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Resumo

Este projeto de mestrado em Tecnologia Biomédica, de natureza essencialmente
experimental, foi desenvolvido no Instituto Politécnico de Braganca (IPB) e na
Universidade de Extremadura, Espanha.

Foram dois os objetivos principais do trabalho realizado: um consistiu em estudar a
formacéo e o transporte de microbolhas capazes de gerar embolias gasosas, desenvolvido
no IPB, outro consistiu na fabricagdo e estudo do comportamento de microparticulas de
polidimetilsiloxano (PDMS), que simulam os glébulos vermelhos, através de uma técnica
desenvolvida na Universidade de Extremadura, designada por focagem de fluxo.

Para realizar o escoamento das microbolhas, foram fabricados pelo método de
xurografia, microdispositivos de focagem de fluxo. Efetuaram-se escoamentos bifésicos
de Dextrano (Dx40) com 2,5% hematocrito (Hct) e ar, a varios caudais. Nestes
escoamentos foi possivel visualizar a formagdo de microbolhas na zona de contracdo do
microcanal. Foram analisados varios parametros: dimensdo das bolhas, distancia entre
pares de bolhas, indice de deformacéo, velocidade das bolhas e espessura da camada livre
de células em trés zonas do microcanal.

O estudo das microbolhas ao longo dos vasos sanguineos, torna-se relevante visto que
podem obstruir estes vasos e assim promover a deterioracdo dos tecidos e, em
determinados casos, causar a morte dos mesmos.

Na técnica de focagem de fluxo, utilizou-se polidimetilsiloxano (PDMS), glicerina e
surfactante Brij 30, o0 que permitiu a producdo de microgotas de PDMS com diametros
entre 0os 10 e 11 um. Apds um processo de cura, obtiveram-se microparticulas com
didmetros inferiores, na ordem dos 4,4 um. Foi analisado o indice de deformagdo médio
das microparticulas em glicerina e Brij 30, e dos globulos vermelhos em Dx40, num canal
com uma contracdo hiperbdlica. Este trabalho possibilitou, pela primeira vez, a producéao
de microparticulas com didmetros proximos dos glébulos vermelhos (GVs).Estas
microparticulas podem vir a ser utilizadas na producdo de fluidos analogos ao sangue,
simulando os GVs. Os fluidos analogos ao sangue sdo cada vez mais relevantes nos
estudos in vitro. A utilizacdo destes fluidos permite ultrapassar questdes de natureza ética
e de seguranga.

Palavras-Chave: Fabricagdo de microcanais, escoamento sanguineo, producao de
microbolhas, producéo de microparticulas, técnica de focagem de fluxo.
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Abstract

This master's project in Biomedical Technology, was developed at the Polytechnic
Institute of Braganca (IPB) and at the University of Extremadura, Spain.

This research work has two main objectives: to study the formation and transport of
microbubbles capable of generating air embolism (work performed in IPB) and to
fabricate and study the behaviour of microparticles of polydimethylsiloxane (PDMS),
which simulate the red blood cells, through a technique developed at the University of
Extremadura known as flow focusing.

By using the xurography method, microchannels with a flow focusing geometries
were fabricated. A two phase fluid flow having Dx40 with 2.5% Hct and air, was tested
at various flow rates. At the tested flows it was possible to visualize the formation of
microbubbles at the contraction region of the microchannel. In this study, several
parameters were analysed such as dimension of the bubbles, the distance between pairs
of bubbles, deformation index, velocity of the bubbles and the thickness of the cell free
layer in three different zones of microchannel, i. e., contraction, intermediate and
expansion zone. The study of microbubbles along the blood vessels, became relevant as
it may obstruct the vessels thereby promoting deterioration of the tissues and, in certain
cases, cause the death thereof.

By means of a flow focusing technique, PDMS, glycerine and surfactant Brij 30 was
used to produce PDMS droplets with diameters between 10 and 11 um. However, after
the curing process, microparticles with lower diameters of about 4 um were obtained. It
was also analysed the average deformation index of the microparticles in glycerine and
Brij 30, and red blood cells (RBCs) in Dx40, flowing in a microchannel having a
hyperbolic contraction. Hence, for the first time.

Generated microdroplets had diameters dimensions close to RBCs. These generated
microparticles can simulate RBCs and produce blood analogous fluids. The blood
analogous fluids are increasingly important in vitro blood studies as the use of these fluids
can overcomes both ethical and safety issues.

Keywords: Fabrication of microchannels, blood flow, production of microbubbles,
production of microparticles, flow focusing technique.
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Capitulo 1

Introducéao

1.1. Enquadramento, motivacao e objetivos

O tema do presente trabalho intitulado “Embolias gasosas em microcanais e técnica
de focagem de fluxo na producéo de microparticulas de PDMS” enquadra-se no ambito
do projeto final de Mestrado em Tecnologia Biomédica, no ramo de Biomecénica e
Reabilitacdo. Foi desenvolvido no Instituto Politécnico de Braganca e na Universidade

de Extremadura, Espanha.

Os estudos efetuados neste trabalho, na area da microfluidica, podem contribuir para
uma melhor compreensdo do papel das microbolhas no desenvolvimento de embolias
gasosas. Por outro lado, a fabricacdo de microparticulas, capazes de simular e substituir
os glébulos vermelhos do sangue, pode revelar-se Gtil na realizacdo de estudos in vitro,

dadas as dificuldades que muitas vezes surgem nos estudos in vivo.

A concretizacdo deste projeto teve dois objetivos principais: um consistiu em estudar
a formacdo e o transporte de microbolhas capazes de gerar embolias gasosas, outro
consistiu na fabricacdo e estudo do comportamento de microparticulas de PDMS, que
simulam os glébulos vermelhos, através de uma técnica desenvolvida na Universidade de

Extremadura, designada por focagem de fluxo.

1.2. Estrutura do relatério

Para uma melhor compreensdo das questdes envolvidas no presente trabalho, este
relatorio encontra-se dividido em 6 capitulos.

No Capitulo 1 apresenta- se uma pequena introducdo, enquadramento e objetivos do
trabalho.

No Capitulo 2 apresenta-se uma revisdo da literatura relacionada com os estudos
efetuados neste trabalho.

No Capitulo 3 abordam-se os aspetos relacionados com a circulagdo sanguinea e
1



embolias gasosas.

No Capitulo 4 sdo descritos os materiais e métodos utilizados na realizacdo dos
procedimentos experimentais relativos a fabricacdo de microcanais e a técnica de focagem de
fluxo na producdo de microparticulas de PDMS.

O Capitulo 5 apresenta os resultados e a sua discussdo relativos a fabricacdo e escoamento
gés-liquido em microcanais e a producdo de microparticulas de PDMS utilizando a técnica
de focagem de fluxo.

Por fim, no Capitulo 6 sdo dadas a conhecer as conclusdes alcangadas com este estudo, e
apresentadas perspetivas de trabalho futuro que permitam dar continuidade ao trabalho aqui
apresentado.



Capitulo 2

Revisao da literatura

Para a realizacdo deste projeto de investigacdo, foi realizada uma breve revisdo de

literatura com aspetos relevantes para a concretizacdo deste trabalho.

Neste trabalho sdo abordadas duas técnicas de fabricacdo de microcanais e a produgédo

de microparticulas de PDMS usando a técnica de focagem de fluxo.

A microfabricacdo é cada vez mais essencial para a ciéncia e tecnologia moderna,
surgindo uma nova oportunidade de fabricar microestruturas ou até mesmo reconstituir
estruturas ja existentes em versdes mais reduzidas [1], [2]. As duas técnicas da producéao

de microcanais mais utilizadas sdo a xurografia e a litografia suave.

A xurografia utiliza uma plotter de corte para recortar o negativo em vinil da estrutura
que se pretende para o microcanal. E considerada uma técnica que apresenta baixos custos
de producdo de microcanais, tendo também como vantagens um procedimento rapido e
um fécil manuseamento. E uma das técnicas que tem mais procura na microfabricacio de
moldes, pois utiliza materiais e equipamentos de facil aquisicdo e manuseamento, como

plotters de corte, vinil e outros [3 - 6].

A xurografia enquanto técnica de fabricacdo de microcanais utilizados em
escoamentos bifasicos gas-liquido para a formacdo de bolhas, tem sido objeto de varios
estudos [3 - 8]. Estes trabalhos demonstraram que este método de fabricacdo é capaz de
produzir microcanais, com vantagens relativamente a outros métodos, como a litografia

Suave.

Vérias geometrias de microcanais fabricados por xurografia, tém sido testadas para o

escoamento de fluidos, nomeadamente, suspensdo de GVs, microgotas e microbolhas.

As geometrias de microcanais em forma de Y e T, tem sido bastante utilizadas. Pelo

facto de estas geometrias apresentarem limitacdes na producdo de microbolhas, um novo



design de microcanal com geometria denominada focagem de fluxo tem vindo a ser

utlizada, com resultados promissores [9-11].

A titulo de exemplo, na Figura 1 apresenta-se uma representacdo esquematica da
geometria de focagem de fluxo, onde se pode ver o escoamento de GVs, a formacdo da

camada livre de células (CLC) e a formacdo de uma microbolha de ar [7].

i

I
e —-—> | G

Figura 1.Representa¢do esquematica da geometria de focagem de fluxo com escoamento de GVs, formacéo da CLC e
formag&o de microbolha de ar [7].

Também como exemplo, na Figura 2 pode visualizar-se a evolucdo da forma de
microbolhas em escoamento ao longo de um microcanal com geometria de focagem de
fluxo [7].

Objectiva: 4x
200 pID —

Figura 2.Imagem de um escoamento de microbolhas de ar ao longo de um microcanal [7].

Microcanais disponiveis, anteriormente fabricados por litografia suave, foram

também utilizados na realizacdo do presente trabalho. Nesta técnica os microcanais sao
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fabricados apds a obtencdo dos moldes, por intermédio da fotolitografia. E a técnica mais
utilizada para fabricar dispositivos de reduzidas dimensdes para aplicacdes biomédicas
[12],[13].

