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""Science, my boy, is composed of errors,

but errors that iz is right to make, for they lead step by step to the truth.” - (Jules Verne)
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Resumo

Este projecto de mestrado em Tecnologia Biomédica é de natureza experimental e
possui como principais pontos de interesse a fabricagdo de microcanais em
polidimetilsiloxano (PDMS) a baixo custo e a visualizacdo do escoamento no interior

dos microcanais produzidos.

Constituem como principais objectivos deste projecto a fabricacdo de microcanais
em PDMS com recurso a tecnologias aplicadas a industria grafica e efectuar a sua
validagdo. Propds-se desenvolver/melhorar uma metodologia de microfabricagéo de
baixo custo, conhecida por xurografia, efectuar a visualizacdo e quantificacdo de varios

fendmenos associados ao escoamento sanguineo em microcanais.

A técnica desenvolvida neste projecto possui como referencia a litografia suave,
que por sua vez € a técnica mais utilizada na area da microfabricacdo. No entanto esta
técnica € muito dispendiosa e requer uma sala limpa. Devido a inexisténcia de uma sala
limpa no Instituto Politécnico de Braganca, neste trabalho foi utilizada uma plotter de
corte e diversos materiais utilizados na industria grafica (vinil, papel adesivo, entre
outros) para a producdo de um molde e microcanais em PDMS. As geometrias
utilizadas para o estudo possuiam larguras com dimensdes a variar entre 0s 150um e 0s
1000um. Estas possuiam ramificacdes com zonas de bifurcacdes e consequentes zonas
de confluéncias. Apos a fabricacdo dos microcanais procedeu-se ao estudo do
escoamento de fluidos fisioldégicos nesses microcanais. Os fluidos fisiologicos
utilizados foram sangue ovino com percentagens de hematdcrito entre 1% e 15% em
dextrano 40. Foram também testados caudais variaveis entre 5 e 15uL/min. Procedeu-se
a visualizacdo do escoamento dos fluidos utilizando um sistema de microscopica e
captaram-se varias imagens dos microcanais, nomeadamente antes da bifurcacdo e
depois da confluéncia. As imagens foram tratadas num software informatico,
quantificando a espessura da camada livre de células formada junto das paredes e a
jusante da confluéncia. Os resultados obtidos demonstram que a técnica designada por
xurografia pode ser utilizada para estudar varios fendmenos fisiolégicos existentes na

microcirculacéo.

Palavras-chave: Microfabricacdo de baixo custo, xurografia, microcanais,

escoamento Sanguineo, microcirculacao, espessura da camada livre de células.
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Abstract

This project of the master's degree in Biomedical Technology is an experimental
work and includes as the principal interests the fabrication of microchannels of
polydimethylsiloxane (PDMS) at low cost and the ability to study blood flow

phenomena within the microchannels produced.

The main objective of this project is to fabricate microchannels in PDMS using
the technologies applied to the printing industry and validation of their performance. It
has been proposed to develop/improve a low cost method of microfabrication, to
acquire know how about xurography and to visualize and quantify several physiological

phenomena associated with blood flow in microchannels.

The technique used as a reference in this project was soft lithography, which is the
most used technique in the field of microfabrication. However this technique is very
expensive and requires a clean room. Due to the lack of a clean room at the Polytechnic
Institute of Braganca, a cutting plotter and various materials used in the printing
industry (technique known as xurography) were used to produce the molds and the
correspondent microchannels in PDMS. The geometries used in this study had widths
with dimensions ranging from 150pm up to 1000um. These channels had ramifications
with bifurcations and confluences regions. After the fabrication of the microchannel the
physiological fluid flow in these microchannels were studied. The physiologic fluids
used were sheep blood with dextran 40 of which hematocrit percentages were between
1% and 15%. The flow rates varying between 5 and 15uL/min were also tested. The
fluid flows were visualized using a microscopic system and captured images of the
various microchannels, including especially before the bifurcation and after the
confluence. The images were processed with a computer software to quantify the
thickness of the cell free layer formed adjacent to the microchannel walls and
downstream of the confluence. The results demonstrate that the technique known as
xurography can be applied to investigate blood flow phenomena happening in

microcirculation.

Keywords: Low cost microfabrication, xurography, microchannel, blood flow,

microcirculation, cell free layer.
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Capitulo 1

1. Introducao

1.1.Motivacéo
O tema deste trabalho intitulado “Estudo experimental de escoamentos fisiologicos
em microcanais fabricados por xurografia”, foi proposto no d&mbito do mestrado em

Tecnologia Biomédica, tendo com objectivo a obtencdo do grau de mestre.

Na area da tecnologia biomédica existe um grande aumento de estudos associados
ao escoamento de fluidos em microcanais. Foi ja observado o grande potencial que
esses estudos possuem na analise de fendmenos relacionados com o escoamento de
biofluidos, nomeadamente o sangue. A necessidade de desenvolver dispositivos
médicos de diagnostico de baixo custo e 0 aumento da crise econdmica associado aos
custos elevados da investigacdo nesta area tem tido como consequéncia a diminuigédo
dos fundos disponiveis. De forma a contrariar este factor tém-se desenvolvido novas
técnicas de fabricacdo de microdispositivos que permitam efectuar os estudos de
escoamentos, de modo a diminuir os custos associados a todo o processo. Considerando
0s motivos apresentados, achou-se de todo o interesse fazer um trabalho de investigacédo
na area de escoamentos fisiolégicos em microcanais fabricados com o auxilio de
técnicas de fabricacdo de baixo custo. Efectuaram-se, entdo, esforcos para fazer uma
revisdo de literatura dos métodos de fabricacdo de microcanais correntemente
utilizados, procurando melhorar as metodologias de baixo custo utilizadas por outros

autores.

A resisténcia hidrodinamica do sistema circulatério assim como as trocas de
nutrientes e produtos residuais ocorrem fundamentalmente ao nivel dos capilares. Desta
forma é necessario atribuir grande importancia ao estudo da microcirculacdo. O
conhecimento das propriedades reoldgicas do sangue é também um factor importante
para a compreensdao do seu papel na satde e na doenca. Um dos principais pontos de
interesse nesta area corresponde a compreensdo dos mecanismos de fluxo do sangue em
condicdes fisiologicas e patologicas. Apesar de este ser uma area de estudo importante,
na actualidade, grande parte do conhecimento remete para estudos relativos a

fendmenos ao nivel macroscépicos.



