos vasos filhos quando ocorre uma bifurcagdo. Doutel et al. [87] estudaram
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0 escoamento na artéria coronaria com base na lei de Murray, uma vez que as zonas de baixa
tensdo de corte e elevado indice de corte oscilatorio em bifurcagdes sdo propensas ao
desenvolvimento de certas patologias, como a aterosclerose. Analisaram a influéncia das
dimensGes nas zonas de baixa tensdo de corte na parede e no desenvolvimento do escoamento
e verificaram que o principal fator que leva a grandes regides de baixa tensdo de corte é o
chamado indice de expanséo, que é uma relacdo entre as areas de seccdo transversal dos ramos
das bifurcacdes e a area de seccdo transversal do ramo principal, e que 0 mesmo ndo é
suficientemente pequeno para impedir regides com valores de tensdo de corte baixos, fazendo
com que a lei de Murray ndo leve a uma minimizacdo da aterosclerose. Em relagéo aos angulos
das bifurcag6es, conseguiram concluir que 0s mesmos ndo minimizam o tamanho das regides

de baixa tensao de corte.

Tsukada et al. [88] produziram microcanais de forma a obter um modelo capilar e realizaram a
medic&o da deformabilidade dos glébulos vermelhos in vitro. Ao escolherem apropriadamente
a largura do microcanal e o caudal utilizado conseguiram observar a deformacéo dos glébulos
vermelhos de forma semelhante ao que acontece nos capilares. A exatiddo da medida de
deformabilidade foi confirmada pela comparacdo do indice de deformacdo de globulos
vermelhos saudéaveis com globulos vermelhos cuja membrana foi endurecida. Os autores
também estudaram a deformabilidade de glébulos vermelhos em sangue de pacientes com
Diabetes Mellitus e conseguiram concluir que estes glébulos vermelhos apresentam uma
deformabilidade menor, o que pode provocar uma alteracdo da viscosidade e,

consequentemente, 0 aumento da tensdo de corte nas paredes dos vasos sanguineos.

Lima et al. [89] realizaram um estudo relacionado com as velocidades de escoamento em vasos
sanguineos, mais concretamente capilares, de sec¢do quadrada. Para tal, através de um
microcanal de seccdo quadrada e utilizando um sistema de velocimetria por imagem de
particulas combinado com um microscopio invertido (micro-PIV confocal) efetuaram o
escoamento de uma suspensao de glébulos vermelhos em agua destilada. Em 2008, Lima et al.
[90] também estudaram os perfis de velocidade para o0 escoamento de 4gua pura e sangue com
17% de Hct através de um sistema micro-PIV confocal. E verificaram que a forma dos perfis
de velocidade dependia do hematocrito e concluiram que é importante considerar as
informagdes fornecidas pelas velocidades instantdneas, mesmo quando o nimero de Reynolds

é baixo.
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Lima et al. [91] utilizaram soro fisiologico e sangue como fluidos e realizaram o escoamento
com caudal constante, num microcanal retangular em PDMS. Usando um sistema micro-PIV
confocal, conseguiram obter medi¢bes sucessivas dos perfis de velocidade. Para o soro
fisioldgico, os resultados estavam em concordancia com o estudo analitico, enquanto para o
sangue com 20% de Hct verificaram pequenas variagcdes nos perfis de velocidade devido,
possivelmente, as interagdes entre glébulos vermelhos vizinhos, a alta taxa de corte nas paredes
e a certas variagdes temporarias no hematdcrito. Os autores também concluiram que o sistema
de micro-PIV confocal, em conjunto com os microcanais em PDMS, sdo efetivamente um bom

meétodo para o estudo dos perfis de velocidade.

Lima et al. [92] estudaram o escoamento em microcanais circulares em PDMS, utilizando
varios fluidos contendo Dextrano 40 e diferentes hematocritos. Os resultados obtidos

mostraram que a dispersdo lateral de glébulos vermelhos aumenta com o hematdcrito.

Em 2009, Lima et al. [93] utilizaram a técnica anterior mas com o objetivo de medir a camada
livre de células e as trajetorias dos globulos vermelhos. Através dos resultados obtidos
conseguiram concluir que a trajetoria dos globulos vermelhos depende da percentagem de Hct,
sendo que o deslocamento e a dispersdo radial dos glébulos vermelhos aumentam com o
hematocrito. Também conseguiram concluir que existe um elevado potencial dos estudos
computacionais para a analise da reologia do sangue em pequenos microcanais, onde o cariz

ndo-newtoniano do sangue é significativo.

Mais recentemente, Lima et al. [94] estudaram o comportamento do escoamento de um fluido
contendo Dextrano 40 e nanoparticulas magnéticas com 25 nm através de um microcanal em
vidro. O campo magnético é aplicado externamente por um iman permanente e atraves de um
sistema micro-PTV, os autores conseguiram medir o comportamento do escoamento de
nanoparticulas magnéticas com diferentes caudais e diferentes campos magnéticos.
Conseguiram concluir que a trajetéria das nanoparticulas depende da forca magnética e

hidrodinamica.

Tanaka et al. [95] estudaram a migracdo de células durante o0 escoamento de sangue com
elevada percentagem de Hct (o mais elevado foi 40% de Hct) num microcanal, sendo que as
celulas em estudo séo celulas cancerigenas. Os autores mediram a probabilidade de haver
migracdo celular, examinaram as interagdes célula-célula, a deformabilidade das células e as
variagfes do tamanho das mesmas. Conseguiram concluir que as células cancerigenas
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conseguem migrar para uma certa posi¢do para nivel de Hct até 10% e que os resultados obtidos
sdo importantes para o desenvolvimento de sistemas microfluidicos que consigam separar as

células cancerigenas do sangue.

Também existem estudos utilizando varias geometrias nos microcanais, a fim de descobrir a
influéncia das mesmas durante o escoamento. Alguns desses estudos estdo presentes na Tabela
2.
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Tabela 2 — Alguns estudos da influéncia da geometria no escoamento sanguineo.

Autores Geometria Dimensdes Caudal Hct Metodologia Conclus6es
Largura: 100 pum; O aumento da secgdo transversal da contragéo,
Faivre et Microcanal Largura da contracdo: 15-30 _ 0.1%-2.6% _ juntamente com a deformabilidade das gélulas
al. [96] com pm; 0.17-16.7 pL/min. e 16% Experimental. p(oduzem um grande aumento da camada livre de
' contragéo. Comprimento da contracéo: ' células depois da contracéo.
50-300 pm.
Microcanal IEZ£§325160£59 Ptl)lﬁ"urcagéo Concluiram que quando os glébulos vgrmelhgs
com uma  divergente: 86/88 pm: fl_uem num mlqocanal com uma bifurcacéo
bifurcagéo Larguras da bifurcacio _ _ dlvergente, seguida de uma co_nvergeNnte, a
Leble et divergente convergente: 84/83 um: 0.18 € 0.20 uL/min. 14% Experl_mental e velguda_de dos mesmos nas duas bifurcagées séo
al. [97] sequida ‘ de Comprimenfo entre’ as ' numérico. aSS|métr_|cas. O_s gl(_ﬁbulos vermelhos te_'ém
uma bifurcacdes: 3666 um: tendé_nua a flglr mais qutamente na reglél_o
convergente. Angulos  das bifur’cagﬁes: antgrlor a blfurcagaq R dlverggntg € mais
60°. rapidamente logo a seguir a confluéncia.
Largura: 150 pm; Experimental
Microcanal (através de um Concluiram que as trajetérias dos glébulos
Cidre et com uma Larguras da bifurcacdo: 75 0.18 uL/min 14% sistema  micro- vermelhos podem-se alterar devido a aglomeragao
al. [98] bifurcagéo pm; SOH ' ' PIVIPTV) o dos mesmos junto ao ponto de divergéncia da
simétrica. A numérico bifurcacéo.
Angulo das bifurcagfes: 60°. '
Os resultados obtidos demostraram que o
hematécrito e a geometria do microcanal
influenciam a espessura da camada livre de células
Novais et Microcanais As dimensdes encontram-se _ 5 10 _ (CLC). A CLC aument~a duranteNO escoamento
al. [99] apre;entados na Figura 18. 2,5¢ 10 pL/min. 1506, Experimental. numa zona _de contragao/expgns_ao,_senc_io este
' na Figura 18. aumento maior para o hematdcrito inferior. No

entanto, os diferentes caudais utilizados néo
demonstraram influenciar na espessura da camada
de plasma.
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Figura 18 - Geometrias utilizadas num microcanal com contragdo e num microcanal com bifurcagdes [99].
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5 Materiais e métodos

No presente estudo pretende-se analisar e estudar embolias gasosas em microcanais com
bifurcacdes e confluéncias. Assim neste capitulo descrevem-se todos os métodos e materiais
utilizados para a realizacdo deste estudo. Inicialmente descrevem-se os métodos de fabricacdo
dos microcanais, os fluidos utilizados e por ultimo todo o circuito utilizado para a visualizagdo

do escoamento através de um microscopio.

5.1 Fabricacdo dos microcanais

Os microcanais foram obtidos por litografia suave a partir de moldes produzidos por dois
métodos, por xurografia e por fotolitografia. A xurografia [67, 100] é uma técnica de baixo
custos, como ja foi referido, e esta disponivel no laboratério do CEFT na FEUP. Os moldes

obtidos por fotolitografia sdo de SU-8 ja existentes no grupo de investigacao.