Estudos recentes usaram microcanais com contracdo hiperbolica feitos por litografia
suave, para observar a CLC originada por fluidos analogos ao sangue com microcapsulas,
para estabelecer uma comparacdo com a CLC formada pelos GVs [4], [7]. Nesses estudos
verificou-se que as capsulas de polimetilmetacrilato (PMMA) se apresentavam como
esferas rigidas. A formagdo de CLC verificou- se no escoamento de microcapsulas de
PMMA e no de GVs. Na Figura 3 (a) pode visualizar-se o escoamento de
microcapsulas/microparticulas em canais com contracdo hiperbdlica e a formacdo de
camada livre de microparticulas. Na Figura 3 (b) pode visualizar-se o escoamento de GVs
e a formacdo de CLC, permitindo deste modo estabelecer uma analogia entre os

escoamentos de microparticulas e GVs [14].

Figura 3.(a) Imagem de escoamento de microparticulas de PMMA e (b) escoamento de GVs, com a formagéo de
camada de plasma junto das paredes do microcanal [14].



A contrag&o hiperbolica do microcanal foi usada no presente trabalho no escoamento

de microparticulas, como se refere na seccéo 4.1.2.

O estudo do comportamento do escoamento do sangue através de microcanais é
crucial para melhorar a nossa compreensdo sobre os fendmenos que acontecem na
microcirculacdo humana. No entanto, as dificuldades associadas a utilizacao de sangue in
vitro, tais como a coagulacdo e o armazenamento da amostra, promoveram o interesse
crescente no desenvolvimento de fluidos com propriedades reoldgicas semelhantes ao

sangue [15].

O polidimetilsiloxano (PDMS) é um material que devido as suas propriedades
notaveis, como a boa transparéncia Otica, a biocompatibilidade e a permeabilidade a
gases, € amplamente utilizado para fabricar dispositivos microfluidicos para experiéncias
in vitro de sangue [16]. Recentemente, este elastomero inerte tem sido utilizado para
produzir microesferas de PDMS monodispersas atraves de dispositivos microfluidicos
[17]. Jiang et al. propuseram em 2012 uma técnica de focagem de fluxo, onde um
precursor de PDMS foi disperso em microgotas dentro de uma fase aquosa continua (ver
Figura 4) [17].
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Figura 4. llustracdo do esquema para a produgao de microesferas de PDMS. (a) Geragéo de gotas microfluidicas de

PDMS contendo um corante fosforescente por focagem de fluxo num dispositivo microfluidico de PMMA; (b) cura

das gotas de PDMS a 70 °C fora do dispositivo; (c) lavagem e colheita das microesferas; (d) uso dessas microesferas
[17].

Utilizando este método os autores foram capazes de produzir microesferas de PDMS

com um didmetro médio de 80 um. No entanto, para desenvolver fluidos analogos ao



sangue € essencial ter microparticulas PDMS com dimensfes menores, inferiores a
20 pm [17].

No trabalho que aqui se apresenta, uma nova abordagem da técnica de focagem de
fluxo foi utilizada para produzir microparticulas de PDMS com dimensdes proximas dos
GVs. Esta técnica foi proposta recentemente para produzir jatos de agua, gotas, e
emulsdes com tamanhos que variaram de valores a escala submicrométrica até dezenas
de microns [18], [19]. Esta técnica baseia-se também no principio de focagem de fluxo,
método acima mencionado. Esta técnica utiliza a rotura de um jato PDMS liquido
constante para formar as microparticulas, o que leva a velocidades de producdo mais

elevadas.

Poder-se-ia alargar a revisdo de literatura aqui apresentada, no entanto, considera-se

suficiente para a compreensdo dos trabalhos apresentados neste relatorio.






Capitulo 3

Circulacdo sanguinea e embolias gasosas

Neste capitulo descreve-se sucintamente aspetos gerais ligados a circulacéo sanguinea

e as embolias gasosas.

3.1. Vasos sanguineos

O sistema circulatdrio é constituido por uma rede de vasos de diferentes calibres (ver
Figura 5), artérias, capilares e veias onde é escoado 0 sangue que percorre todo o
organismo [20], [21].
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Figura 5.Representagdo dos vasos sanguineos [22].

As artérias sdo vasos que possuem paredes espessas e dilataveis, tendo como didmetro
50 a 400 um [22]. Tém como func¢do o transporte do sangue que € bombeado pelo coracdo
aos tecidos, ramificando-se e dando origem a vasos de menor calibre, as arteriolas [7],
[23], [24].

As arteriolas tém como fungéo drenar o sangue das pequenas artérias para os capilares,

tendo diametros aproximadamente de 40 a 9 um [22].



Os capilares permitem as trocas de gases, dgua e solutos entre o sangue e os fluidos
intersticiais [22]. Estes vasos possuem diametros que variam entre 7 a 9 pum, e tém

comprimentos variaveis, sendo que geralmente medem cerca de 1 mm.

As veias e vénulas funcionam como canais coletores e de armazenamento, designados
vasos de capacitancia e com caracteristicas que permitem o retorno do sangue ao coragao
[25].

As veias possuem didmetros geralmente compreendidos entre 0s 20 um e 0s 5 mm
[21].

3.2. Sangue e a sua constituicao

O sangue é um fluido complexo, constituido por elementos celulares (ver Figura 6),
glébulos brancos, plaquetas, uma matriz de moléculas e i6es designado como plasma e
os glébulos vermelhos [26], [27], [28]. Na Figura 6 as células estdo identificadas em

lingua inglesa.

Plaaguetas

Figura 6.Representacdo das células do sangue [28].

Os globulos brancos ou leucécitos sdo células nucleadas que representam o principal
mecanismo de defesa contra as infecGes. A sua forma é, em regra, aproximadamente
esférica, mas a sua superficie ndo é normalmente lisa [28], [29].

As plaquetas ou trombacitos sdo células em forma de disco, sem nucleos e com apenas
2 a4 pm de didmetro. A sua fungdo € participar ativamente na coagulagdo do sangue, e
na formacéo de trombos plaquetarios como resposta a lesdo dos vasos sanguineos [28],
[29].
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O plasma é um fluido amarelado que constitui a parte liquida do sangue. E composto
por cerca de 91% de agua e 9% de outras substancias como ides, proteinas, substancias

nutritivas, gases e produtos de degradacéo [22], [30], [31].

Os globulos vermelhos, GVs, também denominados por eritrocitos ou hemécias séo
formados na medula 6ssea e durante a maturacao perdem os nucleos antes de entrarem

no sistema circulatorio.

Quando suspensos num meio isoténico (plasma ou soro fisioldgico), os GVs
apresentam-se sob a forma de discos biconcavos com cerca de 7,5 um de didametro. A sua
forma bicbncava, como se mostra na Figura 7, permite que haja um aumento da &rea
superficial do glébulo vermelho e este se dobre pelo centro, diminuindo o tamanho. Este
comportamento leva a formacdo de uma camada de plasma isenta de células junto as
paredes, tornando mais fécil a sua passagem pelos vasos sanguineos de menor calibre. A
este efeito da-se 0 nome de Fahreus-Lindqvist [25], [30].

Figura 7.Representacdo da forma dos GVs [30].

3.3. Reologia do sangue

Ao longo dos anos foram realizados muitos estudos acerca do perfil de velocidades
do fluxo sanguineo em microvasos € microcanais, nunca havendo um consenso geral

sobre estes perfis [28].

Através de algumas pesquisas efetuadas provou-se que o perfil de velocidades era

influenciado por varios parametros, tais como o hematocrito (Hct), o didmetro do vaso, a
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velocidade de corte, as suspensbes de fluidos (plasma ou dextrano), 0s erros

experimentais, entre outros [28].
Como referido em [24], segundo Goldsmith, para solugdes muito diluidas (~1%Hct)

o perfil de velocidades apresenta-se como uma parabola, e para solugdes que apresentem

um Hct superior o perfil é do tipo pistao (ver Figura 8).
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Figura 8.Perfil de velocidade para hematdcrito superior e inferior a 1%, a azul esta representado o perfil parabdlico e
a vermelho o perfil pistdo [28].
A viscosidade do sangue é um parametro que depende de diversos fatores ndo
assumindo os mesmos valores para as diferentes partes do sistema vascular. Os
pardmetros que influénciam a viscosidade do sangue s&o o hematocrito, a temperatura e

a velocidade de escoamento [27], [32].
O hematdcrito (Hct) corresponde a percentagem de volume de sangue ocupado pelos

GVs. Este parametro apresenta um papel fundamental na viscosidade do sangue, visto
gue a medida que o Hct aumenta hd um aumento da viscosidade. Esta relacdo nao é linear

tal como se observa na Figura 9 [32].
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Figura 9.Representagdo esquematica da viscosidade do sangue em fungdo do hematdcrito [32].

A viscosidade sofre efeitos significativos com mudancas de temperatura, aumentando

quando a temperatura diminui. A viscosidade aumenta aproximadamente 2% por cada °C
que diminui [32].

O fluxo sanguineo também afeta a viscosidade, pois esta aumenta de uma forma muito
acentuada a medida que a velocidade do escoamento diminui. Como a velocidade de
escoamento em pequenos vasos é extremamente pequena, cerca de 1 mm/s, a viscosidade
do sangue pode aumentar 10 vezes pela acdo isolada deste efeito. Este fendmeno é
causado pela agregacdo dos GVs, que se deslocam lentamente entre si, formando
estruturas designadas por rouleaux (ver Figura 10) [32].

Figura 10.Representacdo das estruturas de GVs designadas por rouleaux [32].
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Contudo, ndo é so a formacdo das estruturas acima referidas que influénciam a
viscosidade. Um dos efeitos que mais frequentemente acontece na microcirculacéo é
designado por efeito de Fahraeus-Lindqvist, que provoca uma reducdo do Hct e
consequentemente da viscosidade do sangue [30]. O efeito de Fahraeus-Lindgvist ocorre
em didmetros inferiores a 300 um, observando-se a varia¢do da viscosidade do sangue

com a alteragdo do diametro dos microcanais, como se observa na Figura 11 [28].