Ao longo dos anos, com o objectivo de observar e compreender os fendmenos que
ocorrem em microcirculacdo, tém-se desenvolvido novos equipamentos e técnicas
complementares para se obterem explicagdes comportamentais do fluxo sanguineo.
Apesar de os resultados ja obtidos serem animadores e interessantes, os estudos
detalhados foram limitados devido a dificuldade de obter resultados precisos para
dimensoes t&o pequenas. Contribuiram para isto as limitages das tecnologias utilizadas
como por exemplo a focagem microscépica, a capacidade computacional insuficiente e
0s métodos pouco fidveis para a analise dos resultados. Ainda assim, existiu um avanco
tecnoldgico que tem permitido uma andlise mais cuidada dos fendbmenos que ocorrem

no fluxo sanguineo a microescala.

O objectivo deste trabalno é desenvolver/melhorar uma metodologia de
microfabricagdo de baixo custo que permita obter bons resultados experimentais
comparativamente com o0s processos de microfabricacdo convencionais. Pretende-se
assim efectuar uma contencdo de custos ndo sO na aquisicdo de equipamento
dispendiosos mas também no processo da fabricacdo sem recorrer a uma sala limpa.
Constitui também um objectivo desenhar num software CAD microcanais de diversos
tamanhos, de diversas geometrias e proceder a fabricacdo dos modelos in vitro baseado
em estudos anteriores. Posteriormente sdo observados escoamentos sanguineos num
sistema de microvisualizacdo constituido por um microscopio invertido e uma camara
de alta velocidade. S&o recolhidos varios filmes do escoamento sanguineo com
diferentes hematdcritos de forma a analisar varios parametros hemodinamicos, como

por exemplo a espessura da camada livre de células e velocidade de escoamento.

1.2. Estrutura do relatorio

De forma a concluir todos os objectivos propostos e motivar muitos outros
investigadores da area, este projecto tera a seguinte constituicdo. No primeiro capitulo é
apresentada a motivacdo e 0 seu enquadramento para a realizacdo deste trabalho, assim
como a sua estrutura. No segundo capitulo sera apresentada uma revisdo de literatura,
onde serdo apresentados ndo s6 os fundamentos essenciais para a compreensdo do
trabalho como varios processos de microfabricacdo e fundamentos de fluidos. Serdo
também abordados temas para a compreensdao da importancia da realizacdo destes

estudos, assim como a complexidade dos mesmos.



No capitulo 3 iremos apresentar toda a actividade laboratorial realizada para produzir
microcanais. Sera abordado o método de microfabricacdo recorrendo a materiais
usualmente utilizados por especialistas das artes graficas (plotters de corte, vinil, entre
outros), técnica conhecida por xurografia. Serdo explicados neste capitulo o0s
equipamentos utilizados, assim como as experiencias realizadas e a metodologia
utilizada para a microfabricacdo. Serdo também apresentados e discutidos os resultados
obtidos tendo por base todo o trabalho desenvolvido ao longo de todo o capitulo.

No capitulo 4 serd demonstrado o procedimento utilizado para o estudo do
escoamento sanguineo. Este capitulo sera constituido pela parte experimental relativa a
analise do escoamento sanguineo com diferentes caudais e diferentes hematocritos,
utilizando os diferentes microcanais produzidos. Posteriormente sdo apresentados e

discutidos os resultados obtidos.

Relativamente ao capitulo 5, serdo apresentadas as conclusfes deste trabalho
relativamente a actividade pratica desenvolvida na producdo de microcanais com o
recurso a técnica de xurografia e a analise dos escoamentos testados nos microcanais

produzidos.

No capitulo 6 serdo apresentadas sugestdes para trabalhos futuros, considerando
possiveis melhoramentos fundamentados relativamente ao trabalho desenvolvido mas

também outras sugestdes viaveis.

Por fim serdo apresentadas todas as referéncias bibliograficas essenciais para adquirir
0s conhecimentos necessarios na execucdo deste projecto e fulcrais para o

enguadramento do trabalho desenvolvido.



Capitulo 2

2. Fundamentos Tedricos

Ao longo deste capitulo iremos abordar aspectos relevantes sobre a
microfabricacdo e sobre biofluidos, dado tratar-se de areas cruciais para a realizagdo
deste trabalho. Os fundamentos teoricos abordados serdo fundamentais para o

enguadramento da actividade experimental deste projecto.

2.1. Microfabricacao

A microengenharia é a &rea da engenharia que abrange as tecnologias de construcao
de estruturas tridimensionais, tais como dispositivos Odpticos, fluidicos e
electromecanicos miniaturizados de alto desempenho. A microfluidica é a ciéncia e
tecnologia de sistemas que processa pequenas quantidades de fluidos, recorrendo a

canais com dimensdes entre dezenas e centenas de micrometros [4, 5].

A microfabricacdo é um termo geralmente associado a processos de fabricacdo de
dispositivos em miniatura. Estes incluem producdo de wafers, deposicdo de filmes,
micromaquinagem e todos os outros métodos de fabricacdo de estruturas que se
encontrem na escala micron. Com o evoluir do conhecimento tecnoldgico, tornou-se
possivel obter um grande controlo geométrico de estruturas na escala micron,
permitindo a criacdo de ferramentas nas mais diversas areas de estudo, como a biologia

molecular, a bioquimica, medicina e mecénica fluidica [4,5].

A microfabricacdo ndo s6 permite que esta seja aplicada a uma ampla area de
estudos, como torna-os mais baratos e eficientes, oferecendo assim vantagens como:
menor tamanho do dispositivo; menos uso de material para fabricagdo; menos tamanho

da amostra para o estudo; menos residuos; e melhor controle [4,5].

A engenharia Biomédica, bioguimica e bioldgica entre outras, ja estdo a recorrer a
microdispositivos e assim usufruir das suas vantagens, permitindo um aumento da
quantidade de estudos associados a producdo de novos microdispositivos para analises

clinicas e cuidados de satde. Em seguida irdo ser apresentados 0S processos mais



utilizados na fabricagdo de microdispositivos, mais especificamente microcanais

utilizados para testes de escoamento sanguineo.

2.1.1. Fotolitografia

Os diferentes processos de microfabricacdo, incluindo os experimentais, serdo
discutidos ao longo deste trabalho. Sera apropriado iniciar a introducdo com a
explicacdo da fotolitografia como método mais utilizado para a producdo de
microcanais que servird de referéncia para os mais diversos estudos. A fotolitografia é
um processo de transferéncia de um padrdo para uma superficie da wafer que
pretendemos gravar. No interior dos microcanais produzidos, sera onde ira ocorrer todos
0s processos analiticos. Depois de construidos os microcanais, devem ainda ser
analisados varios aspectos como as estratégias de manipulacdo dos fluidos no interior
dos microcanais, o tipo de injeccdo dos fluidos, métodos de observacdo, entre outros
[6,7,8].