5.1.1 Moldes obtidos por xurografia

Com este método foram fabricados moldes de microcanais com duas geometrias diferentes, um
com bifurcacdo e confluéncia simétricas e outro com bifurcacdo e confluéncia assimétricas.
Para a planificacdo das geometrias em 2D utilizou-se o software AutoCAD [101], que é um
programa de desenho assistido por computador que é comercializado pela Autodesk desde 1982
e que permite a construcdo de projetos e desenhos técnicos em 2 dimensdes e modelos

tridimensionais. Na Figura 19 est&o representadas os modelos bidimensionais obtidos.
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Figura 19 - Modelos bidimensionais obtidos atraves do AutoCAD.

Na tabela seguinte encontram-se as dimensdes utilizadas em ambos os microcanais, sendo que

as letras correspondem as letras utilizadas para identificar as dimens@es na Figura 19.

Tabela 3 — Dimensdes utilizadas nos microcanais projetados no AutoCAD.

Dimensdes (um)
A B C D E F G H | J
Simétrico 1050 6000 600 27200 11826 12173 600 300 300 59194

Assimétrico 1050 6000 600 27200 11826 12173 600 316.6 305.8 59194

Microcanal
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Depois as geometrias foram importadas no software CoreIDRAW [102], comercializado pela
Corel Corporation que permitiu selecionar uma geometria, copié-la e transferi-la como uma
peca unica para o software GreatCut, sendo que este € um software de apoio a plotter de corte.
A plotter de corte [102] € um equipamento semelhante a uma impressora mas que contém uma
lamina, a qual corta num certo material, neste caso papel de vinil com cerca de 0.1 mm de
espessura, um determinado formato (geometria). Assim, utilizou-se a plotter de corte Expert

24, representada na Figura 20, para recortar 0 negativo dos microcanais em estudo.

Figura 20 - Plotter de corte Expert 24.

Apbs a obtencdo dos modelos em vinil foi necessario coloca-los numa caixa de petri, com o

auxilio de um papel de transporte, como demonstrado na Figura 21.

Figura 21 — Caixa de petri contendo os moldes das geometrias.
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5.1.2 Moldes obtidos por fotolitografia

Para obter microcanais atraves de litografia suave [56, 66, 103-105] é necessario fabricar os

moldes atraves de outra técnica, como por exemplo, através de fotolitografia.

Inicialmente a geometria é desenhada utilizando um software CAD e depois é impressa
obtendo-se uma mascara de poliéster, o fotolito. Este fotolito é entdo utilizado como méscara
para criar um padrdo num determinado substrato. Depois de definir os padrdes no fotolito, os
mesmos sdo transferidos para filmes fotossensiveis e depositados em substratos de silicio,
obtendo assim moldes para criar modelos em PDMS. Todo este processo esta descrito na Figura
22.

Ficheiro CAD

A Impressio comercial

Fotomascara
|
: B. Fotolitografia

F
F

Resina fotossensivel l C. Revelacio
num substrato de Si1
._‘).'1'.__

Iiolde

Figura 22 — Obtencéo do molde através de fotolitografia (adaptado de [56]).

Os moldes em SU-8 sdo exemplos deste tipo de fabricacdo e sdo os moldes utilizados no
presente estudo e estdo representados na Figura 23. Estes moldes permitem a sua reutilizacao
durante o processamento do PDMS cerca de 50 vezes sem que haja degradacdo ou com uma

degradacdo minima.
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Figura 23 - Moldes em SU-8 utilizados no presente estudo.

Os moldes de SU-8 necessitam ser silanizados de forma a evitar que o PDMS adira aos moldes.
Para isso foi colocada uma gota de tridecafluoro-1 1 2 2-tetrahydrooctyl-1-trichlorosilane numa
caixa de petri e tapou-se a mesma com as caixas de petri contendo os moldes SU-8. A
silanizacdo € feita através do vapor em contacto com o SU-8. Esta operacdo decorreu durante
uma hora numa hotte (Figura 24).

Figura 24 - Silanizacao dos microcanais.
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5.1.3 Microcanais obtidos por litografia suave

Os moldes produzidos quer por xurografia quer por fotolitografia foram utilizados para produzir

0s canais em PDMS por litografia suave.

O PDMS [100, 102, 106] é um elastomero de silicone com muitas caracteristicas importantes
para estudos na area da biomédica, incluindo o presente estudo: € biocompativel, € um material

com custos baixos, € transparente e € facil de manusear a temperatura ambiente.

Para a fabricacdo dos modelos em PDMS foram necessarios 0s seguintes equipamentos e
materiais: balanca analitica, misturador, bomba de vacuo, spin coater, estufa, base (silicone
elastomérico), agente de cura, modelos bidimensionais, x-ato, pinca, tips, alcool etilico, copos

descartaveis, laminas.

Inicialmente foi necessario preparar duas misturas de base (PDMS) e de agente de cura, com 0
auxilio da balanca analitica, que esta na Figura 25 (A). Uma das misturas huma proporcao de
5:1 para colocar nas placas de petri que contém os moldes e outra numa proporcao de 20:1 para
colocar nas laminas utilizadas para selar os microcanais. Ambas as misturas foram colocadas
num misturador, que esta na Figura 25 (B), durante 5 minutos, o que levou a formacéo de bolhas

de ar.

Copo contendo a
mistura de PDMS
com agente de

cura.

(A) (B)

Figura 25 — A) Balanca analitica; B) Misturador.
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Para remover as bolhas de ar, o PDMS com agente de cura numa proporgdo de 5:1 foi
adicionado as placas de petri com os moldes e a outra mistura (propor¢do 20:1) foi mantida nos
copos descartaveis. As placas de petri e os copos descartaveis contendo PDMS foram colocados

no interior de uma camara de vacuo, representada na Figura 26, até as bolhas desaparecerem.

Figura 26 - Bomba de vacuo utilizada para remover as bolhas.

Apos a remogéo das bolhas, as caixas de petri foram colocadas na estufa, a 80 °C, durante 20
minutos, de forma a fazer uma cura parcial do PDMS. A mistura de PDMS e de agente de cura
numa proporc¢do de 20:1 foi utilizada para preparar as laminas com o auxilio do spin-coater,

que esta na Figura 27 (A).
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Figura 27 — A) Spin-coater; B) Laminas que foram colocadas no Spin-coater.

As laminas foram limpas e posteriormente colocadas no spin-coater, como se pode ver na
Figura 27 (B). Foi depositada uma gota da mistura na [dmina. Ligou-se o vacuo ao spin-coater,
de maneira a fixar as laminas ao mesmo e ligou-se 0 equipamento a 5000 rpm durante 50
segundos, de forma a espalhar uniformemente 0 PDMS sobre a ldamina e obter uma camada
muito fina de PMDS sobre a mesma. Depois de preparadas, as ldaminas foram colocadas na
estufa a 80 °C durante 10 minutos.

Depois de finalizada a cura parcial, o PDMS solidificado foi cortado e retirado das caixas.
Foram feitos furos de entrada e saida nos modelos, com o auxilio de tips e de uma pinga, como

se pode ver na Figura 28.

Figura 28 - Realizacéo dos furos de entrada e de saida nos microcanais.
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Por fim colocaram-se 0s microcanais sobre as laminas, de forma a ficarem completamente
selados e colocaram-se novamente na estufa a 80 °C durante 24 horas, obtendo-se 0s modelos

representados na Figura 29.

Figura 29 - Microcanais fabricados.

5.2 Fluidos utilizados

Os fluidos utilizados nas experiéncias foram fluidos Newtonianos e sangue ovino. Os fluidos

Newtonianos preparados estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 4 - Fluidos Newtonianos preparados.

Composicéo

1 Solucéo aquosa de Dextrano 40 (10%) + 2% Dodecil sulfato de sédio (SDS, da

designacdo inglesa sodium dodecyl sulfate)

2 Solucéo aquosa de Dextrano 40 (10%) + 2% SDS + particulas fluorescentes

Optou-se por utilizar solu¢bes com Dextrano 40, uma vez que o Dextrano 40 é o fluido base
utilizado nas amostras de sangue descritos a seguir. O SDS utilizado nas solugdes tem como

funcdo evitar a aglomeracéo de particulas.
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Quanto ao sangue ovino, este foi recolhido e colocado num tubo de ensaio com anticoagulante.
Posteriormente prepararam-se duas solugdes, uma com hematocrito de 5% e a outra com 10%.
Para isso realizaram-se duas lavagens do sangue com soro fisiologico, separando-se as células
do plasma através de centrifugacdo. Apos as lavagens foram colocados 25 ulL e 75 uL de
hematocrito em dois tubos de ensaio e adicionou-se Dextrano 40 até se completar 5 mL de

amostra. A Figura 30 mostra as varias etapas necessarias para a obtencao destas solugdes.

Separado de

Fritrbcites

nuvem hranes

Erierecins

Figura 30 - Etapas necessrias para a obtengdo das amostras com 5 e 10% de Hct.

5.3 Visualizagédo dos escoamentos nos microcanais fabricados

Para visualizar os escoamentos foram utilizados os seguintes equipamentos e materiais: um
microscopio invertido Leica DMI 5000 M, uma cdmara digital Leica DFC350 FX, uma camara
de alta velocidade FastcamMINI (Figura 32), uma bomba de seringa Nemesys, uma bomba de
presséo Elveflow PG1113, os microcanais fabricados, o fluido, uma seringa e tubos de ligagéo.