Camputational simulatian
| with particle method

1 10 100 1000 10000

Capillary diarneter (um)

Figura 11.Efeito de Fahraeus-Lindquvist, variacdo da viscosidade em fungdo do didmetro do microcanal [28].

Muitos estudos foram efetuados sobre o comportamento dos GVs neste efeito, ndo
sendo contudo unanimes. Uma das possiveis explicacbes podera estar associada a
diminuicdo do diametro do microcanal que provoca um decréscimo do hematdcrito
devido a formacédo de uma camada livre de células (CLC) junto as paredes do microcanal
[28], [30], [32].

A CLC podera estar relacionada com a tendéncia que os GVs tém em migrar para o
centro do microcanal (ver Figura 12). E de salientar ainda que o plasma que se encontra
junto as paredes, local onde as for¢as de corte sdo0 maximas, ira reduzir o atrito entre as

GVs e as paredes do microcanal, causando uma diminuigédo da viscosidade do sangue

[28], [30], [32].
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Figura 12.Representagdo esquematica da migracéo axial dos GVs [30].

3.4. Embolias gasosas

Uma embolia gasosa pode estar associada a procedimentos cirdrgicos que envolvam
a circulacdo extracorpdrea e craniotomia, exames de diagnostico e trauma pulmonar por
ventilacdo mecénica. Trata-se de uma lesdo iatrogénica que esta presente em praticamente

todos os procedimentos médicos [33].

As bolhas gasosas formadas através dos procedimentos cirtrgicos, ou seja, a entrada
de ar na circulacdo sanguinea podem ser potencialmente fatais, pois estas circulam ao
longo dos vasos sanguineos. Em zonas de menor pressdo, o volume das bolhas aumenta,

podendo alojar-se nos vasos de menor calibre, capilares, obstruindo o fluxo de sangue
[7], [33].

Esta obstrucdo da circulacdo pode causar ndo sO a deterioracdo dos tecidos, como
levar & isquémia, podendo levar & morte de um individuo [7], [33].

As embolias gasosas podem ser classificadas em embolias arteriais e venosas,
dependendo do mecanismo da entrada no sistema circulatério, assim como o local onde

elas se instalam [7], [34].

Uma embolia gasosa arterial ocorre quando ha entrada de ar na corrente sanguinea

arterial (ver Figura 13).
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Arterial Gas Embolism

Figura 13.Esquema de como ocorre uma embolia gasosa arterial [35].

O ar proveniente das artérias expande excessivamente os pulmdes, devido a uma
lesdo causada pelas diferencas de pressdo [7]. As principais causas da embolia gasosa
arterial sdo o uso da circulagcdo extracorpérea, os procedimentos neurocirirgicos
realizados na posicao sentada e na realizacdo de mergulho através da variacao da pressdo
com a profundidade, quando os mergulhadores ascendem rapidamente, ocorre a expansao
gasosa pulmonar e eventual rutura alveolar, ocorrendo neste caso a entrada de ar nas veias
pulmonares [7].

Nestes casos particulares, em 38% a 45%, poderdo ocorrer possiveis perdas de

consciéncia em poucos segundos ou minutos apos o retorno a superficie.

Uma embolia gasosa venosa ocorre quando existe a entrada de ar na circulagdo venosa
e atinge o ventriculo direito e/ou a circulacdo pulmonar, sendo considerado um dos

maiores problemas clinicos (ver Figura 14) [34], [36].

Figura 14.Esquema de como ocorre uma embolia gasosa venosa [37].
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Nas embolias gasosas o ar é transportado para os pulmdes através da artéria pulmonar.

Neste caso a presenca das bolhas de ar ndo provoca apenas a obstrucdo do fluxo

sanguineo, levando também a que os GVs, 0s GBs e as plaguetas se agreguem em torno

das bolhas de ar. Estas estruturas levam a um aumento da permeabilidade da membrana,

e numa ultima fase, causando o edema pulmonar [7], [34].

E possivel ainda que a entrada de ar para os pulmdes se manifeste através de alteragdes

cardiopulmonares: arritmias cardiacas, hipertensdo pulmonar, pressao no ventriculo

direito e insuficiéncia cardiacas. Relativamente ao quadro neurolégico pode causar

confusdes, ansiedade, convuls@es, deficit motor e coma [7], [38].

Contudo, os procedimentos referidos anteriormente necessitam de um rapido

diagnostico por parte dos profissionais de salde. Na tabela seguinte sintetizam-se alguns

diagndsticos para as embolias gasosas.

Tabela 1.Meios e testes de diagndstico para as embolias gasosas [7], [33].

Diagnostico

Embolia gasosa arterial

Embolia gasosa venosa

Tomografia computadorizada- para
diferenciar a embolia gasosa cerebral
de um enfarte ou sangramento
intracraniano

Radiografia do torax — permite detetar ar
no ventriculo direito

Ressonancia magnética- pode
evidenciar a concentracao de agua no
tecido lesado

Eletrocardiograma - deteta entrada de
pequenos volumes de ar

Monitorizacdo da pressao da artéria
pulmonar - essa pressao pode permanecer
normal devido ao ar preso na saida do
ventriculo direito

Oximetria de pulso - a reducdo da

pressao arterial de oxigénio € mais

precoce que a queda verificada na
pressdo expirada do dioxido de carbono.
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Capitulo 4

Materiais e métodos

Neste capitulo apresentam-se todos os métodos e materiais utilizados para a realizagédo
deste estudo. Ao longo deste capitulo descreve-se o processo de fabricacdo dos moldes e
dos microcanais com geometria de focagem de fluxo, tanto por xurografia como por
litografia suave. Descrevem-se, também, a visualizacdo ao microscépio e os diferentes
softwares utilizados para a obtencdo dos resultados pretendidos. Apresenta-se ainda o
procedimento experimental relativo a técnica de focagem de fluxo utilizada na producéo

de microparticulas de PDMS.

4.1. Fabricagdo de microcanais

4.1.1. Litografia suave
Para a obtencdo dos microcanais por litografia suave é necessario proceder a
fabricacdo dos moldes pela técnica de fotolitografia. No esquema gue se segue, é possivel

observar todas as etapas que incluem a litografia suave.

1.Design
4
2.Impressdo da mascara
A 4
3.Fabricacao do molde por Fotolitografia
4
4 Fabricacao dos canais por Litografia Suave

Figura 15. Representacdo das varias etapas da fabricagdo dos microcanais [40].

Numa primeira fase, a geometria € desenhada com auxilio do software AutoCad, onde

de seguida, com recurso a uma impressora, € impressa uma mascara de poliéster de alta
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resolucéo [39].

O processo de fabricagdo do molde, inicia-se com a deposita¢cdo uma fina camada de
fotorresiste sobre o substrato por centrifugacdo, com o auxilio de uma spin coater (ver
Figura 16). Posteriormente, o fotorresiste € curado a uma temperatura adequada, de modo

a que ocorra a evaporacao do solvente e a solidificagcdo do fotorresiste [40].

e =
€ = G
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| ) ‘{:‘;’
Aplicacio do Mecanismo de Fim do
Fotorresiste Centrifugacio Processo
_‘m Deposicio dwid>0  Spin-up dwidi=0 Spin-off

Figura 16.Processo de aplicagdo do fotorresiste [Adaptado de [41] e [42].

A camada de fotorresiste é exposta a luz UV através de uma mascara. E necessario
através de equipamento sofisticado alinhar todos os componentes, o substrato, a luz UV
e a mascara [39], [40].

Esta mascara é constituida por partes opacas e claras que definem o padréo, que
posteriormente, sera passado para o filme do fotorresiste. Apos a exposicdo da luz UV é
efetuada a revelacdo quimica do fotorresiste, em que o revelador tem como funcao,
dissolver as partes expostas ou ndo expostas [39], [40].

Deste modo, obtidos os moldes em fotorresiste, prepara-se 0 PDMS e 0 seu agente de
cura, que posteriormente sera espalhado sobre o molde produzido por fotolitografia. Estes
vao a curar a temperatura de 80° C durante aproximadamente 20 minutos [39], [40].

Por fim, remove-se a réplica do molde, permitindo obter um grande nimero de

réplicas do molde desenhado, tal como se pode observar na Figura 17 b) [39], [40].
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Figura 17.Processo global até a fabricacdo do modelo em PDMS e posterior descolagem do molde [Adaptado de [42]
e [43]].

4.1.2. Embolias gasosas

Xurografia

Como referido anteriormente, utilizou-se a técnica de xurografia para a fabricacdo de
um microdispositivo de focagem de fluxo. Para o desenho dos moldes foram utilizados
dois programas essenciais, o software CAD (Computer Aided Design) e software
CorelDRAW. As paredes dos microcanais (ver Figura 18) tinham uma espessura
aproximada de 90 pum e as suas areas na zona de medicdo variaram entre 12462,4 e
15443,9 pm?,

[]

Figura 18.Representagdo do microdispositivo de focagem de fluxo e dimensdes [7].

Posteriormente, procedeu-se a impressao dos moldes, através da plotter de corte

Jaguar Il (ver Figura 19).
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Figura 19.Visualizagdo da Plotter de corte Jaguar 11 [3].

Uma vez impressos 0s respetivos microcanais, foi necessario retira-los do vinil com
0 auxilio de um papel autocolante e uma pingca de pontas. Este processo teve que ser
realizado com muito cuidado, de modo a ndo danificar o microcanal. Posteriormente

colocaram-se 0s microcanais em placas de Petri (Figura 20).

Figura 20.Visualiza¢do dos microcanais numa placa de Petri.