Mesmo existindo uma grande variedade de materiais e de processos para se
proceder a fabricacdo dos microcanais, a maioria dos processos recorrem a 3 etapas
fundamentais: escolha do material do molde (na litografia usualmente utilizam-se
wafers em silicio); constru¢cdo dos microcanais; e selagem do microdispositivo. Na

Figura 1 podemos observar um esquema das 3 etapas descritas [6,7,8].

Figura 1: Principais etapas de microfabricagdo: A — escolha do material para produgdo do molde; B — construgdo das

microestruturas no material seleccionado; ¢ — selagem do microdispositivo.



Tipicamente na microfabricacdo utiliza-se uma fonte de energia eléctrica para se
efectuar a transferéncia da imagem para o molde escolhido. Os processos mais
utilizados sdo os fotolitogréficos. A fotolitografia foi a primeira técnica utilizada para a
construcdo de dispositivos microfluidicos, como adaptacdo da fabricacdo industrial de

componentes electronicos micrométricos [6,7,8].

O processo é iniciado com a criacdo de um desenho da geometria que pretendemos
num software formato CAD que permita a impressdo do desenho, possibilitando a
criacdo de uma méscara como podemos observar na Figura 2. A méscara é normalmente
transparente e feita em cal sodada ou em quartzo, na qual o desenho que foi gerado em
computador é depositado numa fina camada cromada. Existem dois tipos de producédo
de mascaras, 0S que possuem apenas caracteristicas rectangulares e as que possuem
caracteristicas circulares. As que possuem caracteristicas rectangulares sdo produzidas
por um processo denominado de geracdo de padrbes, por sua vez as que possuem
caracteristicas circulares sdo produzidas recorrendo a um feixe de electrdes. As
mascaras podem ser também classificadas em mascaras de campo claro ou mascaras de
campo escuro. Nas mascaras de campo escuro toda a area é coberta de cromio, enquanto
0s padrbes continuam transparentes, nas mascaras de campo claro o cromio €
depositado nas areas que possui 0s padrdes, enquanto toda a area restante permanece
livre [6,7,8].

UF

A

UF

B

Figura 2: A — padrdo gerado em computador que se pretende transferir para a wafer; B — mascara de campo escuro, a

zona escura € a camada cromada [6].



A fotolitografia (processo representado de forma esquematica na Figura 3) € um
processo de microfabricacdo que possui 4 etapas distintas: aplicacdo do fotorresiste;
alinhamento da maéscara; exposicdo a radiagdo UV; e revelagdo do fotorresiste.
Relativamente a primeira fase (aplicacdo do fotorresiste), o fotorresiste € um polimero
fotossensivel, ou seja, é sensivel a luz. Esta propriedade permite que o desenho da
geometria seja transferido para a wafer. A fina camada de fotorresiste é aplicada na
wafer geralmente por um processo de revestimento rotacional. E importante efectuar
uma escolha adequada do fotorresiste, tendo em conta que existem fotorresiste
negativos e positivos possuindo estes comportamentos diferentes quando expostos a
radiagédo UV [6,7,8].

UV Light Source =( )=
(] The photoresist is exposed here

. e _But not here

Thin layer pholosensilive polymer — —
500 micron thick silicon wafer [

y
Only the letters UF have  / \

been exposed to UV light
The exposed polymer
coating has been chemically

changed and now the silicon
wafer can be etched . /

Figura 3: Esquema do processo de fotolitografia. Podemos observar o revestimento da wafer com um material
fotorresister, alinhamento do conjunto wafer/méscara e respectiva exposicédo a radiacéo UV [6].

O fotorresiste positivo torna-se soltvel quando exposto a radiacdo UV, ou seja, as
areas do desenho serdo dissolvidas durante a etapa de revelacdo (etapa em que se utiliza
um agente de revelagéo), permitindo que o padrdo seja gravado directamente na wafer.
O fotorresiste negativo torna-se menos soltvel nas mesmas condigdes, assim sendo, as
areas que ndo desejamos serdo dissolvidas por accdo do agente de revelacdo, a wafer vai
assim ser gravada em todas as areas menos nas areas do desenho [6,7,8]. Na Figura 4
podemos observar uma representacdo esquematica do molde obtidos com a utilizacao

do fotorresiste negativo e positivo.



Figura 4: Representacéo esquematica do resultados obtido com a revelacéo do fotorresiste: A — Fotorresiste positivo;
B — Fotorresiste negativo.

Depois de se considerar todos 0s pormenores anteriormente referidos e de se
revestir a wafer com o fotorresiste, a mascara € alinhada sobre o wafer e é emitida luz
UV em direc¢do ao conjunto wafer/mascara. A luz UV passa apenas pelas areas claras

da mascara para o wafer [6,7,8].

Por fim, procede-se a revelacdo do fotorresiste, ou seja, a wafer é colocada numa
solucdo de revelagdo para remover as areas solUveis de fotorresiste. Depois do padrao
ter sido transferido para o fotorresiste por fotolitografia e este ficar gravado por meio de
ataque quimico, é importante a escolha da solugédo de revelacdo. Segundo alguns autores
€ necessario considerar factores como a taxa de corrosdo do sistema e a orientagdo do
material. A seleccdo do produto quimico e as taxas de corrosdo a temperaturas
especificas devem ser utilizadas de acordo com as indicacdes fornecidas pelos
produtores, de forma a obter um sistema adequado a processo de microfabricacdo. Na
Figura 5 podemos observar de uma forma esquematica e detalhada das diferentes etapas
da microfabricagéo recorrendo a fotolitografia [6,9,10].

Ly

A B C D

Filme metalico

@ Fotorresiste

E F G H

Figura 5: Etapas gerais de microfabricacédo por fotolitografia: A — Deposicéo de filme metalico sobre a wafer; B —
Deposicéo do fotorresister; C — Colocacéo da méscara e exposicéo a radiacdo UV; D — revelagdo do fotorresister; E —
Remocéo da camada de fotorresister; F — Corrosdo da camada da wafer; G — Remocédo da camada metalicae H —
Selagem dos microcanais.



A wafer podera funcionar como microcanal depois de efectuada a sua selagem, ou
entdo se produzissemos uma wafer que fosse o negativo dos microcanais, esta poderia
ser utilizada como molde para a deposi¢do de PDMS. O PDMS depois de solidificado
iria adquirir as microestruturas presentes no molde. Posteriormente seria efectuada a

selagem e estaria disponivel para se efectuarem teste de escoamento de fluidos [6,9,10].