Estes equipamentos estdo representados na Figura 31.
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Figura 31 - Montagem utilizada para visualizar os escoamentos: A) bomba de pressdo Elveflow PG1113; B)
bomba de seringa Nemesys; C) seringa; D) microscopio invertido Leica DMI 5000 M; E) camara digital Leica
DFC350 FX.

Figura 32 - Camara de alta velocidade FastcamMINI.

A bomba de seringa foi controlada através do software neMESYS Uselnterface e a aquisicdo
das imagens foi obtida através do softwares Leica Application Suite (quando utilizada a camara
digital) e 0o PHOTRON Fastcam viewer (quando utilizada a camara de alta velocidade).

A bomba de seringa foi conectada ao software de apoio a mesma, de forma a ser possivel variar

os caudais. Encheu-se a seringa com o fluido e colocou-se a mesma na bomba. Posteriormente
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ligou-se a seringa a entrada de fluido do microcanal através de um tubo de ligagdo. Da mesma
forma, ligou-se a bomba de pressdo & entrada de ar do microcanal. Estas ligacGes estdo

demonstradas nas figuras 33 e 34.

Figura 34 - Microcanal e respetivas ligaces dos tubos de ligagdo a bomba de seringa e a bomba de pressao.

Conectou-se a camara ao software da cAmara, de maneira a ser possivel observar e controlar o
escoamento e a aquisicdo de imagens e de seguida introduziu-se o primeiro caudal e a primeira

pressdo a ser estudados, iniciando assim o escoamento com bolhas de ar. Ao longo do
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escoamento foram-se adquirindo imagens e videos que foram posteriormente tratados e

analisados.

5.4 Software utilizado na analise de resultados

Para tratar e analisar os resultados obtidos com o escoamento foram utilizados dois programas
de computador: o ImageJ e o Excel. O ImageJ [107, 108] é um programa que permite realizar
0 processamento de imagens e que contém varias ferramentas que permitem a execucéo de uma

grande variedade de tarefas.

Das ferramentas do ImageJ, uma das utilizadas foi o Manual Tracking, que permite realizar o
seguimento do percurso de um determinado componente, neste caso, das bolhas, obtendo-se as
coordenadas X e y dos pontos marcados ao longo do percurso (como se ilustra na Figura 40).
Com a coordenada x é possivel, posteriormente, calcular as velocidades das bolhas. Outras das
ferramentas é o Plot z-axis profile, que depois de selecionar uma determinada area do video,
permite obter um grafico com as vérias tonalidades, numa determinada regido ao longo do

tempo. Esta ferramenta é Gtil para saber quando ha passagem ou ndo de uma bolha.
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6 Apresentacdo e discussao dos resultados

As experiéncias realizadas sdo todas com escoamento de fluidos com microbolhas, sendo
sistemas de gas-liquido, em que o gés é injetado através de uma bomba de pressdo constante,
que permite condi¢Bes constantes e replicaveis ao longo das experiéncias. Foram efetuados
escoamentos utilizando varios caudais e pressdes, em microcanais com diferentes geometrias,
de forma a estudar varias caracteristicas do escoamento, tais como a velocidade das bolhas e 0
entupimento dos microcanais. Para isso foram captadas imagens dos escoamentos ao longo do
ramo principal e na zona imediatamente antes das bifurcagfes e analisaram-se as mesmas no

software ImageJ.

Os microcanais utilizados foram obtidos por litografia suave. Assim, na Seccdo 6.1 sdo
apresentados os resultados conseguidos com o0s microcanais cujo molde foi obtido por
xurografia (Figura 29). Estes microcanais tém uma bifurcacdo seguida de uma confluéncia e a

largura do canal principal ¢ de 600 um.

Na Seccdo 6.2 ¢é feita a andlise dos dados obtidos com as experiéncias realizadas nos
microcanais com bifurcacdes sucessivas, em que o molde foi obtido por fotolitografia (Figura
35). Este microcanal apresenta dimensdes inferiores as dimensdes dos microcanais obtidos a

partir de moldes produzidos por xurografia e a largura do canal principal é de 100 um.

A
}, o/ N \2\1 :

Figura 35 - Microcanal fabricado através de um molde obtido por fotolitografia. O ramo principal tem 100 um de
largura.
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6.1 Microcanal com uma bifurcacéo seguida de confluéncia

No caso dos microcanais com uma bifurcacdo seguida de confluéncia, foram analisadas as
caracteristicas geométricas do canal e as seguintes caracteristicas do escoamento: a formacéo
das bolhas, a velocidade das bolhas e a sua frequéncia, o tempo entre bolhas e o desvio padrao
do tempo entre as bolhas.

6.1.1 Dimensdes reais dos microcanais

Ao longo das experiéncias foi-se verificando que as dimensdes dos microcanais obtidos por
xurografia eram significativamente diferentes das dimensdes utilizadas nas planificagdes
bidimensionais no AutoCAD. Assim foi necessario medir os microcanais e comparar com as

dimensGes de projeto. A Figura 36 mostra as dimensdes estudadas.

Figura 36 — Larguras dos ramos estudadas na comparacdo das dimensdes de projeto e das dimensdes reais.

Na Tabela 5 estdo as dimensdes de projeto e reais da largura do canal principal (realizaram-se
quatro medicdes para o canal principal) e da largura dos ramos da bifurcacdo (L2 e L3) e da

confluéncia (L4 e L5), para varios microcanais.

Comparando as dimensbes de projeto com as dimensOes reais, estas apresentam alguma

discrepancia, podendo ser explicada pela precisdo da plotter de corte, tal como aconteceu no
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estudo efetuado por Pinto et al. [60]. Este equipamento contém uma lamina que tem uma

determinada espessura o que provoca erros com algumas dezenas de micrometros.

Este erro poderia ser minimizado aumentando a precisao da plotter de corte, utilizando outro

tipo de papel de vinil, usando ldminas novas e utilizando outro método de fabrico mais eficaz.

Tabela 5 - Comparacdo entre as dimensdes de projeto e as dimensdes reais.

Microcanal Canal principal (pnm) — L1 Ramos (pm)
. . L. . . Dimensao Dimensao
Dimensao tedrica  Dimenséo real L.

teorica Real

596 L2 300 287

607 L3 300 278

A 600 604 L4 300 272
595 L5 300 309

602 L2 300 344

604 L3 300 316

B 600 607 L4 200 196
593 L5 200 206

593 L2 300 303

600 L3 300 289

C 600 607 L4 300 289
609 L5 300 311

615 L2 300 344

598 L3 300 337

D 600 606 L4 300 337
617 L5 300 300

628 L2 300 353

622 L3 300 346

E 600 622 L4 200 209
628 L5 200 239

665 L2 300 390

674 L3 300 342

F 600 659 L4 200 231
659 L5 200 232
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6.1.1 Fluidos Newtonianos

Como referido anteriormente foram testados alguns fluidos Newtonianos, tendo-se optado por
apresentar os resultados obtidos utilizando amostras aquosas de Dextrano 40, uma vez que 0

Dextrano 40 também ¢é utilizado nas amostras de sangue com Hct de 5 e 10%.

6.1.1.1 Formacéo das bolhas

As bolhas sdo formadas na zona de mistura, ou seja, no cruzamento dos ramos onde o liquido

e 0 ar sdo injetados, como se pode observar na Figura 37.

Figura 37 - Formag&o de uma bolha de ar durante o escoamento de uma solucdo aquosa de Dextrano 40 com
SDS.

As bolhas formadas apresentaram dois formatos diferentes. Algumas eram biconvexas, como
se pode verificar na Figura 38 e outras tinham um formato concavo-convexo (Figura 39). O
formato diferente deve-se a utilizacdo do surfactante SDS.
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Figura 38 - Bolha biconvexa formada durante o escoamento de uma solugéo aquosa de Dextrano 40 com SDS.

Figura 39 - Bolha com um formato céncavo-convexo formada durante o escoamento de uma solucdo aquosa de
Dextrano 40 sem SDS.

6.1.1.2 Velocidade das bolhas

Um dos objetivos ¢ estudar a velocidade das bolhas. Para isso realizou-se uma comparagéo da
velocidade experimental com a velocidade tedrica. A velocidade experimental foi obtida
através da andlise dos videos obtidos pela cAmara de alta velocidade. No ImageJ foi possivel
fazer o seguimento das bolhas através da ferramenta Manual Tracking, e através da coordenada
X e do tempo conseguiu-se obter a velocidade experimental. A Figura 40 mostra como se

realizou o seguimento das bolhas.
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Figura 40 - Seguimento das bolhas no ImageJ.

A velocidade tedrica do fluido, v, € obtida através da seguinte equacao:

vy = — mm/s

em que Q (mm3/s) é o caudal de liquido e A (mm?) a area da secc¢do recta do microcanal. A area

é calculada a partir da profundidade e da largura do microcanal.

A Tabela 6 contém as velocidades tedricas e a velocidade média experimental (Vexp) para todos
os caudais e pressdes utilizados, sendo que a area para os microcanais em estudo é 0.06 mm?.