Depois de obtidos os moldes na caixa de Petri, procedeu-se a fabricagdo do PDMS.
Para a producdo deste polimero, preparou-se uma mistura de PDMS e agente de cura (ver
Figura 21) numa proporgéo de 10:1 para os moldes das caixas de Petri, e uma razdo de

20:1 para as laminas que serdo utilizadas posteriormente para vedar os microcanais.

Figura 21.Visualizacdo das embalagens contendo PDMS e o agente de cura.
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Posteriormente a fabricagdo do PDMS foi necessario retirar todas as bolhas de ar
existentes nesta mistura, tendo-se recorrido ao uso de uma bomba de vacuo (ver Figura
22).

Figura 22.Bomba de vacuo e exsicador utlizada para retirar bolhas de ar do PDMS [9].

De seguida, o PDMS com uma razdo 10:1 foi vazado para as caixas de Petri, sobre o
molde. Posteriormente colocaram-se essas caixas na estufa durante 20 minutos a uma
temperatura de 80°C, a fim de curar.

Apdbs os 20 minutos, cortou-se o microcanal a fim de se realizam os respetivos furos
de entrada e saida.

Feitos os furos, procedeu-se a preparagéo das laminas usando o PDMS numa raz&o de
20:1. Neste procedimento foi usado o Spin Coater (ver Figura 23) ligado a bomba de
vacuo, de modo a tornar uniforme a mistura de PDMS nas laminas.

Uma vez espalhado o PDMS, colocaram-se as laminas na estufa a 80°C durante 20
minutos. Apds este tempo, colocaram-se 0s microcanais sobre as ldaminas, inseridas de

novo na estufa a 80°C, durante 24 horas.
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Figura 23.Visualizagdo do Spin Coater.

Concluida a etapa da microfabricacdo, verificou-se que as medidas dos microcanais
variavam, pelo facto de a plotter de corte possuir sempre alguns erros de precisédo. Da
Tabela 2 € possivel constatar que as medidas dos moldes dos microcanais utilizados sdo

superiores as medidas dos microcanais fabricados.

Tabela 2.Dimens6es dos moldes e dos microcanais fabricados.

Microcanal Medida do molde [um] Medida do microcanal [um]
1 350 180,28
2 350 157,75

Optimized SU-8 processing for low-cost microstructures fabrication without

cleanroom facilities

Inicialmente, foram fabricadas 9 geometrias com dimensbes reduzidas dos
microcanais com geometria de focagem de fluxo (ver geometrias em Anexo 1), por uma
nova técnica de litografia-suave [44].Este novo método de fabricacdo ndo necessita de
instalagbes limpas e os materiais utilizados sdo mais econdmicos. No entanto, os
microcanais ndo apresentaram uma boa resolucdo pelo facto de esta técnica ainda ndo
estar otimizada para dimens6es tdo reduzidas (ver erros do microcanal em Anexo 2),
como as requeridas por estes microcanais. Perante a dificuldade desta fabricacéo e, visto
ter surgido a oportunidade de estudar e desenvolver a producdo de microparticulas, foi

abandonado o uso destas geometrias para o estudo de embolias gasosas.
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4.1.3.  Fluidos utilizados para o estudo das Embolias gasosas
Para a realizacdo das experiéncias foi utilizado sangue de ovino devido aos problemas
de ética relativo ao uso de sangue humano. O gas utilizado nas experiéncias com 0s canais

de geometria de focagem de fluxo foi sempre o ar.

Apos colheita do sangue por puncéo venosa, procedeu-se a sua centrifugacdo (Figura
24 (a)) com o objetivo de separar os glébulos vermelhos do plasma. Apos a centrifugacéo
do sangue é possivel observar as 3 camadas distintas (Figura 24 (b)), sendo que a inferior
representa os gldbulos vermelhos, a camada central os glébulos brancos e plaquetas e por

fim a parte superior o plasma.

(@) (b)

Figura 24. (a)Centrifugadora do sangue, (b) Visualizagdo das trés camadas do sangue ap6s a centrifugacao.

De seguida, retirou-se a parte superior e central (zona amarelada) com recurso a uma
pipeta de Pasteur, tendo especial cuidado para ndo remover os glébulos vermelhos.
Acrescentou-se soro fisioldgico aos GVs em volumes iguais (1:1). Repetiu-se novamente
a centrifugacéo, de modo a obter os GVs separados dos restantes componentes do sangue,

Figura 25.
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Figura 25.Visualizagdo dos glébulos vermelhos apds remocéo das outras componentes do sangue.

Na fase seguinte foi preparado o Dextrano40 (Dx40), que foi usado como meio para
suspender o volume pretendido de GVs. O Dx40 tem como objetivo manter as condigdes

fisiologicas 6timas para 0s GVs (condigdes osmoticas e de sedimentacgdo).

Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur colocou-se num tubo de Falcon um pouco
de Dx40, para posteriormente, com o auxilio de uma micropipeta se colocar a quantidade
de sangue necessaria, conforme o hematdcrito (Hct) que se pretende estudar. Neste estudo
foi usado 2,5 % de Hct, ou seja 2.5% de volume de GVs num volume total de 5 mL de
Dx40.

4.1.4. Equipamento de Vvisualizacdo dos escoamentos em

microcanais
Para a visualizacdo da atividade experimental foi utilizado um microscépio invertido
Olympus IX71 e uma cémara de alta velocidade i- SPEED LT. Estes e outros

equipamentos constam da Figura 26.
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Figura 26.Visualizacdo da instalagdo experimental, a) microscépio invertido Olympus 1X71, b) cdmara de alta
velocidade i- SPEED LT, ¢) bomba de seringa kdScientific, d) a bomba de seringa New Era, utilizadas para promover
a entrada de sangue e ar, respetivamente, no microcanal, €) ecrd de visualizagéo.

Os microcanais possuiam dois orificios de entrada, um para o Dx40 com 2,5% Hct e
outro para o ar. Dois tubos estabeleciam a ligagéo entre as bombas de seringa e as entradas
nos microcanais.

O escoamento da solucdo de Ar com Dx40 com 2,5%H(ct foi estabelecido com recurso
a duas bombas de seringa. O escoamento de Dx40 com 2,5%Hct foi efetuado com a
bomba representada por c) na Figura 26, sendo que no escoamento de ar se utilizaram

duas seringas com volumes de 10 ml e 35 ml na bomba representada por d).

Para dar inicio a visualizacdo do escoamento, inseriu-se o fluido com os globulos
vermelhos numa seringa e o ar na outra. Colocadas em funcionamento, as bombas
permitiam o escoamento, nos caudais pretendidos, dos dois fluidos em modo cocorrente
nos microcanais.

Posteriormente, ligou-se a cAmara de alta velocidade ao ecrd de visualizagédo para se
obterem as imagens e videos microscépicos pretendidos. Foi possivel observar o

escoamento dentro dos microcanais e a formacéao das bolhas de ar.
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4.1.5. Software utilizado para o estudo das Embolias gasosas
O Image J é um programa que permite realizar processamento de imagens, sendo

extensivel a milhares de plugins e macros para a execuc¢ao das mais variadas tarefas [45].

Para a visualizagdo da CLC, camada livre de células, nos microcanais em estudo, foi
necessario proceder ao tratamento das imagens. No painel disponivel neste software,
acedeu-se ao Process, opcao Filters e por fim o usou-se a mascara Unsharp mask. Atraves

deste tratamento obteve-se uma imagem mais nitida, tornando possivel uma observacéo

mais clara da CLC (Figura 27).

E

—

O : fo |
I~ a) Q b)

Figura 27.Imagens obtidas pelo sistema de microvisualizagdo: a) imagem sem tratamento, b) imagem com
tratamento.

Posteriormente, procedeu-se ao célculo da espessura da CLC, com o auxilio do plugin
MTrackJ (Figura 28). Através deste plugin foi também possivel seguir o trajeto e a

velocidade de uma bolha de ar com a funcdo add, obtendo-se as coordenadas de cada

ponto utilizando a opcdo Measure.
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Figura 28.Aplicacdo do MTrackJ para determinar a CLC e o trajeto das bolhas de ar.

4.2. Técnica de focagem de fluxo na producéo das microparticulas de

PDMS

Neste subcapitulo serdo descritos todos os procedimentos para a producdo das

microparticulas de PDMS.

4.2.1.  Litografia suave

Na fabricacdo por litografia suave do microcanal usado para o estudo de escoamentos

de microparticulas, utilizou-se 0 mesmo procedimento para a fabricagdo do PDMS, como

referido anteriormente. Na Figura 29 observam-se as medidas do microcanal com

contracdo hiperbdlica.
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Figura 29.Dimens6es do microcanal com contragdo hiperholica, objetiva 16x, A) 382,8 um, B) 172,0 um, C) 45,2
pum, D) 354,8 um, profundidade =54,8 um.

O canal hiperbolico vai permitir observar a formacgdo de uma camada livre de células
depois da contracdo. No caso de escoamentos sanguineos em canais retangulares e sem
contragbes a CLC forma-se naturalmente, podendo a mesma ser artificialmente
aumentada com a presenca de contracdes, neste caso uma contracdo hiperbodlica, a qual
para a observacao de escoamentos de fluidos analogos também se torna vantajosa, pois
vai ajudar a que essa camada livre de células se possa formar, permitindo ainda e ao
mesmo tempo visualizar a deformacdo de microparticulas ou de células sanguineas. Ou

seja, na visualizacdo de um sé video é possivel analisar 0s dois parametros.

4.2.2. Fluidos utilizados na producéo de microparticulas

Neste estudo usou-se 0 PDMS Sylgard ® 184 da empresa Dow Corning (ver Figura
30), como uma fase dispersa. Este material € composto por dois componentes, um
designado por pré-polimero que consiste em oligémeros de siloxano terminado por vinilo,
e outro denominado agente de cura. Este é constituido por oligbmeros de siloxano e

catalisadores. Os dois componentes tém que ser misturados conforme o racio desejado.
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Figura 30.Componentes constituintes do PDMS.