2.1.2. Prototipagem rapida

A microfabricacdo € um processo de fabricacdo a uma escala muito pequena, isso
poderd por vezes traduzir-se num alto custo e aumento de tempo da producdo o que
impede por vez o seu uso. Face a esta dificuldade e ao aumento da crise financeira
mundial, tém-se procurado ao longo do tempo alternativas que recorram a materiais
laboratoriais mais comuns e que acarretem menores custos e maior rapidez na producao.
As metodologias que recorrem a prototipagem réapida oferecem todas as vantagens atras
referidas [11,12].

Em grande parte das metodologias utilizadas pelos autores que recorreram a esta
técnica como método de microfabricacéo, utilizou-se o polidimetilsiloxano (PDMS). O
PDMS ¢é um excelente material para prototipagem rapida. Este inicialmente encontra-se
num estado liquido, porém com a adicdo de um agente de cura este ira solidificar ao
longo do tempo. E também um material que devido as suas propriedades dpticas como a
transparéncia, torna-se possivel efectuar uma facil visualizacdo do fluxo sanguineo em
microscopio. O PDMS normalmente utilizado (Sylgard® 184 Silicone Elastomer Kit)
faz parte de um conjunto composto de oligobmero de PDMS. Sdo normalmente
misturados na proporcdo de 10/1 com um agente de cura ou um agente de ligacdo
cruzada para produzir o polimero usado para fabricar os microdispositivos.
Posteriormente a mistura é colocada no molde onde se encontra a geometria que
pretendemos e é deixado a curar. A cura do PDMS é alterada com a accdo da
temperatura, tornando-se possivel acelerar o processo com o aumento da temperatura
[11,12].



2.1.2.1. Moldagado

A moldacdo é uma técnica que recorre a impressoras 3D de alta resolucéo para a
producdo de mascaras, tornando o processo mais barato comparativamente com as
mascaras comummente utilizadas em fotolitografia. Neste processo, o desenho CAD é
reproduzido num filme que funcionara como mascara. A mascara é alinhada sobre uma
wafer que esté revestida com fotorresiste e é exposta a luz ultravioleta. Apds esta etapa
a wafer ird funcionar como molde para a deposicdo de PDMS e posteriormente
proceder-se a sua remocdo, obtendo-se assim microcanais em PDMS. O fotorresiste
utilizado neste processo (SU-8) permite que seja depositado ate 2mm de espessura sobre
a wafer, o que é bastante superior comparativamente com outros (normalmente a
espessura varia entre 2-3um). De referir que este método de producdo de mascaras com
impressoras 3D, provoca uma perda que qualidade e resolucdo dos microcanais finais.
As mascaras produzidas possuem menos precisdo do que as produzidas por
fotolitografia, desta forma todas as etapas seguintes serdo influenciadas pela qualidade

das mascaras produzidas [13].

2.1.2.2. Prensagem de polimero a quente

Outro método que recorre a prototipagem rapida é a prensagem de polimero a
quente. Este método tira vantagem das propriedades viscoelasticas de polimeros
(frequentemente é utilizado o polimetilmetacrilato (PMMA)), proximo do ponto de
transicdo vitrea o polimero transforma-se em maledvel. Neste método de
microfabricacdo um molde e o substrato de polimero sdo postos em contacto, aquecidos
e pressionados em conjunto. O padrdo do molde é transferido para o substrato de
polimero. Despois de transferido o padrdo para o polimero, este é arrefecido ate a
temperatura de transicdo vitrea, adquirindo assim o padrdo do molde. E um processo
que permite a construcdo de estruturas com 15um de largura e 1um de espessura. O
PMMA tem sido utilizado na area da biologia em processos de separacdo pela LabCard
[14,15].

Neste processo o0 PDMS ndo é utilizado mas sim o PMMA, este é um polimero
facilmente manuseado e rigido enquanto o PDMS é um elastomero flexivel e pegajoso
que recolhe facilmente residuos sélidos do ambiente durante o processo de

experimentacdo. O PMMA quando trabalhado com cuidado, minimiza a recolha de pd e

10



a transferéncia de impressbes digitais que sdo artefactos indesejados na visualizacéo
microscopia [16].

2.1.2.3. Xurografia

A plotter de corte € um equipamento utilizado mais frequentemente na area das
artes graficas. No entanto, recentemente esta tecnologia tem vindo a ser utlizada para a
fabricacdo de moldes para a producdo de microcanais. Esta técnica tem como principal
objectivo diminuir os custos de producdo, considerando que todos 0s meétodos atras
descritos sdo mais dispendiosos. A plotter de corte é utilizada para cortar vinil ou outros
materiais que irdo funcionar como molde para o fabrico do dispositivo. Depois de
colocado o PDMS no molde, este é desgaseificado com uma bomba de vacuo e
posteriormente é efectuada a sua cura num forno ou outro equipamento equivalente (por
exemplo uma estufa). Com este método é possivel fabricar diversos dispositivos
microfluidicos de forma barata e rapida (tempo inferior a 90 minutos). Esta metodologia
pode assim ser utilizada por cientistas e investigadores sem acesso a instalacdes e
equipamentos dispendiosos e pode ser aplicada a investigacdo cientifica. Na Figura 6, é
apresentado um desenho esquematico das varias etapas desta técnica também conhecida
por xurografia [17].

\ W( Nilms
channel-shaped cut film *'

ghu dish
uml—cund PDMS
water
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for removing
Addin
d) PDMS 1 the cut film

Figura 6: Esquema das diferentes etapas de microfabricagdo recorrendo a xurografia [17].
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Daniel et al. [18], exploraram diferentes materiais utilizados na industria grafica,
verificando qual o material que apresentava melhor preciséo e qual permitia produzir
microestruturas de menores dimensfes possiveis. Verificaram que peliculas térmicas e
Rubylith® foram os materiais que permitiram produzir moldes para microestruturas em
PDMS com melhor qualidade e com menores dimensdes. Verificaram também que era
possivel produzir microestruturas de forma mais rapida comparativamente com o0s

outros métodos usualmente utilizados.

Apesar de ser uma técnica bastante barata e que produz bons resultados, tem-se
ainda desenvolvido poucos estudos com o objectivo de melhorar a producdo das
microestruturas a baixo custo. Por outro lado ndo existem estudos relativos a possivel

aplicacdo desta técnica ao estudo do escoamento sanguineo a microescala.