Tabela 6 — Velocidade das bolhas, para 0 microcanal com uma bifurcago, utilizando uma solugdo aquosa de

Dextrano 40 com SDS.
Caudal (uL/min) Pressdo (mbar) vt (mm/s) Média da Vexp (mm/s)
2 26 0.56 0.80
5 28 1.39 1.44
10 41 2.78 3.53
20 50 5.56 6.78
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Como se pode ver na tabela anterior, a média das velocidades experimentais é sempre superior
a velocidade tedrica. Tal j& era esperado uma vez que a velocidade das bolhas resulta da
velocidade superficial do liquido mais a velocidade superficial do géas. Isto explica o facto de
nalguns casos a superioridade da velocidade média em relacdo a velocidade tedrica seja mais
acentuada, j& que quando é utilizada uma pressdo maior que a necessaria para injetar as bolhas
no escoamento, ocorre um maior aumento da velocidade das mesmas. O formato das bolhas
também influencia a velocidade. A velocidade das bolhas biconvexas é maior, uma vez que ndo

encostam totalmente as paredes do microcanal.

As proximas figuras mostram os resultados obtidos para as velocidades das bolhas, durante o
escoamento da solucdo aquosa de Dextrano 40 com SDS, ao longo do microcanal com uma
bifurcacdo, utilizando varios caudais e pressdes. Estes graficos comparam a velocidade de uma

bolha ao longo do microcanal com a velocidade tedrica.

Para o caudal de 2 uL/min e uma pressdo de 26 mbar obteve-se a Figura 41, onde se compara a
velocidade ao longo do microcanal com a velocidade tedrica. A Figura 42 mostra os resultados
obtidos para a velocidade de uma bolha, utilizando um caudal de 5 uL/min e uma presséo de
28 mbar.

A Figura 43 apresenta as velocidades da bolha para o caudal de 10 uL/min e uma presséo de 41
mbar e as velocidades da bolha para um caudal de 20 uL/min e uma pressao de 50 mbar também

foram analisadas e estdo apresentadas no grafico da Figura 44.
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Figura 41 — Velocidade obtida para um caudal de 2 pL/min e uma pressdo de 26 mbar, utilizando um microcanal
com uma bifurcagdo e uma solucdo aquosa de Dextrano 40 com SDS.
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Figura 42 - Velocidade obtida para um caudal de 5 pL./min e uma pressdo de 28 mbar, utilizando um microcanal
com uma bifurcagdo e uma solugdo aquosa de Dextrano 40 com SDS.
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Figura 43 - Velocidade obtida para um caudal de 10 pL/min e uma presséo de 41 mbar, utilizando um
microcanal com uma bifurcacdo e uma solugdo aquosa de Dextrano 40 com SDS.
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Figura 44 - Velocidade obtida para um caudal de 20 uL/min e uma pressdo de 50 mbar, utilizando um
microcanal com uma bifurcacdo e uma solugdo aquosa de Dextrano 40 com SDS.
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Como se pode verificar no grafico da Figura 41, a velocidade tem um pico inicial provocado
pelo momento em que a bolha é injetada, o que faz com que a velocidade seja alta. Este efeito
nota-se mais quando utilizados caudais baixos, como é o caso. A velocidade desce até

estabilizar e como se pode verificar a velocidade média é pouco superior a velocidade teorica.

Para o caudal de 5 uL/min (Figura 42), a velocidade oscila ao longo do canal devido a oscilagdes
da pressdo utilizada para injetar as bolhas. Como se pode verificar, a velocidade média é
semelhante a velocidade tedrica, mas ainda assim superior. Como esperado a velocidade média

aumenta em relacdo ao caudal anterior.

Através da Figura 43 pode observar-se que a velocidade oscila ao longo do escoamento,
diminuindo no final. A velocidade média € novamente um pouco superior a teérica, 0 que vai

de encontro aos resultados anteriores.

Para o caudal mais alto (Figura 44), a velocidade média é superior a velocidade tedrica, sendo
neste caso um aumento mais acentuado do que nos caudais anteriores. Tal pode ser explicado
devido a pressdo utilizada, que por ser alta, leva a que a velocidade das bolhas aumente, uma
vez que a sua velocidade resulta da soma das velocidades superficiais do gas e do liquido, como

ja foi referido anteriormente.

6.1.1.3 Frequéncia das bolhas

A frequéncia das bolhas foi obtida através da contagem do numero de bolhas durante 5 minutos,
no canal principal e nos dois ramos da bifurcacdo, utilizando uma solugdo aquosa de Dextrano
40 com SDS:

namero de bolhas

Frequécia =
tempo (s)

Foram analisados trés videos para cada caudal, obtendo-se a seguinte tabela que contém o

namero de bolhas e correspondente frequéncia.
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Tabela 7 - Frequéncia das bolhas no canal principal e nos dois ramos da bifurcacéo, utilizando um uma solucéo
aquosa de Dextrano 40 com SDS.

Caudal (uL/min) Pressao (mbar) Numero de bolhas Frequéncia
33 24 0.08
2 33 25 0.08
33 25 0.08
34 34 0.11
5 34 35 0.12
34 32 0.11
30 53 0.18
10 30 43 0.14
32 45 0.15
39 82 0.27
20 39 82 0.27
39 72 0.24

Como se pode ver na Tabela 7, com o0 aumento do caudal a frequéncia das bolhas é maior. Estes
resultados eram os esperados, pois como ja foi provado anteriormente, 0 aumento do caudal e
da pressdo leva ao aumento da velocidade das bolhas. Assim sendo, como se calculou a
frequéncia das bolhas para diferentes caudais, para 0 mesmo periodo de tempo, 0 aumento do
caudal e da pressdo leva a formacdo de bolhas de menores dimenses, as quais apresentam

velocidades maiores, passando em maior nimero durante os 5 minutos.
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6.1.1.4 Tempo entre as bolhas

Para saber o tempo que decorre entre duas bolhas utilizou-se a ferramenta do ImageJ, Plot z-
axis profile, que permite selecionar uma determinada area do video e obter um grafico com as
varias tonalidades dessa area ao longo do tempo. Desta forma, os graficos obtidos apresentam
varios picos, como se pode ver na Figura 45, que indicam pelo valor da tonalidade que ha a

passagem de uma bolha.

T Movie-1.avi-0-0 = B
| 374.53x50.67 pixels (530x265) &-bit,132C |
— : T T T : T : T T T : T : T
?U_T'\r n [\\ j My {’ \ u1 E
]
=
o 50 ]
=
40H —_
o
100 200 300
Slice
List | Save..| More= | Live |

Figura 45 — Grafico obtido no ImageJ para saber quando hé passagem ou ndo de uma bolha.

Os videos utilizados neste estudo foram obtidos durante o escoamento de uma solucéo aquosa
de Dextrano 40 com SDS e particulas fluorescentes nos microcanais com uma bifurcacdo, de

forma a facilitar a visualiza¢do da passagem das bolhas, como se pode ver Figura 46.
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Figura 46 - Passagem das bolhas durante o escoamento de uma solucdo aquosa de Dextrano 40 com SDS e
particulas fluorescentes nos microcanais com uma bifurcacéo.

Foi analisado um video com um total de 24 bolhas, utilizando um caudal de 2 uL/min e uma
pressdo de 33 mbar, para encontrar o tempo, em segundos, entre as bolhas e obteve-se o
resultado representado na Figura 47. Para o caudal de 5 uL/min e uma pressdo de 34 mbar, foi

analisado um video com um total de 35 bolhas (Figura 48).

Para o caudal de 10 uL/min e uma pressdo de 30 mbar, foi analisado um video com um total de

53 bolhas e o tempo entre as bolhas pode ser verificado no grafico da Figura 49.

A Figura 50 apresenta o tempo entre as bolhas para o caudal de 20 ul./min ¢ uma pressdo de 39

mbar, onde foi analisado um video com um total de 82 bolhas.

Analisando as Figuras 47 a 50 conclui-se que, o tempo entre bolhas diminui com o0 aumento do
caudal, o que é normal, uma vez que o numero de bolhas € maior. Tal acontece devido ao
aumento do caudal e da pressdo que provoca a formacéao de bolhas mais pequenas e 0 aumento
da velocidade das mesmas. No geral, o tempo maximo entre duas bolhas diminui com o

aumento do caudal.
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Figura 47 - Tempo que decorre entre as bolhas para o caudal de 2 pL/min, utilizando uma solugéo aquosa de
Dextrano 40 com SDS e particulas fluorescentes e microcanais com uma bifurcagéo.
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Figura 48 - Tempo que decorre entre as bolhas para o caudal de 5 pL/min, utilizando uma solugéo aquosa de
Dextrano 40 com SDS e particulas fluorescentes e microcanais com uma bifurcagéo.
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Figura 49 - Tempo que decorre entre as bolhas para o caudal de 10 pL/min, utilizando uma solucéo aquosa de
Dextrano 40 com SDS e particulas fluorescentes e microcanais com uma bifurcaggo.
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Figura 50 - Tempo que decorre entre as bolhas para o caudal de 20 uL/min, utilizando uma solucéo aquosa de
Dextrano 40 com SDS e particulas fluorescentes e microcanais com uma bifurcagéo.
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6.1.1.5 Desvio padrédo

Foi calculado o desvio padrdo do tempo entre bolhas para todos os caudais, para o canal
principal e para os dois ramos da bifurcacdo do microcanal. O desvio padrao pode ser calculado

através da seguinte equacao:

.2
Desvio padrio (o) = \/@

sendo t o tempo total (5 minutos), t; o tempo em que cada bolha passa e N o nimero total de

bolhas. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Desvio padréo do tempo entre as bolhas durante o escoamento de uma solugéo aquosa de Dextrano 40
com SDS nos microcanais com uma bifurcacéo.