Para este estudo, utilizou-se um racio de 6:4 dos componentes, reduzindo-se a
viscosidade para 827 cSt, sendo mais provavel a obtencdo de microparticulas estaveis
[17].

Com o auxilio de uma balanca foi possivel realizar todas as medi¢des necessarias de
ambos 0s componentes.

Apos a adicdo de ambos 0s componentes, misturou-se e aguardou-se uma hora até que
as bolhas formadas desaparecessem. Apos uma hora, inseriu-se 0 PDMS para uma seringa
BD Plastipak™ de 1 ml.

Posteriormente, colocou-se a seringa numa bomba, de modo a proceder a inje¢do do
polimero no capilar, por meio de uma agulha. A bomba de seringa, agulha e restante

equipamento podem visualizar-se na Figura 31.

Figura 31.Visualizacdo do equipamento de injecdo de polimero no capilar.
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No que diz respeito ao fluido inserido dentro de uma célula, que conterd também a
agulha com PDMS, preparou-se uma solucéo de glicerina com 90% wt (22,5 g) e 10 %
wt de Brij 30 (2,5 g) num total de 25 gramas. Saliente-se que foram testadas varias
percentagens dos dois componentes até chegar a estes valores, que permitiam evitar o
fendmeno de coalescéncia de microparticulas. Também por este motivo, usou-se o
surfactante Brij 30 em detrimento de outros. O Brij 30 tem também a vantagem de ser
miscivel com o PDMS formando uma solugédo transparente 0 que permite uma maior

visibilidade do capilar e das microgotas [45].

A célula contendo glicerina + Brij30, a agulha inserida no capilar contendo PDMS

para posterior injecdo, mostra-se na Figura 32.

—*  Agulha hipodérmica

[ *® Saidade PDMS

—%®  Capilar

Soluglo de glicerina + -
Brij 30

> Célula
Saida de glicerina +Brij 30

+ microgotas de PDMS

Figura 32.Esquematizacdo do equipamento utilizado na técnica de focagem de fluxo.

Posteriormente, colocou-se a solugdo numa misturadora (ver Figura 33), a uma

temperatura de 50°C e 70 rpm (rota¢cdes por minuto) durante uma hora.
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Figura 33.Misturadora para tornar homogénea a mistura glicerina e Brij 30.

Apo6s uma hora, retirou-se a solucdo e deixou-se arrefecer para posteriormente ser
inserida numa das seringas de vidro e na célula onde estava situado o capilar. Esta solugdo

tinha de cobrir a totalidade do capilar para facilitar a focagem do mesmo.

4.2.3. Equipamento usado na técnica de focagem de fluxo

O dispositivo experimental utilizado para a realizacdo deste estudo é representado na
Figura 34. Neste procedimento foi utilizada uma agulha hipodérmica (Becton Dickinson
MICROLANCE 3 30G 1/2) com um diametro interno de cerca de 160 um e externo de
300 pum e com um raio hidraulico exterior na ponta da agulha de alguns microns. A ponta

da agulha utilizada neste estudo ndo foi submetida a qualquer tipo de tratamento.

anuld

LiquidiGas) fr—_l@.,

G

Figura 34.Representagdo esquematica do equipamento: (A) capilar localizado dentro de um bocal convergente-
divergente, (B) sistemas de alta preciséo de orienta¢do-translacéo, (C) Camara digital, (D) lentes 6ticas, (E) fase
triaxial de traducdo, (F) fibra otica, (G) mesa 6tica, (H) sistema pneumatico de isolamento anti- vibragédo [18].

33



A agulha é inserida no interior de um bocal convergente-divergente (A) com um
pescoco de cerca de 150 um de didmetro, usando sistemas de alta preciséo de orientacéo-

translacéo (B). O bocal foi formado numa das extremidades de um capilar de borosilicato.

Neste estudo chegou-se a conclusdo que um bocal com sec¢éo circular (Figura 35),

com um diametro interno de 200 um e externo de 4 mm, seria a melhor solucéo.

Figura 35.Visualizacdo da nova configuracéo do bocal com secgdo retangular.

As imagens digitais da configuracdo do fluido foram adquiridas usando uma camara
CMOS alta velocidade (Photron, FASTCAM SA5) (C), o que permite a aquisicdo de
imagens com um tempo de exposicao de 25 ps. A camara foi equipada com um conjunto

de lentes oticas (D).

As lentes dticas selecionadas dependem do tamanho do objeto da imagem, com uma
ampliacdo variando 0,076-0,52 um/pixel. Este parametro foi calculado para cada sistema
Otico através da medicdo do diametro de uma haste de calibracdo localizada no campo de

visdo. Deste modo, teve-se em conta a distor¢do 6tica causada pela célula de vidro.

A camara pode ser deslocada na horizontal e na vertical por meio de um estagio de
translacgéo triaxial (E) para focar o jato. A configuracédo do fluido é iluminada a partir de

uma luz branca fornecida por uma fibra 6tica (F), ligado a uma fonte de luz.
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Todos estes elementos foram montados sobre uma mesa ética (G) com um sistema de
isolamento anti- vibracdo pneumatica (H) para amortecer as vibragcdes provenientes do

edificio.

4.2.4. Producédo das microparticulas de PDMS

Nesta seccao descreve-se 0 modo como se produziram as microparticulas.

Numa primeira etapa utilizaram-se duas camaras para captar a posicdo da agulha
relativamente ao capilar (ver Figura 36). Uma camara auxiliar CCD (n&o representada na
Figura 34) permitiu obter imagens da agulha com um eixo 6tico perpendicular ao da
camara CMOS.

Figura 36.Visualizagdo da cdmara CMOS e auxiliar (CCD) com a respetiva célula.

Posteriormente, colocou-se a agulha dentro do capilar (ver Figura 37).

35



Figura 37.Visualizagdo da posi¢do da agulha em ambas as cdmaras CMOS e CCD.

Nesta técnica, 0 PDMS foi injetado a um caudal constante de 0,1 ml/h através de uma
agulha hipodérmica, de modo, a formar uma pelicula sobre a superficie exterior da agulha.
Por intermédio de uma bomba de seringa (Harvard Apparatus PHD 4400), a glicerina

fluia em direcdo a ponta da agulha produzindo um ligamento de PDMS.

A mistura (glicerina + surfactante + microgotas de PDMS) foi aspirada através do
capilar com um caudal de 2 mi/h por meio de uma outra bomba de seringa (ver Figura 38
a)). A mesma bomba de seringa, ampliada na Figura 38 b), a medida que removia a

mistura, injetava a solucéo (glicerina + Brij 30), produzindo-se o efeito de focagem.
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Figura 38.a) Visualizacdo da célula ligada a bomba de seringa, b)Bomba de seringa que promove a remocéo e injecéo
de liquido.

Os liquidos em estudo sdo movidos por forcas de viscosidade e de pressao,
estabelecendo-se um escoamento cocorrente. A visualizacdo deste escoamento foi

possivel através de uma camara de alta velocidade como se mostra na Figura 39.

Figura 39.Camara CMOS alta velocidade (Photron, FASTCAM SA5).

O resultado obtido por esta técnica é visivel na Figura 40, onde um jato de PDMS se

divide em goticulas que depois se transformam em microparticulas.
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Figura 40.Visualizacdo de goticulas de PDMS.

Posteriormente a este processo, removeu-se a solugdo para dentro de um gobelé, com
muita precaucdo de modo a ndo danificar as goticulas produzidas. De seguida estas
goticulas foram a curar durante mais de 24 horas numa misturadora uma temperatura de

70° C, formando-se as microparticulas.

Figura 41.Visualizacdo de microparticulas de PDMS, ap6s o processo de cura.

4.2.5. Analise da deformacéo das microparticulas e GVs

Nesta seccdo serdo descritos todos os processos utilizados para a analise das
microparticulas de PDMS e GVs. Para analisar as microparticulas de PDMS e avaliar o
seu potencial, para serem usadas em substitutos dos GVs, foi estudada a sua deformacéo

com recurso ao software Image J.
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Numa primeira etapa, recorreu-se & funcdo Z-project, para a criacdo da média da
imagem original. Posteriormente, por meio da fungdo Image Calculator, realizou-se a

subtracéo das duas imagens ja obtidas.

De seguida, utilizou-se a funcdo Threshold para converter a imagem das
microparticulas e GVs, em imagem a preto e branco, tendo-se especial cuidado com esta
funcdo, pois permite ainda delinear as microparticulas e GVs sem que estes percam a

configuracdo inicial (ver Figura 42).

11243 (0.03 5); 862.68x431 34 U (1024x512); 32-bit 4B6ME

Figura 42.Visualizagdo do resultado obtido pela aplicacdo da fungdo Threshold.

Com recurso a fungdo ROI Manager, foi possivel realizar o seguimento tanto das

microparticulas como dos GVs.

Na Figura 43 a), visualiza-se o seguimento de uma microparticula e na b) de um GV

através dos processos descritos anteriormente.
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Figura 43.Visualizagdo do trajeto de: a) uma microparticula, b) um GV.

Através do seguimento das microparticulas e dos GVs foi possivel calcular o seu
indice de deformacdo, ao longo do microcanal com contragdo hiperbdlica.
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Capitulo 5

Resultados e a sua discussao

Nesta seccdo sao abordados todos os resultados das atividades acima descritas e as

suas respetivas analises.

Na seccdo 5.1, ¢ feita a analise dos dados obtidos com as experiéncias relativas ao
escoamento de fluidos em microcanais. Na seccao 5.2 sdo apresentados os resultados das
experiéncias relativas a producdo de microparticulas de PDMS. Na seccdo 5.3
apresentam -se os dados da deformacdo dos GVs e das microparticulas.

A andlise do escoamento e obtengdo dos varios parametros foi efetuada com recurso

ao software ImageJ.