2.2.Biofluidos

Um biofluido é por definicdo um fluido biol6gico. Os fluidos bioldgicos, como o
nome sugere, sdo fluidos produzidos no interior de um corpo organico, podendo estes
ser, urina, bilis, leite materno e o sangue, entre outros. Alguns fluidos podem ser obtidos
sob a forma de secrecdo (leite materno, bilis), pode ser excretado (urina, suor), obtido
com o recurso de dispositivos médicos (sangue, fluido espinal), ou desenvolver-se como
resultado de um processo patolégico (pus). De todos os fluidos produzidos no ser vivo,
é atribuida especial importancia ao sangue pelas funcbes que este desempenha na sua

sobrevivéncia. [19]

O sangue é um biofluido bombeado pelo coracdo, que circula por todo o corpo
humano em vasos sanguineos. Este transporta substancias dissolvidas, produzidas por
processos metabolicos do organismo ou necessarias para que os referidos processos

possam ocorrer.

Considerando a importancia que o0 sangue possui para a sobrevivéncia do ser vivo,
tem-se verificado um aumento significativo de estudos nas mais diversas areas. Estudos
relacionados com a sua composicdo, as patologias associadas assim como 0 Sseu
comportamento ao longo do escoamento nos mais diversos canais de transporte que o

ser vivo possui, sdo objecto de reflexdo e de estudo na actualidade.
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2.2.1. O sangue e 0s seus constituintes

O sangue é um fluido opaco, com viscosidade superior & &gua e heterogéneo
constituido por um liquido claro, o plasma e uma série de elementos celulares
(Eritrocitos, Leucocitos e Plaquetas) [20]. O sangue esta contido num compartimento
fechado, o aparelho circulatério que o mantém em movimento segundo um fluxo
unidireccional [21]. Num adulto, o volume de sangue corresponde a cerca de 7% do
peso do corpo, ou cerca de 5 litros (num adulto com cerca de 70 Kg de peso) [22]. O
sangue, devido a sua complexidade e ao facto de ser composto por células que exercem
funcbes especificas, pode ser chamado de tecido, considerando o ponto de vista
funcional. O sangue ndo é um liquido, ele encontra-se num estado fisioldgico normal,
préximo da composicao liquida, na verdade, mais proximo do estado de sol (gel diluido)
[23, 24].

2.2.1.1. Hemécias

As hema@cias, eritrocitos ou globulos vermelhos (Figura de Hemacias em
microscopio de varredura) sdo elementos celulares anucleados, com forma de disco
bicbncavo, com cerca de 7,5 micrometros de didmetro, cerca de 2,6 micrometros de
espessura na periferia e com apenas 0,8 micrometros de espessura no centro. A forma
bicdncava proporciona uma grande superficie, o que facilita as trocas gasosas da
responsabilidade dos eritrécitos. Além disso, as hemacias sdo muito flexiveis o que lhe
permite adaptar a forma dos capilares de menor diametro. A quantidade normal no
sangue varia entre 3,9 e 5,5 milhdes / mm3 de sangue na mulher e entre 4,1 e 6,0

milhdes / mm3 de sangue no homem [21].

Figura 7: Hemacias visualizadas em microscopio de varredura [25].
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A principal funcdo das hemacias é transportar O, para os tecidos do organismo e o
transporte de CO; dos tecidos para 0 parénquima pulmonar. Para cumprirem 0 seu
objectivo primordial que é a troca de gases, as hemacias contém no citoplasma uma

proteina especializada designada hemoglobina [26, 27].

2.2.1.2.  Leucdcitos
Leucdcitos ou globulos brancos (visualizagdo em microscopio de varredura na
Figura 8) sdo células com forma esférica quando em suspensdo no sangue,
intervenientes em mecanismo de defesa. De forma constante, os leucécitos deixam o
interior dos capilares para penetrarem no tecido conjuntivo, ocorrendo o fenémeno de
diapedese. Na prética, os leucdcitos sdo frequentemente dividida em dois grupos

principais, os granuldcitos e os agranulécitos [21, 28, 29].

Figura 8: Leucdcitos visualizados em microscopio de varredura [25].

Os granulécitos (neutrofilos, eosindfilos e basofilos) tém um ndcleo irregular
segmentado. Possuem granulos no seu interior, delimitados por uma membrana. Os
agranulécitos (mondcitos e linfocitos) tém um ndcleo que possui uma forma regular, ou
seja, ndo apresentam granulagdes no seu citoplasma. O nimero de leucdcitos por mm3
de sangue no adulto normal varia entre 6.000 a 10.000, sendo 60 a 70% de neutrdéfilos, 2
a 4% de eosinofilos, 0 a 1% de basofilos, 20 a 30% de linfocitos, 3 a 8% de mondcitos
[21, 29]. O didmetro dos leucocitos poderd variar entre 0s 7 € 0s 22pum de acordo com 0
seu tipo. [30]
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2.2.1.3. Plaquetas

As plaquetas sanguineas (observar na Figura 9), também conhecidas como
trombdcitos, sdo relativamente pequena (2-4um de didmetro), irregulares ou ovais
presentes em grande numero (200.000-400.000/ uL de sangue) no sangue. As plaguetas
sdo fragmentos de células anucleadas, derivados de megacariocitos na medula 0ssea.
Desempenham um papel fundamental na coagulagdo do sangue, formando tampdes
mecanicos durante a resposta hemostatica a lesdo vascular. Para que a resposta
hemostatica seja eficaz, as plaquetas desempenham reac¢des de adesdo, secrecdo,

agregacdo e fusdo [20, 23, 31].

Figura 9: Plaquetas visualizados em microscopio de varredura [25].

2.3. Analise do sangue

Para se conhecer a composi¢cdo do sangue, a forma mais comum € a sua analise
bioguimica e celular por meio do hemograma. O sangue é composto basicamente de
agua (aproximadamente 90%), e é dividido em plasma (60%) e células [22]. Atraveés de
uma puncdo venosa obtém-se uma amostra de sangue que é colocada num tubo de
ensaio padronizado. Para evitar a sua coagulagdo, sdo adicionadas substancias
anticoagulantes como, a heparina. Na centrifugacdo do sangue ndo-coagulado ocorre
essa divisdo, podendo se verificar que a parte mais densa (celular) € composta
principalmente por hemaécias (ou glébulos vermelhos), sendo denominada hematdcrito
(Hct). Na Figura 10 podemos observar o tudo de ensaio depois de efectuada a

centrifugacdo. Embora o Hct seja toda a parte celular do sangue nédo-coagulado, no
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ponto de vista pratico pode-se caracterizar o Hct como a quantidade de hemacias
presente no sangue. O aumento do Hct significa o aumento na quantidade de glébulos
vermelhos no sangue, que pode ser derivado de uma policitemia (aumento do nimero
de células do sangue), ou devido a perda de liquido sanguineo. A contagem dos Hct €
feita em relacdo ao plasma (parte liquida do sangue): proporcao do sangue total ocupado

pelos glébulos vermelhos [21, 22].