Desvio padrao (o)

Caudal (uL/min) Pressdo (mbar) Canal Principal Ramo A Ramo B
2 24 6.50 10.6 8.62
5 34 4.55 5.24 3.83
10 53 1.68 1.68 1.59
20 59 1.34 33.6 1.32

O canal principal e o ramo B apresentam desvios padrdo semelhantes, uma vez que o tempo
entre as bolhas também é semelhante. Para o caudal de 20 uL/min, 0 ramo A apresenta um

desvio padréo elevado. Tal aconteceu porque 0 ramo entupiu durante quase todo o escoamento.
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6.1.2 Experiéncias com sangue in vitro

Como ja foi referido, realizaram-se experiéncias com amostras de sangue com 5 e 10% de Hct.

6.1.2.1 Velocidade das bolhas

Para a velocidade das bolhas s&o apresentados os resultados obtidos com as amostras de sangue
com 10% de Hct. As velocidades tedricas sdo as mesmas que se obtiveram para o escoamento

de fluidos Newtonianos, uma vez que se utilizaram microcanais com as mesmas dimensdes.
As velocidades experimentais foram obtidas através da ferramenta Manual Trackin, do ImageJ.

Foram analisados trés videos para o caudal de 2 pL/min e para o caudal de 10 uL/min. A Tabela
9 contém as velocidades tedricas (vi) e a velocidade média experimental (Vexp) para todos os

caudais e pressoes utilizados.

Tabela 9 - Velocidade das bolhas, utilizando o microcanal com uma bifurcacéo e a amostra de sangue com 10%

de Hct.
Caudal (uL/min) Pressdo (mbar) vt (mm/s) Meédia Vexp (mm/s)
2 36 0.56 1.72
2 32 0.56 1.97
2 34 0.56 1.19
10 48 2.78 1.64
10 54 2.78 2.73
10 59 2.78 2.62

Analisando a Tabela 9, as pressdes utilizadas foram maiores que as utilizadas no escoamento
da solucdo aquosa de Dextrano 40, como se pode ver na Tabela 6, provavelmente porque

utilizando as amostras do sangue, a viscosidade do fluido é maior e a pressdo utilizada para
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injetar as bolhas tem que ser maior. Devido ao aumento da viscosidade do fluido a velocidade
do mesmo diminui, o que explica as velocidades das bolhas serem menores durante o
escoamento das amostras de sangue com 10% de Hct quando comparadas com as velocidades

obtidas com a solucdo aquosa de Dextrano 40 (Tabela 6).

As Figuras 51, 52 e 53 correspondem aos graficos obtidos para a velocidade das bolhas para
um caudal de 2 puL/min. Analisando essas figuras e a Tabela 9, é possivel verificar que a
velocidade ao longo do canal ndo tem grandes oscilagdes, sendo que é, no geral, muito proxima
da velocidade média. A velocidade ao longo do canal é superior a velocidade tedrica, tal como
o0 esperado, uma vez que a velocidade da bolha corresponde ao somatério da velocidade do
fluido e do gas. No entanto, existe uma grande diferenca entre a velocidade tedrica e a
velocidade do gas, uma vez que é complicado estabilizar a pressdo (utilizando-se pressdes mais
elevadas) quando utilizado este fluido nos microcanais obtidos por xurografia, a um caudal tdo

baixo.
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Figura 51 - Velocidade obtida para um caudal de 2 pL/min e uma pressdo de 36 mbar, utilizando um microcanal
com uma bifurcacdo e uma amostra de sangue com 10% de Hct.
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Figura 52 - Velocidade obtida para um caudal de 2 pL/min e uma presséo de 32 mbar, utilizando um microcanal
com uma bifurcacdo e uma amostra de sangue com 10% de Hct.
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Figura 53 - Velocidade obtida para um caudal de 2 pL./min e uma presséo de 34 mbar, utilizando um microcanal
com uma bifurcacdo e uma amostra de sangue com 10% de Hct.
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As Figuras 54, 55 e 56 apresentam os resultados obtidos para as velocidades das bolhas para
um caudal de 10 pL/min e diferentes pressdes durante o escoamento no microcanal com uma
bifurcacdo e utilizando uma amostra de sangue com 10% de Hct. Nas figuras é possivel verificar
que as velocidades ao longo do microcanal ndo tém grandes oscilagdes, sendo muito proximas
da velocidade média, mas o ultimo gréfico tem um pico nas velocidades causado pelo

desentupimento de um dos ramos da bifurcagao.

Na Figura 54 a velocidade média é inferior a velocidade tedrica. Mas nos restantes graficos a
velocidade ao longo do microcanal é semelhante & velocidade tedrica, mas sempre superior,
uma vez que a velocidade das bolhas corresponde ao somatorio da velocidade do fluido e do

gas, como ja foi referido.
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Figura 54 - Velocidade obtida para um caudal de 10 uL/min e uma pressdo de 48 mbar, utilizando um
microcanal com uma bifurca¢do e uma amostra de sangue com 10% de Hct.

4
I~ B Velocidade ao
= ]
R L L e can
=~ e \Velocidade média
0 2 -
<
S
'g 1 - Velocidade tedrica
2
> O T T T

0 0.5 1 1.5 Tempo (s)

Figura 55 - Velocidade obtida para um caudal de 10 pL/min e uma presséo de 54 mbar, utilizando um
microcanal com uma bifurca¢do e uma amostra de sangue com 10% de Hct.

4
- . B Velocidade ao
E 3 longo do canal
g 2 === Velocidade média
<
<
s 1 Velocidade teérica
S
E 0 T T T T

0 0.5 1 1.5  Tempo (s)

Figura 56 - Velocidade obtida para um caudal de 10 pL/min e uma presséo de 59 mbar, utilizando um
microcanal com uma bifurcacdo e uma amostra de sangue com 10% de Hct.
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6.1.2.2 Passagem das bolhas nas bifurcagdes

Foram analisados videos da passagem das bolhas nas bifurcacGes, para varios caudais e pressdes
diferentes, utilizando o microcanal com uma bifurcacdo e uma amostra de sangue in vitro com
10% de Hct.

A Figura 57 apresenta uma sequéncia de imagens da bolha a passar na bifurcagéo utilizando
um caudal de 2 pL/min e uma pressdo de 39 mbar. Ao analisar as imagens € possivel observar
uma diminuicdo da quantidade de células quando a bolha passa e uma camada de plasma no
centro do microcanal a frente da bolha. A bolha apenas passa pelo ramo esquerdo da bifurcacao,

sendo que no ramo direito, que esté entupido, € possivel observar as células em recirculacéo.

A passagem das bolhas na bifurcagdo também foi analisada para o caudal de 5 pL/min e para a
pressao de 28 mbar (Figura 58). Nas imagens é possivel observar a camada de plasma no centro
do microcanal a frente da bolha, tal como Bento et al. [84] descreveram no estudo que
realizaram sobre o efeito das bolhas na camada livre de células. A bolha apenas passa pelo ramo
esquerdo da bifurcacdo, sendo que no ramo direito é possivel observar uma acumulacao de

células.

A Figura 59 apresenta os resultados obtidos utilizando um caudal de 10 pL/min e uma pressao
de 56 mbar. E possivel verificar que o ramo esquerdo esta entupido com uma bolha de ar, sendo

que a bolha analisada apenas passa pelo ramo direito.

Na Figura 60 é possivel observar a passagem de uma bolha na bifurcacdo utilizando um caudal
de 20 pL/min e uma pressdo de 78 mbar. Tal como para o caudal anterior um dos ramos esta
entupido, fazendo com que a bolha apenas passe pelo ramo esquerdo.
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Sentido do

escoamento

Figura 57 — Passagem de uma bolha na bifurcagio utilizando um caudal de 2 pL/min e uma pressao de 39 mbar,
durante o escoamento de sangue com 10% de Hct num microcanal com uma bifurcagéo.
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Figura 58 - Passagem de uma bolha na bifurcaggo utilizando um caudal de 5 uL/min e uma pressdo de 28 mbar,
durante o escoamento de sangue com 10% de Hct num microcanal com uma bifurcagéo.

Sentido do

escoamento

Figura 59 - Passagem de uma bolha na bifurcacéo utilizando um caudal de 10 pL/min e uma pressdo de 56 mbar,
durante o escoamento de sangue com 10% de Hct num microcanal com uma bifurcagéo.

Sentido do
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Figura 60 - Passagem de uma bolha na bifurcagao utilizando um caudal de 20 pL/min e uma presséo de 78 mbar,
durante o escoamento de sangue com 10% de Hct num microcanal com uma bifurcacéo.
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Para os caudais 10 e 20 pL/min também foram analisadas a passagem das bolhas durante o

escoamento de uma amostra de sangue com 5% de Hct.

As Figuras 61 e 62 apresentam a passagem das bolhas na bifurcacao utilizando uma amostra de
sangue com 5% de Hct. Para o caudal de 10 pL/min e uma presséo de 41 mbar foram obtidos
0s resultados apresentados na Figura 61. A Figura 62 diz respeito aos resultados obtidos para

um caudal de 20 pL/min e uma pressao de 50 mbar.

Sentido do

gscoamento

Y

Figura 61 - Passagem de uma bolha na bifurcacdo utilizando um caudal de 10 pL/min e uma pressdo de 41 mbar,
durante o escoamento de sangue com 5% de Hct num microcanal com uma bifurcagéo.