5.1. Experiéncias relativas ao escoamento de microbolhas em
microcanais

Todos os escoamentos das microbolhas realizados sdo sistemas gas-liquido, em que o

gas é injetado através de uma bomba de seringa.

Este subcapitulo engloba os resultados das experiéncias realizadas com sangue ovino
em microcanais com geometria de focagem de fluxo. Utilizou-se nestas experiéncias a

solugé@o de Ar com Dx40 com 2,5%Hct.

Foram vistos e analisados varios videos do escoamento dos fluidos em microcanais
que permitiram visualizar a formacdo de bolhas, o seu movimento, a sua forma e o
fendmeno da coalescéncia. Obtiveram-se também, resultados de varios parametros do
escoamento, tais como: dimensdes e indice de deformacdo das bolhas, distancia entre

elas, a sua velocidade e a camada livre de células.
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Ao longo deste estudo verificou-se que as bolhas individualizadas eram formadas, néo

na zona de mistura (ver Figura 44 a e b)), mas na zona de contracéo (Figura 44 c)).

Figura 44.Imagem microscépica (objetiva:4x) do microcanal com geometria de focagem de fluxo; a)entrada dos
fluidos na zona de mistura, b) escoamento dos fluidos no microcanal apds a mistura, c) formacéo das microbolhas na
zona de contracdo do microcanal.

A forma das bolhas comecava por ser eliptica alongada na zona de contracéo,
identificada como zona 1 na Figura 45. Quando se aproximavam da zona de expanséo do
microcanal, identificada como zona 2 na Figura 45, a sua forma passava a circular. Nesta
zona a velocidade das bolhas diminuia, porque aumentava a area de escoamento,
aproximando-se umas das outras, dando-se inicio ao fendmeno da coalescéncia. Quando
entravam na zona em que o canal adquiria dimensdo igual a anterior a contracdo
(identificada como zona 3 na Figura 45), as bolhas coalesciam, aumentavam de tamanho

e a sua forma era eliptica, mas ndo tdo alongada como na zona 1 (ver Figura 46).
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Figura 45.Representagdo das zonas em estudo ao longo de um microcanal.

O fendmeno da coalescéncia pode ser melhor visualizado na Figura 46.

Figura 46.Visualizagdo da coalescéncia de uma bolha de ar no microcanal 2 com um caudal de 5 pl/min para o
Dex40_2,5%Hct e de 242 pl/min para o Ar.

Na Figura 47 pode visualizar-se uma bolha na zona 3, com forma eliptica, formada

apos coalescéncia.
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Figura 47.Visualizagdo de bolha eliptica formada apds coalescéncia, na zona 3.

O estudo de escoamentos nestes microcanais permitiu ainda verificar que se formava
uma camada livre de células na parte da frente da bolha e na inferior uma regido com
elevada concentracédo de células (Figura 48).

Contudo, na zona de contracdo (zona 1) ndo é possivel visualizar a CLC junto a parede

visto que a bolha ocupa toda a secc¢ao.
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Figura 48.Bolhas de ar e CLC no Microcanal 2 com um caudal de 0,007 ml/min para 0 Dx40 com 2,5%Hct e de
335 pl/min para o Ar.

A analise dos parametros é importante para a compreensdo do que ocorre no nosso
sistema cardiovascular na presenca de bolhas de ar. Através dos resultados obtidos, poder-

se-a contribuir para uma melhor avaliacdo das embolias gasosas.
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Dimensoes das bolhas
As dimensdes das bolhas ao longo do microcanal vao variando conforme a zona a que

se encontrem.

Na Figura 49 esta representado o modo como se procedeu a medi¢do da dimensdo das
bolhas ao longo do microcanal (dimensdo linear perpendicular ao escoamento),

necessaria para a obtencdo dos graficos das Figuras 50, 51 e 52.

o

Zonal Zona 2 Zona 3

Figura 49.Visualizagdo do processo de medicdo da dimensdo das bolhas ao longo do microcanal.

As Figuras 50, 51 e 52 mostram a variagao deste parametro com a respetiva zona.
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Figura 50.Dimens&o de cada bolha, para um caudal de sangue de 0,007 ml/min e de ar de 306 pl/min.

45



500

B
= 400
8
<
S 300
@ mZonal
©
o 200 mZona 2
g
S Zona 3
£ 100
a)

0

1 2 3 4 5 6

N° das Bolhas

Figura 51.Dimens&o de cada bolha, para um caudal de sangue de 0,005 ml/min e de ar de 242pul/min.
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Figura 52.Dimenséo de cada bolha, para um caudal de sangue de 0,007 ml/min e de ar de 335ul/min.

Pela anélise da Figura 50, Figura 51 e Figura 52, pode-se observar que a dimensao
das bolhas é superior na zona 2 e 3, tal como seria de esperar pela anélise da Figura 49.
Isto seria expectavel, visto que nesta zona a area € maior, sendo que a bolha passa de uma
contracdo para uma zona de expansdo. A bolha muda da forma alongada para circular.

A menor dimensdo das bolhas das bolhas verificou-se na zona de contragéo, zona 1.

Constata-se também que a dimensdo das bolhas é irregular, visto que logo na sua
formacdo o tamanho variava. Isto pode dever-se ao facto de ndo ser possivel garantir um

caudal constante de ar bombeado pela bomba de seringa.
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Distancia entre bolhas
A Figura 53 representa 0 modo como se procedeu & medi¢do da distancia entre as

bolhas.
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Figura 53.Representagcdo do modo como se procedeu & medigdo da distancia entre duas bolhas.

Na Figura 54 e 55 estdo representadas as distancias entre pares de bolhas,
representadas por bl-b2 até b4-b5, em movimento no microcanal num determinado
instante, onde existiam bolhas em movimento nas trés zonas do microcanal, para varios

caudais de sangue e ar. As bolhas estdo numeradas conforme a ordem de formacao.
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Figura 54.Distancia entre bolhas, para um caudal de sangue de 0,007 ml/min e de ar de 306pl/min.
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Figura 55.Distancia entre bolhas, para um caudal de sangue de 0,005 ml/min e de ar de 242pl/min.

Na andlise da Figura 54 e Figura 55 observou-se que as distancias entre pares de
bolhas sdo superiores na zona 1 (contracdo), isto porque nesta zona a velocidade é
superior a zona 2 e 3 do microcanal. Consta-se também que na zona 2 ha uma ligeira
diminuicdo da velocidade, ocorrendo uma maior acumulacdo de bolhas, sendo que a
distancia entre os pares de bolhas diminui. Contudo, na Figura 55, verificou-se que 0s
pares de bolhas, b1l-b2, apresentam uma maior distancia, encontrando-se na zona de
expansdo, zona 3, isto porque ocorreu a coalescéncia de bolhas. O aumento do tamanho
da bolha leva ao aumento da sua velocidade e, o que leva a um aumento da distancia da
bolha 3.

indice de deformagcao das bolhas

Uma bolha em movimento ao longo de um microcanal pode assumir indices de
deformacéo (ID) diferentes. O calculo de ID, para posterior anélise, é efetuado de acordo

com a equacao (1).

ID = —— (1)
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onde o X corresponde ao comprimento maior da bolha e Y ao menor. Quando se verifica
um ID préximo de 0, a estrutura da bolha é circular e quando se aproxima de 0,5 apresenta
estrutura eliptica alongada (ver Figura 56).

) 4
\ X-y |ID=0 (@)
ID="—

/ X+Y |Ip=05 O
X

Figura 56.Definicéo de indice de deformagdo (adaptado de [47]).

Para a analise de todos os resultados recorreu-se ao software ImageJ e posteriormente
ao Excel. Na Figura 57, 58 e 59 apresentam-se os valores do ID médio das bolhas para as
trés zonas do microcanal. Estes valores foram obtidos com base na média dos 1D obtidos

para varias bolhas em movimento em cada zona.
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Figura 57.Média do indice de deformacéo das bolhas, para um caudal de sangue de 0,007 ml/min e de ar de
306 pl/min.
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Figura 58.Média do indice de deformacéo das bolhas, para um caudal de sangue de 0,005 ml/min e de ar de

=0

Zonal

242 pl/min.

[ |
Zona 2 Zona3

Figura 59.Média do indice de deformacéo das bolhas, para um caudal de sangue de 0,007 ml/min e de ar de
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Pela anélise da Figuras 57, Figura 58 e Figura 59 pode constatar-se que o indice de
deformacdo médio é superior na zona 1 (zona de contragdo), isto devido a forma que a
bolha possui, eliptica alongada.

Na zona 2, verificou-se uma reducao do valor do ID, isto porque, € a zona de transicao.

Nesta zona as bolhas tém forma intermédia entre eliptica alongada e circular.

Verificou-se, como esperado, que o ID diminui ao longo do microcanal, atingindo o
valor minimo na zona de expansao (zona 3) onde a secao reta de escoamento & maior e as
bolhas assumem forma circular. Quando a bolha apresenta forma circular o seu ID esta

préximo do valor zero.

Velocidade das bolhas

A Figura 60 representa a forma como se procedeu a analise da velocidade de cada

bolha ao longo do microcanal.

Figura 60.Representacdo do modo como se procedeu a medicdo da velocidade de cada bolha.

Nas Figuras 61 e 62 apresentam-se os graficos relativos a velocidade média ao longo
do microcanal, respetivamente, para varias bolhas numeradas de 1 a 10, para as trés zonas.
O caudal de sangue foi de 0,007 ml/min e o de ar foi de 306 pl/min.
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Figura 61.Velocidade média de cada bolha ao longo do microcanal, para um caudal de sangue de 0,007 ml/min e de
ar de 306 pl/min.
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Figura 62.Velocidade média de cada bolha ao longo do microcanal, para um caudal de sangue de 0,007 ml/min e de
ar de 335 pl/min.

Pela andlise das Figuras 61 e 62 verifica-se que as velocidades mais elevadas ocorrem

na zona 1, como esperado, visto que as bolhas se encontram na zona de contracao.
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Verifica-se, por outro lado, que na zona 3 as velocidades sdo significativamente
inferiores, pois com o0 aumento da &rea da se¢do do microcanal hd uma diminuicéo da

velocidade das bolhas.