SCIENCEPhOLOLIBRARY

Figura 10: Tubo de ensaio depois de procedida a centrifugacdo do sangue. O Hct encontra-se na parte inferior do
tubo [25].

2.4. Hemodinamica & Reologia do sangue

A anédlise do fluxo sanguineo no sistema cardiovascular é bastante complexa.
Considerando que o coracdo é uma bomba na qual ocorrem diversos factores fisicos e
quimicos que afectam o seu comportamento, serd de esperar uma analise dificil do
comportamento do fluxo sanguineo. Os vasos sanguineos sdo também bastante elasticos
e possuem diversas ramificagdes de diversos tamanhos, assegurando assim uma rede
complexa de transporte sanguineo para toda a parte do corpo humano. O sangue, como
ja foi referido anteriormente neste trabalho, € uma solucdo complexa que possui
diversos tipos de células na sua constituicdo dificultando ainda mais o processo de

analise do seu escoamento [32].

Considerando os factores atras descritos seria de esperar uma grande dificuldade na

analise de uma complexo escoamento sanguineo, porém é possivel simplificar o
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processo aplicando elementos elementares da mecénica dos fluidos aplicada a sistemas

hidraulicos simples [32].

O escoamento sanguineo pode assim obedecer aos principios fisicos de escoamento
no interior de condutas, no qual a massa, a energia e a quantidade de movimento séo
conservadas. O movimento do sangue nos vasos sanguineos é provocado pelo gradiente
de pressdo que existe no seu interior. A pressdo nos vasos Sanguineos, esta
constantemente a ser alterada no seu interior, de ponto para ponto, assim sendo esta
variacdo da pressdo ird4 provocar o movimento do sangue. Porém, as forgas tangenciais
ao movimento do sangue (forcas de corte), assim como as forcas provocadas pela

turbuléncia do escoamento opdem-se a circulacdo sanguinea [32].

O escoamento pode ser considerado laminar ou turbulento. Um escoamento laminar
ocorre quando a velocidade tem apenar uma componente ao longo do eixo, ou seja, 0
fluido move-se em camadas, uma camada desliza sobre a camada adjacente, ocorrendo
apenas troca de quantidade molecular. Por sua vez o regime turbulento ocorre quando
existem outras componentes ndo normais ao eixo, apesar da componente principal se
encontrar ao longo do eixo, ou seja, as particulas apresentam um movimento irregular,

existindo assim componentes transversais ao escoamento global do fluido [32].

Em regime laminar, a viscosidade tende a moderar o aparecimento da turbuléncia,
possuindo um Reynolds (Re) inferior a 2300, por sua vez os escoamentos turbulentos
sdo caracterizados por possuir Reynolds superiores a 2300 e por ocorrerem dissipacdes

de energia [32].

O numero de Reynolds representa a razdo entre as forcas de inercia e as for¢as da
viscosidade, permitindo analisar se 0 escoamento € laminar ou turbulento. Este pode ser
calculado tendo em conta as forgas inerciais e as forcas causadas pela viscosidade. Para
condutas de secc¢éo circular é calculado por:

_ovp _ D
Re=22="2 (2)

onde p é a massa volimica do fluido, V é a velocidade média, D é o didmetro da
conduta, u é a viscosidade do fluido e v é a viscosidade cinematica. Para condutas de

seccao ndo circular o didametro deve ser substituido pelo didametro hidraulico.
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2.4.1. Classificacdo dos fluidos
Relativamente ao comportamento do fluido, estes podem ser classificados como
newtoniano, ou ndo-newtoniano, quando relacionamos a tensdo de corte com a taxa de
deformacdo de corte. Seguidamente na Figura 11 pode-se observar o comportamento

dos fluidos com a variacdo dos factores atras descritos [33].

(A)
(8)
()
(D)
(E)
(A) Herschel-Bulkley
(B) Bingham
(C) Reofluidificante (Pseudoplastico)
(D) Newtoniano

Taxa de deformacio de corte (E) Reoespessante (Dilatante)

Tensao de corte

Figura 11: Comportamento dos fluidos quando sujeitos a tensdes de corte [33].

Fluidos Newtonianos sdo todos os fluidos que possuem sempre a mesma
viscosidade com a alteracdo da velocidade, ou seja, apresentam um comportamento
viscoso ideal, existindo uma proporcionalidade entre a tensdo de corte e a taxa de

deformacdo. Os fluidos mais comuns sdo o leite, a &gua, 6leos vegetais e o plasma [33].

Os fluidos ndo-Newtonianos (Bingham, Dilatante, Herschel-Bulkley e
Pseudoplastico), ndo existe relacdo de proporcionalidade directa entre a tensdo de corte
e a taxa de deformagdo, variando assim a sua viscosidade com o grau de deformagéo
aplicado. A polpa de tomate e o sangue sdo dois dos fluidos ndo-Newtonianos mais
conhecidos [33, 34].

Apesar de a maioria dos fluidos ndo-Newtonianos se comportarem com um fluido
Pseudoplastico, existem também algumas suspensdes de particulas irregulares que se

comportam como um fluido Dilatante [34]

2.4.2. Perfis de velocidade de escoamento
A determinacdo da velocidade do escoamento sanguineo em microvasos e
microcanais tém sido objecto de estudo por diversos autores que recorrem as mais

diversas técnicas. Apesar de alguns considerarem que o perfil de velocidade pode ser
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aproximado a um perfil parabolico, em alguns casos relatam que se pode aproximar de
um perfil tipo “pistdao” (plano em torno do eixo do microcanal), considerando Hct
superiores a 1%, como podemos observar na Figura 12. Como ja foi feito referéncia
anteriormente neste trabalho, o escoamento sanguineo € um processo complexo que é
afectado por diferentes pardmetros como o diametro do microcanal, a taxa de
deformacdo, o fluido em suspensdo (plasma, soro fisiolégico ou dextrano), erros
experimentais, entre outros. Considerando estes factores, como seria de esperar existe
ainda uma grande controvérsia entra os diferentes resultados experimentais e 0s
respectivos autores na escolha do perfil que se aproxime a velocidade do escoamento
sanguinea [30, 35, 36, 37].
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Figura 12: Perfis de velocidade para hematécrito superior e inferior a 1% [30].