Sentido do

escoamento

Figura 62 - Passagem de uma bolha na bifurcacdo utilizando um caudal de 20 pL/min e uma pressdo de 50 mbar,
durante o escoamento de sangue com 5% de Hct num microcanal com uma bifurcacgéo.

Nas duas figuras anteriores os dois ramos da bifurcagédo estdo desentupidos, levando a que a

bolha se divida em duas, passando uma por cada ramo.

Comparando as Figuras 59 e 61, obtidas para 0 mesmo caudal, verifica-se que com a diminuicao
de hematocrito a pressdo necessaria para injetar as bolhas também é menor. Tal acontece porque
com a diminui¢do do Hct a viscosidade diminui, sendo necessario uma pressdo mais baixa. O

mesmo também se verificou para as Figuras 60 e 62.
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6.2 Bifurcagdes sucessivas

Nesta seccdo sdo analisados os resultados obtidos com os microcanais com bifurcacdes
sucessivas, cujo molde foi obtido por fotolitografia. Foram determinadas as caracteristicas do
escoamento, variando o fluido utilizado, e utilizando caudais e pressoes diferentes. O estudo
focou-se nas seguintes caracteristicas do escoamento: formacéo das bolhas e a sua velocidade,
a quantidade de bolhas, as pressdes que provocam o entupimento dos microcanais e a influéncia

das bolhas no hematocrito.

A Figura 63 apresenta a geometria deste canal e as respetivas dimensdes da largura do

microcanal.
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Figura 63 - Geometria do microcanal com bifurcacfes sucessivas.
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6.2.1 Fluidos Newtonianos

Estes resultados sdo os obtidos com o escoamento de solucbes aquosas de Dextrano 40 com
SDS, uma vez que o Dextrano 40 é o fluido base utilizado nas amostras de sangue com 5 e 10%
de Hct.

6.2.1.1 Viséo geral dos escoamentos

Na Figura 64 (A) esta representado o escoamento para um caudal de 2 uL/min e uma presséo
de 72 mbar e o escoamento para um caudal de 5 pL/min e uma pressdo de 184 mbar esta

representado na Figura 64 (B).
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(A) (B)

Figura 64 — Visdo geral do escoamento num microcanal com bifurca¢des sucessivas, utilizando uma solugéo
aquosa de Dextrano 40 com SDS: A) caudal de 2 pL/min e pressdo de 72 mbar; B) caudal de 5 pL/min e pressdo
de 184 mbar.

Nos dois casos verifica-se que quando um dos ramos estd entupido, a bolha passa pelo outro

ramo e a uma velocidade maior.

Na Figura 65 (A) pode-se verificar o escoamento para um caudal de 10 pL/min e uma pressao
de 220 mbar e o escoamento para um caudal de 20 pL/min e uma pressdo de 350 mbar esta
representado na Figura 65 (B).
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(A) (B)

Figura 65 - Visdo geral do escoamento num microcanal com bifurcagdes sucessivas, utilizando uma solucéo
aquosa de Dextrano 40 com SDS: A) caudal de 10 pL/min e presséo de 220 mbar; B) caudal de 20 uL/min e
pressédo de 350 mbar.

Nas duas imagens da Figura 65 é possivel verificar que as bolhas passam por todos 0s ramos,
no entanto, por vezes, passam a uma velocidade superior por um dos ramos e apresentam
maiores dimensdes. Isto a acontece uma vez que as bolhas anteriores influenciam as bolhas
seguintes. Assim, quando as bolhas estéo a passar por um dos ramos da bifurcacéo, ocorre uma
queda da pressdo nesse ramo, fazendo com o caudal aumente no outro ramo e

consequentemente as bolhas passem mais rapido e com dimens@es superiores no outro ramo.
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6.2.1.2 Quantidade de bolhas

Foram analisados quatro videos e contadas as bolhas que passam em todos os ramos, para o
escoamento de uma solucao aquosa de Dextrano 40 com SDS num microcanal com bifurcacdes

sucessivas. Os ramos em estudo estdo indicados na Figura 66.

2° Bifurcacéo D

1° Bifurcacdo

3° Bifurcacdo

Figura 66 — Ramos estudados.

Na Tabela 10 sdo apresentados os resultados para a contagem de bolhas, para diferentes
caudais e pressoes.

Tabela 10 — Numero de bolhas durante o escoamento de uma solucdo aquosa de Dextrano 40 com SDS num
microcanal com bifurcagdes sucessivas.

NUmero de bolhas em cada ramo
A B C D E F G

Caudal (uL/min) Pressdo (mbar)

2 72 1 1 1 0 1 1 1
5 133 2 2 2 2 2 2 2
10 340 23 22 21 21 22 21 21
20 350 30 30 30 30 30 30 30

Tal como era esperado, com o0 aumento do caudal e da presséo, 0 numero de bolhas tambeém

aumenta. No geral, as bolhas de ar passam em igual quantidade em todos os ramos, no entanto
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nalguns ramos, como por exemplo o ramo D, para o caudal de 2 uL/min, ndo passa nenhuma

bolha uma vez que este ramo esté entupido.

6.2.1.3 Entupimento dos microcanais

Estudaram-se as pressdes maximas e minimas que podem ser utilizadas para que o escoamento

ocorra normalmente, sem entupimentos, tal como se pode verificar na Tabela 11.

Tabela 11 - Pressdes que provocam o entupimento dos microcanais no escoamento de um fluido anélogo ao

sangue.
Caudal (uL/min) Entope
2 Entope para todas as pressoes
5 Entope para todas as pressoes
10 P <150 mbar;
20 P < 350 mbar;

Como se pode verificar na Tabela 11, as pressdes utilizadas no escoamento utilizando
microcanais com bifurcagdes sucessivas (com uma largura de 100 um) s&o muito superiores as
pressOes utilizadas com 0s microcanais com uma bifurcagdo (com largura de 600 um). Isto
acontece porque a area da seccdo reta do microcanal com bifurcacdes sucessivas € menor,
levando a que a velocidade do fluido aumente, sendo necessario aumentar a pressdo para
conseguir injetar as bolhas de ar. Para os caudais de 2 e 5 ulL/min 0S microcanais entupiram
independentemente da pressdo utilizada, uma vez que para caudais tdo baixos as bolhas ndo

conseguem escoar pelos dois ramos da bifurcagéo, acabando por entupir um dos ramos.

80



6.2.1.4 Ciclos

Para o caudal de 10 uL/min, a uma presséo elevada, cerca de 360 mbar, verificou-se que as
bolhas circulavam por um dos ramos da bifurcacéo ou por ambos, alternando a sua passagem e

fazendo um ciclo, como se pode verificar na Figura 67.

Figura 67 - Passagem das bolhas por um dos ramos, ou por ambos, alternadamente, durante o escoamento de
uma solugdo aquosa de Dextrano 40 com SDS num microcanal com bifurcagdes sucessivas.

Os ciclos foram analisados e classificam-se as bolhas de acordo com o percurso que estas
seguem: atribui-se o valor 1 as bolhas que passam no ramo superior, o valor 2 as bolhas que
passam no ramo inferior e o valor 0 as bolhas que se dividem pelos dois ramos, como se pode

ver na Figura 67. Seguindo este procedimento foi obtida a Figura 68.

Ramo inferior o

Ramo superior 1

| | | |

AR T I B I A S N A N Sy W Y SN T S S N R
NI ENEN P ORI SRR RO AU I AANACHN IS

Dois ramos

NUmero do frame

Figura 68 — Ciclos obtidos para um caudal de 10 puL/min e uma presséo de 360 mbar, durante o escoamento de
uma solugdo aquosa de Dextrano 40 com SDS num microcanal com bifurcagdes sucessivas.

81



Como se pode na Figura 68, as bolhas seguem um padrdo, mas no entanto h algumas variacgdes.
Com as Figuras 67 e 68 ¢ possivel explicar melhor a influéncia que as bolhas exercem entre si
durante o escoamento. Quando as bolhas estdo a passar por um dos ramos da bifurcacéo a queda
da pressdo nesse ramo aumenta, fazendo com que o escoamento passe maioritariamente pelo
outro ramo. Como consequéncia as bolhas comegam a passar pelo outro ramo. Este fenémeno

repete-se ciclicamente.

6.2.2 Experiéncias in vitro com sangue

6.2.2.1 Viséo geral dos escoamentos

Foram analisados os escoamentos para os caudais de 10 e 20 uL/min, utilizando uma amostra
de sangue com 10% de Hct. A Figura 69 (A) apresenta uma visdo geral para o escoamento na
primeira bifurcacdo e a Figura 69 (B) apresenta uma visdo geral para o escoamento na segunda
bifurcacdo, usando um caudal de 10 pL/min e a uma presséo de 220 mbar. A terceira bifurcacéo

ndo € apresentada uma vez que é igual a segunda bifurcacéo.
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(A) (B)

Figura 69 — Escoamento de uma amostra de sangue com 10% de Hct num microcanal utilizando um caudal de 10
pL/min e uma presséo de 220 mbar: A) Primeira bifurcacéo; B) Segunda/terceira bifurcacéo.