Camada livre de células (CLC)

Na Figura 63 é possivel visualizar a CLC formada no centro do microcanal e a
formada junto as paredes, na zona 1 do microcanal, tendo-se utilizado uma objetiva de

resolucéo 10x.

Figura 63.Visualizagdo microscépica das CLC e suas trajetorias ao longo do microcanal, numa solucéo de Ar com
Dx40 com 2,5%Hct (Objetiva 10x). a) Imagem original, b)trajetéria da CLC no centro e c)trajetdria da CLC nas
paredes (zoom 200%).

Na Figura 63 a) e b) pode-se visualizar a CLC formada no centro do microcanal e a
sua respetiva analise através do software Image J, respetivamente. Na Figura 63 ¢) esta
representada mais detalhadamente (zoom 200%) a espessura da CLC junto a parede do

microcanal e sua trajetoria.

Através da andlise da CLC, do centro e da parede do microcanal, da Figura 63,

obtive- se 0s valores da sua espessura média, representado no grafico da Figuras 64.

Na Figura 64 esta representada a espessura da CLC na zona 1 do microcanal no centro

e na parede.
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Figura 64.Representacdo grafica da espessura da CLC ao longo do microcanal (zona 1), para um caudal de sangue de
0,005 ml/min e de ar de 306 pl/min.

A Figura 64 mostra que, na zona 1 do microcanal, a espessura da CLC junto a parede,
em ambas as bolhas, é superior a existente no centro. Isto deve-se ao facto de neste
escoamento existir no centro do microcanal a confluéncia de dois fluidos, e nas paredes
as forgas de corte sdo maximas, velocidade nula, e como consequéncia os GVs tém

tendéncia para migrar para o centro [9].

A diferenca da CLC entre as duas bolhas presentes na Figura 64, poder-se-a dever ao
facto de a dimens&o das bolhas assumem valores diferentes no processo da sua formagéao
na zona 1. Serd assim possivel estabelecer uma correlacéo entre o tamanho das bolhas e

a formacéo da CLC.

Na obtencdo das Figuras 65 a 66 utilizou-se uma resolucdo inferior (objetiva 4x), ndo

sendo por isso possivel visualizar a CLC junto das paredes.

Nas Figuras 65 e 66 esta representada a espessura média da CLC no centro do
microcanal para as varias zonas do escoamento, quando o caudal de sangue era de

0,007 ml/min e de ar era de 306 e 335 pl/min, respetivamente.
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A formagéo da CLC no centro do microcanal deve-se ao facto de, quando se forma
uma bolha que passa a movimentar-se, a CLC existente junto as paredes ser obrigada a
deslocar-se para o centro, dado que as bolhas ocupam a totalidade da secdo reta do

microcanal.
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Figura 65.Representacdo gréfica da espessura média das CLC ao longo do microcanal, para um caudal de sangue de
0,007 ml/min e de ar de 306pl/min.
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Figura 66.Representacdo grafica da espessura média das CLC ao longo do microcanal, com um caudal de sangue de
0,007 ml/min e de ar de 335ul/min.

Das Figura 65 e 66 pode inferir-se que, quando as bolhas estdo espacadas umas das
outras, o volume de plasma acumulado na zona central fica contido numa camada de

pequena espessura, sendo portanto a espessura da CLC menor. Na zona 2, com menores
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velocidades das bolhas, estas ficam mais préximas umas das outras, pelo que mantendo-
se 0 volume do plasma, a espessura da CLC é maior. Nesta zona de expanséo, onde se da
a coalescéncia de bolhas que adquirem maior tamanho, a camada de plasma entre elas é
empurrada para a frente da bolha resultante da coalescéncia, pelo que na zona 3 pode
ocorrer uma CLC com maior espessura.

A forma e o tamanho das bolhas nas trés zonas estudadas terd, assim, influéncia na

espessura da CLC.

5.2. Experiéncias relativas a producéo de microparticulas de PDMS

Na técnica de focagem de fluxo, o tamanho das microgotas produzidas é controlado
com precisdo, deslocando a ponta da agulha ao longo do capilar sem variar o caudal. Na
Figura 67 b) pode-se observar o diametro (Dg) das microgotas produzidas numa solucéo
de glicerina, surfactante (Brij 30) e PDMS em func¢éo da posicao da ponta da agulha no

capilar.

Na Figura 67 a), pode-se visualizar a formacéo de microgotas, em que z = 0 representa
a posicdo inicial da agulha (x = 0). A posi¢do da agulha foi deslocada na diregéo z > 0,
com incremento de 23,4 um, atingindo um méximo de 285,1 um. Na posi¢do minima da
ponta da agulha, z = 0 e z < 0 ndo é possivel visualizar a formacdo de microgotas pois a
formacdo de jato ndo ocorre devido ao facto das correntes externas serem mais fortes
dentro do capilar. Com o deslocamento da ponta da agulha de incremento em incremento
em z > 0, vai-se observando um aumento do didmetro, Dq, das microgotas atingindo o
didmetro maior na posicao de Z = 285,1 um. Na Figura 67 b) é possivel observar-se o que
estd descrito anteriormente, ou seja, com 0 aumento da distancia da ponta da agulha da

posicao z = 0 observa-se um aumento do valor de Dq.
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Figura 67.Diametro (Dd) das microgotas produzidas numa solucédo de glicerina, surfactante e PDMS, para o caudal de
glicerina = 2x103 pl/h e de PDMS = 10 pl/h.

Durante a sua formacdo as microgotas inicialmente possuem forma alongada,
adquirindo a geometria esférica durante a queda pelo capilar, devido ao efeito de tenséo

superficial.

O caudal real de PDMS néo coincidia com o valor estabelecido na bomba de seringa,
dada a elevada viscosidade do fluido. O valor do caudal real de PDMS foi obtido atraves
do tratamento de um video captado por uma camara de alta velocidade. No video efetuou-
se a analise do didmetro das gotas para se poder calcular o seu volume e posteriormente
o caudal real de PDMS injetado. O valor deste caudal, Qrpwms, foi obtido através da

seguinte equacdo:

N
TG X Ve = Qppus (2)

onde Ng representa o nimero de gotas formadas, t € o tempo, V¢ € 0 volume médio das

gotas.

Na Figura 68 esta representado um histograma das microgotas, percentagem em
funcdo do diametro, construido a partir da analise de um video captado com uma camara
de alta velocidade, para um caudal de glicerina de 2x10° pl/h e um caudal de PDMS de
10 ul/h. Pode-se verificar que existem dois conjuntos de microgotas, uma vez que néo se

pode desprezar as microgotas satélite (conjunto cinza escuro).
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Figura 68.Histograma da distribui¢do do tamanho das microgotas de PDMS, na sua producao.

As microgotas satélite estdo diretamente relacionadas com a dindmica da rutura do
pescoco (entre duas microgotas principais), que dependente essencialmente do caudal da

fase continua e a proporcao das propriedades dos fluidos envolvidos [48], [49].

De referir que a anélise apresentada na Figura 68 foi obtida aquando da formagao das
gotas ao longo do capilar, ou seja, antes de se proceder a sua cura e pode-se verificar que

foi possivel a producdo de microgotas com diametros entre os 10 e 11 pum.

Contudo, ap6s a cura das microgotas em glicerina, verificou-se que algumas
microparticulas ndo estavam efetivamente curadas, as quais designamos particulas em
estado gel (Figura 69). Isto podera dever-se ao facto das 24 horas de cura das
microparticulas de PDMS a temperatura de 70°C numa solucdo de glicerina a 100 %, ndo

ser suficiente.
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Figura 69.Visualizagdo de uma particula gel no microcanal com contragéo hiperbolica.

Ao se verificar a presenca de particulas gel foram analisadas, ao longo do tempo, todas
as amostras recolhidas e verificou-se que as microparticulas sofreram alteracdes no seu
tamanho. Na Figura 70 esta representado um histograma das microparticulas apés alguns
dias da cura.
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Figura 70.Histograma da distribui¢do do tamanho das microparticulas alguns dias apos a sua cura.

Na Figura 70 pode visualizar-se a alteracdo do diametro das microparticulas de
PDMS, estas que antes apresentavam Dg médio de 10 a 11 um passam agora a ter
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didmetros médios de 4,4 um, observando-se também um aumento da concentracdo de

particulas satélite.

Esta diminuicdo da concentragdo e do didmetro das particulas de 10 um e consequente
aumento da concentracdo das particulas gel pode estar relacionado nao s6 com o défice
de tempo de cura mas também no fato de ser usado um surfactante podendo levar a

coalescéncia das particulas apds um periodo de tempo.

A fim de evitar este fendmeno, realizaram-se varias curas para evitar que as
microparticulas desaparecessem, pois um dos objetivos deste trabalho seria isolar as
microparticulas da glicerina, quer por centrifugacdo ou por evaporacdo do meio
envolvente, para posteriormente inseri-las num fluido analogo ao sangue, para a
simulacdo dos globulos vermelhos. Contudo, verificou-se que a concentracdo de
microparticulas era inferior a 0,5% ndo sendo possivel a visualizagdo da CLC nem o
estudo da reologia destas.

5.3. Deformacéo dos GVs e das microparticulas
Nesta seccdo é apresentado o estudo da deformacao das microparticulas de PDMS,
num microcanal com contracdo hiperbdlica, como ja referido anteriormente.

Para a analise da deformacéo dividiu-se o0 microcanal em duas zonas, a zona A, onde
se encontra a contracdo, e a zona B, local onde ocorre a recuperacdo dos GVs e

microparticulas.
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Figura 71.Visualizagdo do microcanal com contragdo hiperbdlica e as respetivas zonas de estudo.