2.4.3. Comportamento reoldgico em microcanais
Ao longo dos tempos, foram efectuados estudos relacionados com o
comportamento reoldgico do fluxo de sangue para diferentes didmetros de microcanais
e para diferentes Hct. Foram observados dois efeitos, o efeito de Fahraeus e o efeito de
Fahraeus-Lindqvist, estando estes associados com a alteracdo dos factores anteriormente
enumerados [30,38,39].

Robin Fahraeus observou nos seus estudos que o fluxo sanguineo e o seu
hematdcrito sdo afectados pela alteracdo do diametro dos microcanais, quando estes sdo

inferiores a 300um de diametro. O efeito Fahraeus indica que para microcanais mais
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estreitos ocorre o fendmeno de migracdo axial das hemacias para o centro do

microcanal. Podemos observar o efeito de Fahraeus na Figura 13 [30,38,39].
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Figura 13: Efeito de Fahraeus em capilares de vidro. Distribui¢do do Hct no microcanal [30].

O efeito de Fahraeus-Lindqvist, tal como o fenémeno anteriormente referido ocorre
para diametros inferiores a 300um, observando-se a variacdo da viscosidade do sangue
com a alteracdo do diametro dos microcanais. Verificou-se que a viscosidade do sangue
diminui com a diminuicéo do diametro do microcanal, porém varios estudos posteriores
verificaram que para didmetros inferiores a 7um o efeito de Fahraeus-Lindgvist é
invertido, tal como podemos observar na Figura 14. Foram apresentados pelos autores
destes estudos varios fendbmenos que podem influenciar a viscosidade aparente do
escoamento sanguineo, como a camada de plasma e 0os movimentos microscpicos

realizados pelas hemacias [38,39].

(4]
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Figura 14: Efeito de Fahraeus-Lindqvist. Variacéo da viscosidade em funcédo do didmetro do microcanal [30].
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O efeito de Fahraeus-Lindqvist pode ser explicado por dois factores associados, a
diminuicdo do diametro do microcanal que provoca um decréscimo do hematdcrito a ser
escoado devido a formagdo de uma camada livre de células (CLCs) junto as paredes do
microcanal. A CLC formada junto as paredes ainda nao possui uma explicacdo
totalmente unanime, porem esta pode ser associada a tendéncia das heméacias migrarem
para a zona central do microcanal como podemos observar na Figura 15. Assim sendo o
plasma que se encontra junto as paredes (local onde as for¢as de corte sdo maximas) ira
reduzir o atrito entre as hemaécias e as paredes dos microcanais, contribuindo assim para

a reducao da viscosidade do sangue [40].
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Figura 15: Representacdo esquematica da migracao axial das Hemacias [41].

2.4.4. Tecnicas de separacdo de células baseados em biomimética

As técnicas de separagdo baseadas em biomimética dos microfluidos adaptam-se aos
fendmenos hemodinamicos que envolvem as propriedades intrinsecas do sangue e das
microvasculaturas, de forma a se alcancar o fraccionamento desejado dos componentes
do mesmo. Estes fendmenos incluem a drenagem do plasma, a associacdo dos
leucdcitos e o efeito Zweifach Fung, também conhecido por lei da bifurcacdo. Apesar
dos mecanismos ndo serem descritos, estes efeitos foram observados e reproduzidos em

sistemas microfluidicos [42,43].
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Dentro da microvasculatura, a concentracdo das Hemacias tende a ser elevada junto
ao centro dos vasos, enquanto que os Leucocitos sdo associados a uma regido rica em

plasma nas paredes dos mesmos.

A lei da bifurcagéo descreve o comportamento das Hemacias quando o microcapilar
bifurca. Estas celulas deslocam-se predominantemente, o maior dos capilares na
bifurcacdo. Entdo foram desenvolvidas algumas técnicas que aproveitam estes efeitos da
lei da bifurcagdo. Shevkoplyas et al. desenvolveram um método para o isolamento dos
Leucocitos do sangue através da aplicacdo deste denémeno fisioldgico [42,43].

A separacdo das células do plasma é outro objectivo comum. O fendmeno da
drenagem do plasma tem sido explorado in vitro para a separacdo das células livres do
plasma. Faivre et al. exploraram este efeito em microcanais fabricados com sangue,
previamente, diluido. Para além disso, eles aplicaram uma saida trifurcada para
seguirem ao pormenor esta subita expansdao do mesmo [42,44]. Sollier et al. reviram,
recentemente, este metodo e demonstraram que o efeito encontra-se, também, presente
em canais mais largos, mesmo utilizando caudais mais elevados [42,44]. Os parametros
mais importantes para o desenvolvimeno destes métodos foram a viscosidade (ajustada
através da diluicdo do sangue), a forma e o tamanho da expansdo, bem como o caudal
utilizado. Nestas condicdes de valores elevados de caudal, os efeitos de inércia podem
afectar a drenagem do plasma. A lei da bifurcacdo foi também manipulada de forma a
que eles conseguissem uma separacdo do plasma altamente eficiente através de uma

vasta gama de Hct.

Por conseguinte, as técnicas de separacdo baseadas na biomimética, como podemos
observar na Figura 16, sdo compostas por um numero de técnicas diferentes, podendo
ser aplicadas de inumeras maneiras. Os caudais utilizados para a drenagem do plasma
testada por Faivre e Sollier, permitiu-lhes processar grandes volumes de amostra. Os
dispositivos produzidos por Shevkoplyas (associacdo de leucdcitos) e Yang (lei da
bifurcagdo) executam a caudais relativamente baixos. Este facto limita a sua utilizagdo
para dispositivos portateis, também conhecidos por lab-on-chip, onde a manipulacao de

pequenos volumes é imprescindivel [32].
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Figura 16: Microdispositivos que imitam as microvasculaturas através da biomimética. a) Associacdo dos leucdcitos
que € utilizada para isolar os leucdcitos como eles sdo tipicamente encontrados nas regifes mais proximas das
paredes do microcanal; b) Lei da bifurcacdo é manipulada para remover as células livres do plasma do sangue [42].
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Capitulo 3

3. Microfabricacao

Ao longo deste capitulo iremos apresentar todos os materiais e métodos utilizados
para a producdo dos microcanais. No capitulo 3 sdo explicadas todas as op¢des tomadas
para a realizacdo da actividade experimental na fabricagdo de microcanais. Estes
possuiam seccéo rectangular com uma bifurcacéo e confluéncia. Foram produzidos com
recurso a um equipamento utilizado na industria grafica (xurografia). Nesta seccéo,
serdo ndo s6 apresentados e discutidos os resultados obtidos mas também seré efectuada

uma comparacao com os valores tedricos.