A Figura 70 (A) apresenta uma visao geral para o escoamento na primeira bifurcacdo e a Figura
70 (B) apresenta uma visao geral para o escoamento na segunda bifurcacdo, para um caudal de

20 pL/min e a uma pressao de 320 mbar.
83



(A) (B)

Figura 70 - Escoamento de uma amostra de sangue com 10% de Hct num microcanal utilizando um caudal de 20
pL/min e uma pressdo de 320 mbar: A) Primeira bifurcacéo; B) Segunda/terceira bifurcacéo.
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Analisando as Figuras 69 e 70, para os dois caudais verifica-se que as bolhas passam por todas
0s ramos das bifurcac¢des, uma vez que nenhum dos ramos esta entupido. Mas algumas bolhas
qguando se dividem nas bifurcacGes atingem dimensGes e velocidades superiores num dos
ramos. Este fendmeno esta relacionado com a influéncia que as bolhas tém no escoamento das
bolhas que passam posteriormente. Quando uma bolha ainda esta a passar por um dos ramos, a
queda de pressdao nesse ramo aumenta e o fluido comeca a passar maioritariamente pelo outro
ramo, fazendo com que a bolha seguinte passe mais rapido pelo ramo de menor queda de

pressao.

6.2.2.2 Entupimento dos microcanais

Estudaram-se as pressdes minimas e maximas que podem ser utilizadas para que 0s ramos ndo
figuem entupidos, para os caudais de 10 e 20 puL/min, restando os resultados registados na
Tabela 12.

Tabela 12 - Pressdes que provocam o entupimento dos microcanais com bifurcagdes sucessivas, quando
utilizadas amostras de sangue com 10% de Hct.

Caudal (uL/min) Entope
10 P <220 mbar; P > 236 mbar;
20 P < 310 mbar; P > 340 mbar;

Com a utilizagdo das amostras de sangue com 10% de Hct foi complicado conseguir estabilizar
as pressoes utilizadas para injetar as bolhas de ar, uma vez que com pequenas mudancas na

presséo, as bolhas ndo escoavam ou entdo entupiam 0s microcanais.
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6.2.2.3 Efeito das bolhas na quantidade de células

Ao analisar alguns videos foi possivel observar que as bolhas exerciam um efeito na quantidade
de células durante escoamento das amostras de sangue com 10% de Hct. Este efeito pode ser
observado na Figura 71, para um escoamento com um caudal de 20 pL/min e uma pressao de
310 mbar.

) | (B)

©) (D)

Figura 71 - Efeito das bolhas na quantidade de células, durante o escoamento de uma amostra de sangue com
10% de Hct num microcanal com bifurcagdes sucessivas.

86



Ao analisar a Figura 71 é possivel verificar que inicialmente (imagem A) o fluido tem a mesma
tonalidade ao longo de todo o canal. Nas imagens B e C verifica-se que a bolha provoca uma
diminuicdo do hematdcrito no fluido a sua frente. Na imagem D consegue-se observar que a
quantidade de células antes das bolhas de ar € muito superior.

Na Figura 72, que apresenta uma sequéncia de imagens captadas durante a injecéo das bolhas,

é possivel observar o0 mesmo efeito.

Figura 72 - Efeito das bolhas na quantidade de células durante a injegdo das mesmas.

Utilizou-se a ferramenta Plot z-axis profile do ImageJ para analisar melhor o efeito das bolhas
no hematécrito. Selecionou-se uma area do video obtido durante o escoamento e obteve-se um

grafico que apresenta as tonalidades dessa area ao longo do escoamento.

A Figura 73 mostra o grafico obtido para um caudal de 20 uL/min e uma presséo de 310 mbar.
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Figura 73 — Efeito das bolhas no hematocrito utilizando um caudal de 20 pL/min e uma pressdo de 310 mbar,
durante um escoamento de uma amostra de sangue com 10% de Hct num microcanal com bifurcagGes
sucessivas.

Analisando a Figura 73, é possivel verificar que inicialmente a tonalidade é constante,
indicando que a bolha néo esta a afetar o hematocrito. Também apresenta um pico maximo que
corresponde a diminuicdo de hematdcrito, seguido de um pico minimo que corresponde a
passagem de uma bolha. Posteriormente, o valor da tonalidade vai subindo até estabilizar.
Assim sendo, é possivel concluir que o hematdcrito mantém-se constante, mas quando uma
bolha se aproxima o hematocrito diminui e depois de a bolha passar o hematocrito vai subindo

até estabilizar. Tal repete-se para todas as bolhas que passam durante um determinado tempo.

Também se analisou um video obtido durante um escoamento utilizando um caudal de 10

pL/min e uma pressdo de 220 mbar, obtendo-se a Figura 74.
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Figura 74 - Efeito das bolhas no hematécrito utilizando um caudal de 10 pL/min e uma pressdo de 220 mbar.

Como se pode observar na figura anterior, a tonalidade nao estabiliza em nenhum momento do
escoamento. Tal acontece devido ao elevado ndmero de bolhas que passam durante o
escoamento, fazendo com que mesmo depois de a bolha passar, 0 hematdcrito ja esteja a ser

afetado pela bolha seguinte.

6.2.2.4 Velocidade das bolhas

Estudou-se uma vez mais a velocidade das bolhas e como certos parametros interferem a
mesma, nomeadamente o hematdcrito utilizado no escoamento. A velocidade experimental foi

obtida uma vez mais pela ferramenta Manual Tracking do ImageJ.

A velocidade teodrica do fluido foi obtida da mesma forma, mas a area da seccao reta do

microcanal utilizado é de 0.005 mm?.

A Tabela 13 contém a velocidade teorica (vt) e a velocidade média experimental (Vexp) para 0s
caudais de 10 e 20 puL/min e para as diferentes amostras utilizadas no escoamento (amostras de

sangue com 5 e 10% de Hct) nos microcanais com bifurcacdes sucessivas.
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Tabela 13 - Velocidade das bolhas, utilizando amostra de sangue com 5 e 10% de Hct nos microcanais com
bifurcacbes sucessivas.

(Effrﬁ?r:) Z;e;i;) Hct vt (mm/s) Média da Vexp (mm/s)
220 5% 333 431
0 220 10% 33.3 40.3
340 5% 66.7 85.4
% 310 10% 66.7 75.8

A Tabela 13 mostra que as velocidades das bolhas obtidas durante o escoamento utilizando
microcanais com bifurcacdes sucessivas, € muito superior as velocidades das bolhas obtidas
nos microcanais com uma bifurcacéo (Tabelas 6 e 9). A diminuicdo da largura dos microcanais
(de 600 para 100 um) provocou um aumento da velocidade do fluido, o que leva a um aumento
da pressdo necessaria para injetar as bolhas de ar e, consequentemente, a um aumento da
velocidade das bolhas, uma vez que a mesma corresponde ao somatorio das velocidades do gas
e do liquido.

Na Tabela 13 pode ainda ver-se que a média das velocidades experimentais, para o caudal de
20 pL/min e pressdo de 340 mbar, é muito superior & velocidade teorica devido & presséo
elevada que se utilizou para a injecdo das bolhas.

Para 0 caudal de 10 pL/min e uma presséo de 220 mbar foram analisadas a velocidade das
bolhas no escoamento de amostras de sangue com 5 e 10% de Hct como se pode verificar nas

seguintes figuras. A Figura 75 apresenta os resultados obtidos para o hematdcrito de 5%.
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Figura 75 - Velocidade obtida para um caudal de 10 uL/min e uma presséo de 220 mbar, utilizando um
microcanal com bifurcacdes sucessivas e uma amostra de sangue com 5% de Hct.

Na Figura 76 pode-se verificar a velocidade da bolha para uma amostra de sangue com Hct de
10%.
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Figura 76 - Velocidade obtida para um caudal de 10 pL/min e uma pressdo de 220 mbar, utilizando um
microcanal com bifurcagfes sucessivas e uma amostra de sangue com 10% de Hct.

Ao analisar as Figuras 75 e 76 e a Tabela 13 verifica-se que 0 aumento do hematdcrito provoca

uma diminuigéo da velocidade das bolhas.

Foi analisada a velocidade das bolhas no escoamento de sangue com Hct de 5 e 10%, para um
caudal de 20 puL/min. A Figura 77 apresenta os resultados obtidos para o hematdcrito de 5% e

uma pressao de 340 mbar.
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Figura 77 - Velocidade obtida para um caudal de 20 uL/min e uma presséo de 340 mbar, utilizando um
microcanal com bifurcacfes sucessivas e uma amostra de sangue com 5% de Hct.

Na Figura 78 pode-se verificar a velocidade da bolha para uma amostra de sangue com 10%

de Hct e utilizando uma presséo de 310 mbar.
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Figura 78 - Velocidade obtida para um caudal de 20 pL/min e uma pressdo de 310 mbar, utilizando um
microcanal com bifurcagfes sucessivas e uma amostra de sangue com 10% de Hct.

Tal como para o caudal anterior, ao analisar as Figuras 77 e 78 e a Tabela 13 pode observar-se
a diminuicdo da velocidade com o aumento do hematocrito utilizado. Estas diminuicGes
acontecem uma vez gque o aumento do hematdcrito leva a um aumento da viscosidade do fluido,

dificultando a passagem das bolhas e diminuindo a velocidade das mesmas.

Analisando todos os graficos também € possivel observar que com o aumento do caudal, a

velocidade aumenta e as velocidades experimentais sdo superiores a velocidade tedrica, uma
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vez que a velocidade das bolhas corresponde a soma da velocidade do liquido e do gas. As
velocidades ao longo do microcanal sdo constantes, sem oscilagcdes, pois com os caudais

utilizados é possivel um escoamento mais estavel.