Na andlise da deformacdo das microparticulas, verificou-se que existia uma ligeira
deformacdo, o que nos leva a um grande passo, Vvisto que até agora 0s escoamentos
efetuados com particulas de outros polimeros apresentavam-se como corpos rigidos [9].

Na Figura 72, esta representada a comparacdo do ID médio das microparticulas de
PDMS de diametro médio de 11,8 um com o ID dos globulos vermelhos, num microcanal

de contragéo hiperbdlica referido na seccéo 4.1.2.
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Figura 72.ID médio dos GVs e das microparticulas com o seu respetivo desvio padrdo a 95%.
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Pela analise do grafico da Figura 72, verificou-se que o ID médio foi superior na zona
A, quer nas microparticulas quer nos GVs. Foi ainda possivel verificar também que os
GVs apresentam um ID médio superior relativamente as microparticulas, o que seria
espectavel, visto que os GVs sdo células com elevada deformabilidade, que quando

expostos a uma contragédo alteram a sua forma temporariamente.

Uma analise mais rigorosa do ID de ambos 0s componentes em estudo teria que ter
em conta os fluidos em que estdo suspensos 0s GVs e as microparticulas. Contudo, isso
ndo foi possivel, tornando o processo de comparagdo dos 1D mais complicado.
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Capitulo 6

Conclusoes e trabalhos futuros

Este trabalho teve como objetivos principais estudar a formacao e o transporte de

microbolhas capazes de gerar embolias gasosas e produzir microparticulas de PDMS

através da técnica de focagem de fluxo.

6.1. Conclusoes

Relativamente as embolias gasosas as principais conclusdes retiradas deste estudo séo

as seguintes:

>

A xurografia utilizada na fabricacdo dos microcanais para os estudos efetuados
sobre embolias gasosas revelou-se uma boa técnica para a visualizacdo e
formagéo de bolhas num dispositivo de focagem de fluxo.

Esta técnica apresenta inimeras vantagens em relacdo as outras técnicas de
fabricacdo, tais como o baixo custo dos equipamentos e facil manuseamento.
Efetuaram-se escoamentos em simultaneo, em modo cocorrente de Dx40 com
2,5%Hct e ar, com os caudais a variar entre 0,005 e 0,007 ml/min e entre 242
a 335ul/min, respetivamente. Foi possivel visualizar a formacdo de
microbolhas na zona de contracdo do microcanal. Analisaram-se varios
parametros: dimensdo das bolhas, distancia entre pares de bolhas, indice de
deformacéo, velocidade das bolhas e espessura da camada livre de células em
trés zonas do microcanal, zona de contragdo (zonal), zona intermédia (zona2)
e zona de expansdo (zona3).

A dimensdo das bolhas formadas foi superior nas zonas 2 e 3, devido a area
de secc¢do ser maior, relativamente a zona 1. Foi ainda possivel visualizar que
0 tamanho das bolhas era irregular, ndo se verificando a formagéo de bolhas
com 0 mesmo tamanho. Isto pode dever-se ao facto de ndo ter sido possivel
garantir um caudal constante de ar bombeado pela bomba de seringa

Relativamente a distancia entre pares de bolhas verificou-se que esta era maior
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na zona 1, devido a velocidade ser superior, relativamente as zonas 2 e 3.
Nestas duas zonas, como a velocidade diminuia, a distancia entre os pares de
bolhas também diminuia.

Em casos particulares, quando se dava a coalescéncia de bolhas, a velocidade
aumentava, e consequentemente a distancia entre pares de bolhas também
aumentava.

O indice de deformacdo (ID) era mais elevado na zona de contracdo do
microcanal devido a forma que as bolhas possuiam, eliptica alongada. Quando
passavam da zona de contracdo para a zona de expansédo, as bolhas tinham
tendéncia em se transformarem numa geometria circular, e consequentemente
0 seu ID aproximava-se de zero.

As velocidades observadas das bolhas eram mais elevadas na zona 1. Na zona
3 as bolhas apresentavam velocidades significativamente menores devido ao
aumento da area da secgdo transversal do escoamento.

Relativamente ao tempo médio de passagem de cada bolha ao longo do
microcanal, 0s menores tempos de passagem verificaram-se na zona 1 e 0s
maiores ocorreram na zona 3. Estes dados estdo em concordancia com 0s
obtidos para as velocidades nas mesmas zonas. Na zona 1, correspondente a
contragdo do microcanal, as velocidades sdo maiores e 0s tempos de passagem
menores e na zona 3, correspondente a expansdo (maior dimensdo do
microcanal), as velocidades sdo menores e 0s tempos maiores.

Nos escoamentos realizados foi possivel observar a formagdo da CLC no
centro e junto a parede do microcanal.

A espessura da CLC junto a parede é superior a existente no centro do
microcanal. Isto deve-se ao facto de nos escoamentos efetuados existir
confluéncia dos dois fluidos no centro do microcanal, e nas paredes as forgas
de corte serem maximas, sendo a velocidade nula. Como consequéncia 0s GVs
tém tendéncia para migrar para o centro.

A diferenca da espessura da CLC entre as duas bolhas deveu-se ao facto da
sua dimens&o assumir valores diferentes no processo da sua formagéo, sendo
possivel estabelecer uma relacdo entre o tamanho das bolhas e a formacéo da
CLC.



» Quando as bolhas estavam espacadas umas das outras, o volume de plasma
acumulado na zona central ficava contido numa camada de pequeno volume,
sendo portanto a espessura da CLC menor. Na zona 2, com menores
velocidades das bolhas, estas ficavam mais proximas umas das outras, pelo
que mantendo-se o volume do plasma, a espessura da CLC era maior. Nesta
zona de expansdo, onde se dava a coalescéncia de bolhas que adquiram maior
tamanho, a camada de plasma entre elas era empurrada para a frente da bolha
resultante da coalescéncia, pelo que na zona 3 podia ocorrer uma CLC com
maior espessura.

» A forma e o tamanho das bolhas nas trés zonas estudadas terd, assim,

influéncia na espessura da CLC.

Relativamente ao estudo efetuado sobre a técnica de focagem de fluxo na produgéo

de microparticulas de PDMS as principais conclusdes sao as seguintes:

>

Esta técnica revelou ser muito promissora na producdo de microparticulas de
PDMS, pois no estudo efetuado apresentou uma elevada producdo. Apresentou,
ainda, beneficios na obtencéo da estabilidade dos fluidos em estudo, permitindo a
quebra do jato em gotas.

O uso da agulha hipodérmica forneceu uma grande estabilidade ao jato produzido,
sendo possivel obter as microgotas de PDMS.

Na producdo das microgotas de PDMS verificou-se que ao mover a agulha ao
longo do capilar na direcdo z>0, que diametro, Dq, se alterava até alcancar a
posicdo minima da agulha, z=0 e z<0, onde ndo é possivel visualizar a formacéo
de microgotas, ndo se formando o jato devido ao facto das correntes externas
serem mais fortes dentro do capilar.

Com o deslocamento da ponta da agulha de incremento em incremento em z > 0,
observou-se um aumento do didmetro, Dq, das microgotas.

Com atécnica de focagem de fluxo, obtiveram- se microgotas antes de se proceder
a sua cura, com didmetros entre 0s 10 e 11 um. A producdo de microgotas com
estas dimensdes néo tinha ainda sido possivel.

Apds o processo de cura das microgotas, produziram-se microparticulas de
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reduzidas dimensdes com um diametro medio de 4,4 um.

Relativamente ao estudo efetuado sobre a deformacéo dos GVs e das microparticulas
de PDMS as principais conclusfes sdo as seguintes:

» Naandlise da deformac&o das microparticulas, verificou-se que existia uma ligeira
deformacdo, aspeto muito relevante, visto que até agora nos escoamentos
efetuados com particulas de outros polimeros apresentavam-se como cOrpos
rigidos.

» Verificou-se que o ID médio, quer das microparticulas quer dos GVs, foi superior
na zona do microcanal onde existia uma contragdo hiperbdlica. No entanto, o ID
médio dos GVs foi superior ao das microparticulas de PDMS. Este facto era de

esperar, visto que 0s GVs sdo células com uma elevada deformabilidade.

Como conclusao final, refira-se que a geometria de focagem de fluxo de microcanais
revelou-se, mais uma vez, adequada para a producdo de microbolhas. Esta producéo é

relevante dada a importancia que as microbolhas tém no fendmeno das embolias gasosas.

A producdo de microgotas e microparticulas, pela técnica de focagem de fluxo,
revelou-se bastante promissora, dado que se conseguiram obter microgotas e
microparticulas de PDMS com diametros proximos dos GVs, o que até a data ainda nao
tinha sido conseguido. As microparticulas sdo importantes por poderem substituir os GVs
em fluidos analogos ao sangue. A utilizacdo destes fluidos é cada vez mais importante
nos estudos in vitro, porque permite ultrapassar questdes de natureza ética e de seguranca.

6.2. Trabalhos futuros

Como trabalhos futuros seria interessante o uso dos microcanais que se encontram no
anexo 1, para posterior analise do efeito das embolias gasosas em microcanais fabricados,

pela técnica litografia suave.
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Outra proposta para trabalhos futuros consiste na realizacdo de mais experiéncias com
escoamentos bifasicos com formacdo de microgotas, de modo a obter mais informacdes

sobre a sua formacdo e velocidade, para estabelecer as equagdes adequadas ao seu célculo.

Seria também interessante, produzir as microparticulas de PDMS pela técnica
focagem de fluxo utilizando fluidos diferentes, como por exemplo, agua e surfactante
SDS. Isto poderia facilitar o0 manuseamento das microparticulas ap6s a cura, tornando
possivel a introducao das microparticulas num fluido andlogo ao sangue e o estudo da sua
reologia.
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Anexos

Anexo 1

As 9 geometrias fabricadas com dimensdes reduzidas dos microcanais com geometria

de focagem de fluxo, por uma nova técnica de litografia-suave.
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Anexo 2

Erros dos microcanais fabricados por litografia suave.