6.3 Transposicdo dos resultados para o que acontece no corpo humano

Os parametros utilizados durante as experiéncias foram semelhantes as caracteristicas da
microcirculacdo sanguinea. A gama de velocidades estudada corresponde a gama de
velocidades do sangue nos capilares, a viscosidade das solucBes de Dextrano 40 corresponde a
viscosidade do plasma sanguineo. Para se estabelecer uma correspondéncia mais exata entre 0s
estudos in vitro e as embolias in vivo seria necessario determinar o angulo de contacto e a tensdo

superficial in vivo, mas ndo foi possivel encontrar esta informacao na literatura.

Quanto a geometria, as dimens@es utilizadas foram semelhantes as reais, mas 0s microcanais

fabricados tém uma geometria planar enquanto na microcirculacao a geometria € cilindrica.

Os hematdcritos utilizados foram 5 e 10% e o hematdcrito do sangue é cerca de 47%, no entanto
0 hematocrito na microcirculacdo é mais reduzida que o valor observado na microcirculagéo e
pode atingir valores inferiores a 10%. Nas experiéncias in vitro ndo é possivel utilizar
hematocritos muito superiores aos que foram utilizados uma vez que ndo permitem a

visualizacdo do escoamento.
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7 Conclusao

Este trabalho teve como objetivo principal estudar a formacdo e o transporte de microbolhas
capazes de gerar embolias gasosas. Para isso fabricaram-se microcanais através de litografia
suave utilizando moldes obtidos por xurografia e moldes obtidos por fotolitografia.

Os microcanais obtidos através dos dois moldes apresentaram bons resultados, mas 0s canais
obtidos por xurografia, apesar de ser uma técnica menos dispendiosa, apresentam alteracfes
nas dimens@es dos microcanais. Tal pode ter ocorrido devido a precisdo da plotter de corte e &
qualidade do papel utilizado. A passagem do vinil para as placas de petri ou a remoc¢édo dos
microcanais das placas de petri também pode ter danificado os mesmos, alterando a sua

dimenséo.

A fotolitografia, apesar de dispendiosa, possibilitou estudo em microcanais com uma largura

de 100 um, o que ndo é possivel com a xurografia.

No escoamento foram utilizados fluidos Newtonianos e amostras de sangue com 5 e 10% de
Hct. Dos fluidos Newtonianos optou-se por utilizar as solugdes contendo Dextrano 40, por ser

o fluido base utilizado nas amostras de sangue com 5 e 10% de Hct.

Foram testados varios caudais e pressdes para injetar as bolhas de ar no escoamento e foram

obtidos os resultados seguintes:

e As bolhas formadas apresentam dois formatos, dependendo da utilizacdo de SDS no
fluido utilizado: bolhas biconvexas (com SDS) e bolhas concavas-convexas (sem
SDS). As dimensdes das bolhas séo irregulares, uma vez que o0 seu tamanho depende
da sua formacdo. A quantidade de bolhas que passam durante um determinado tempo
aumenta com o aumento do caudal utilizado, uma vez que com o aumento do caudal
€ necessario aumentar a pressdo o que provoca bolhas mais pequenas e que fluem no

escoamento a velocidades maiores;

e Dependendo do caudal utilizado é possivel usar uma gama alargada de pressdes,
sendo que para pressdes demasiado baixas ou demasiado altas, as bifurcacGes dos

microcanais tendem a entupir. Para os caudais de 2 ¢ 5 plL/min os microcanais
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entupiram independentemente da presséo utilizada, uma vez que para caudais baixos

as bolhas tinham tendéncia a ficar presas nos ramos das bifurcacoes;

No estudo do entupimento dos microcanais obtidos através dos moldes obtidos por
xurografia ndo se conseguiram resultados fidveis, uma vez que 0s microcanais nao

eram iguais devido a erros proprios da técnica de xurografia;

Ao analisar a passagem das bolhas nas bifurcacdes foi possivel verificar que quando
um ramo da bifurcagdo entope, a bolha passa pelo outro ramo, a uma velocidade
maior. Quando os ramos ndo estdo entupidos as bolhas passam por todos os ramos
das bifurcacdes, mas por vezes passam a uma velocidade superior por um dos ramos
e apresentam maiores dimensdes. Isto acontece uma vez que as bolhas anteriores
influenciam as bolhas seguintes. Assim, quando as bolhas estdo a passar por um dos
ramos da bifurcacdo, ocorre uma queda da pressao nesse ramo, fazendo com o caudal
aumente no outro ramo e consequentemente as bolhas passem mais rapido e com

dimensGes superiores no outro ramo;

Com o aumento do hematécrito utilizado, a viscosidade aumenta. Com este aumento

€ necessario aumentar a pressao utilizada para injetar as bolhas de ar;

A velocidade das bolhas foi estudada durante o escoamento de solugdes aquosas de
Dextrano 40 com SDS e de amostras de sangue in vitro com 5 e 10% de Hct,
utilizando microcanais obtidos atraves dos dois moldes referidos anteriormente. Para
todos os escoamentos foi possivel verificar que com o aumento do caudal é
necessario aumentar a pressdo para injetar as bolhas de ar e, consequentemente, a
velocidade das bolhas aumentou, uma vez que a sua velocidade corresponde ao

somatorio da velocidade do fluido e do gas;

Também se verificou que, ao utilizar amostras de sangue in vitro em vez de solugdes
aquosas de Dextrano 40, a viscosidade aumenta provocando uma diminuicdo da
velocidade das bolhas, uma vez que a presenca de células dificulta a sua passagem.

O mesmo também se observou com o aumento do hematdcrito;



A velocidade das bolhas também foi afetada pelos microcanais utilizados. Como os
microcanais obtidos através do molde obtido por fotolitografia apresentavam
dimens@es mais reduzidos, fazendo com que a area da seccdo reta do microcanal seja
menor, a velocidade do fluido foi maior e foi necessario utilizar pressGes mais
elevadas para injetar as bolhas de ar. Tudo isto provocou um aumento da velocidade

das bolhas durante o escoamento;

O tempo que decorre entre a passagem das bolhas diminui com o aumento do caudal,

uma vez que o nimero de bolhas também é superior;

Também se verificou que a passagem das bolhas afeta o hematocrito e foi possivel
concluir que o hematdcrito mantém-se constante durante o escoamento, mas quando
uma bolha se aproxima a quantidade de células a frente da bolha diminui e depois de

a bolha passar o hematocrito vai subindo até estabilizar.

7.1 Trabalhos futuros

Relativamente a trabalhos futuros, o tema deste trabalho pode ser muito mais explorado, de

maneira a estabelecer uma ligacdo entre os resultados obtidos e o que acontece no corpo

humano durante uma embolia gasosa. Para isso sdo sugeridos os seguintes trabalhos futuros:

Utilizar microcanais com uma bifurcacdo seguida de uma confluéncia obtidos através
de moldes fabricados por fotolitografia, de forma conseguir resultados mais fiaveis,
nomeadamente no estudo do entupimento e desentupimento dos microcanais. Estas

geometrias ja estdo desenhadas;

Encontrar um sistema de injecdo de bolhas Unicas, ou seja, um sistema que permita
injetar apenas uma bolha para que o escoamento da bolha ndo seja influenciado por

outras bolhas;
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O estudo do entupimento dos microcanais tem que ser muito mais explorado, uma vez
que este fendmeno é importante para perceber o que acontece no corpo humano durante
uma embolia gasosa. Para isso deveria realizar-se o escoamento com bolhas Unicas,
utilizando as geometrias referidas anteriormente. Neste estudo é necessario utilizar
varios caudais, de forma a descobrir para quais 0 microcanal entope e se com 0 aumento

do caudal € possivel desentupir os ramos das bifurcacées;

Estudar a influéncia das bolhas nas camadas livres de células durante o escoamento e

principalmente junto as bifurcacoes;

Quanto a influéncia das bolhas na concentracdo de células no escoamento, seria de
grande interesse estudar se este fendmeno acontece apenas devido a injecdo das bolhas.
Para isso seria importante fazer algumas experiéncias, como por exemplo inverter o
sentido do escoamento e verificar se a distribuicdo de células se mantém ou se também

inverte.
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A. Anexo

Para estudar as velocidades das bolhas utilizou-se a ferramenta Manual Tracking do software

ImageJ.

Para isso selecionou-se as opgdes Plugins - Tracking - Manual Tracking, como se pode ver

na Figura 79.
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Figura 79 — Passos para utilizar a ferramenta Manual Tracking.

Através do plugin Manual Tracking seguiu-se uma bolha, ao longo do microcanal e por cada

ponto marcado foi obtida as coordenadas x e y, como se pode ver na Figura 80.
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Figura 80 — Seguimento da bolha através da ferramenta Manual Tracking.

Por fim, com a coordenada x e com o numero da frame correspondente, calculou-se a

velocidade das bolhas.

Para estudar o efeito das bolhas na quantidade de células utilizou-se a ferramenta Plot z-axis

profile do software ImageJ.
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Para isso selecionou-se a area do video que estava indicada pela seta na Figura 81 e
posteriormente selecionou-se as opgdes Image - Stacks - Plot z-axis Profile, como se pode

ver na seguinte Figura.
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Figura 81 - Passos para utilizar a ferramenta Plot z-axis Profile.

A ferramenta Plot z-axis profile permite obter um grafico com as varias tonalidades dessa area

ao longo do video (Figura 82).
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Figura 82 - Grafico obtido pela ferramenta Plot z-axis profile.
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