3.1.Procedimento Experimental

3.1.1. Materiais e Métodos

Foi desenvolvido um dispositivo com microcanais que beneficiasse o estudo dos
fendmenos que ocorrem em bifurcacbes e respectivas confluéncias, bem como futuros
projectos de microfabricagcdo e modelagem computacional. Foram testadas diferentes
geometrias, desta forma foram desenvolvidos diversos desenhos CAD de microcanais
em formato vectorial. Estes microcanais tém como objectivo, posteriormente (Capitulo
3.2) simular um sistema de redes capilares simples de forma a analisar 0 comportamento
das hemacias e fendmenos como a camada livre de células (CLC). Sera observado a
influéncias das bifurcacdes e as respectivas confluéncias na espessura da CLC. Os

microcanais fabricados possuem paredes laterais rectas e verticais.

Depois de determinar a forma dos microcanais, foram também consideradas as
dimensGes. A metodologia utilizada foi baseada em estudos ja apresentados
anteriormente associados a plotters de corte. A largura minima dos microcanais
considerada foi limitada pelo processo de corte do molde com o recurso a trés plotters.
Foi considerada como largura maxima dos microcanais as largura utilizadas por outros
autores e considerando que pretendiamos efectuar um estudo na escala micron. A
espessura do microcanal estava também sujeito ao material que iriamos utilizar para a
producdo do molde. Todo o processo experimental estava dependente das condicdes
utilizadas para recortar o molde. A precisdo das diferentes plotters em efectuar o corte
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das geometrias, assim como a precisdo das laminas de corte em efectuar o recorte dos

diferentes materiais, influenciariam o processo de fabricagdo

Foi necessario desenhar-se as geometrias do sistema de escoamento num suporte
informéatico CAD vectorial. O ficheiro seria necessario para o recorte das geometrias
com a plotter. Desta forma foram utilizados trés softwares, um software de desenho e
dois softwares compativeis com o equipamento, permitindo o corte. O AutoCAD foi
utilizado para desenhar as geometrias em formato CAD vectorial, o coreldraw e
GreatCut foram utilizados como software de compatibilidade entre o formato digital e
as plotters de corte. Nas Figura 17, 18 e 19 sdo apresentadas as geometrias utilizadas

para este estudo e as respectivas larguras dos microcanais em micron (um).

A

A 300

Figura 17: Desenho esqueméatico com pormenor da rede de microcanais e zonas de bifurcacéo e confluéncia da

geometria A — Geometria com canal principal de 300um de largura e ramificagdes de 150um.

Figura 18: Desenho esquematico com pormenor da rede de microcanais e zonas de bifurcacéo e confluéncia da

geometria B — Geometria com canal principal de 500um de largura e ramificacfes de 250um.
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Figura 19: Desenho esquematico com pormenor da rede de microcanais e zonas de bifurcacéo e confluéncia da
geometria C — Geometria com canal principal de 1000um de largura e ramificages de 500 pum.

Para se efectuar o recorte das geometrias para a producdo do molde e
posteriormente fabricar-se 0s microcanais, foram utilizados diversos tipos de materiais e
3 diferentes plotters de corte. Assim seria permitido efectuar a comparacéo entre 0s
equipamentos e analisar qual apresenta melhor qualidade de produgdo dos microcanais.
Inicialmente utilizou-se uma plotter Secabo Mini. Permitiria efectuar testes preliminares
e averiguar se 0 método seria plausivel para se efectuar um estudo mais aprofundado, ou
se ndo seria adequado para 0s objectivos propostos. Os materiais utilizados foram
diversos, como vinil de diferentes cores e espessuras utilizados na industria grafica,
acetato de diferentes espessuras e papel adesivo. Na Figura 20 podemos observar 0s
diferentes materiais testados ao longo deste projecto. Mais a frente neste projecto seréo
apresentados de forma mais detalhada os materiais, as suas caracteristicas e 0s

resultados obtidos.

Figura 20: Diferentes materiais utilizados para a fabricagdo do molde.
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A metodologia utilizada para a fabricagdo dos microcanais foi a mesma para todas
as geometria e todos os equipamentos utilizados. Inicialmente recortou-se algumas das
geometrias ja apresentadas e coloca-las em caixas de petri com o auxilio de um papel de
transporte. Posteriormente seria necessario produzir-se PDMS que sera depositado
sobre 0 molde recortado e efectuar a sua cura. Este ird adquirir a forma da geometria
recortada que podera posteriormente ser selada com uma lamina. Assim sendo, seria
necessario produzir-se duas diferentes misturar de PDMS, uma para o molde (razéo de

10:1) e outra a lamina de selagem dos microcanais (20:1).

A mistura do PDMS com o agente de cura cria algumas bolhas na sua solugédo que
sdo indesejaveis. Estas bolhas tém de ser removidas, caso contrario iria influenciar a
visualizacdo microscopica do escoamento de fluidos. Posteriormente, de forma a
solucionar o problema, utilizou-se uma bomba de vacuo para a remocgao das bolhas que
se encontravam nas duas solucbes de PDMS. Na Figura 21 é apresentado o

equipamento utilizado (bomba de vacuo e exsicador).

Figura 21: Bomba de vacuo e exsicador utilizado para remover as bolhas de ar presentes na mistura de PDMS.

Depois de removidas ao bolhas de ar na mistura de PDMS com a razédo de 10/1,
esta seria colocada numa caixa de petri onde ja teria sido colocada a geometria. Na
Figura 22 podemos observar a deposicdo do PDMS na caixa de petri onde ja teria sido
colocada a geometria. O PDMS é um polimero que é possivel acelerar o processo de
cura com accéo da temperatura. Assim de forma a acelerar o processo, colocou-se a
mistura a 80°C numa estufa durante 20 minutos. Na Figura 22 podemos observar a
estufa utilizada para acelerar o processo de cura.
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Figura 22: A - Deposicédo do PDMS no molde que possui geometria dos microcanais; B - Estufa utilizada para a
acelerar processo de cura.

O processo de selagem dos microcanais normalmente recorre-se a lamelas de
vidro. Estas sdo transparentes, tornando assim possivel visualizar os fenomenos de
escoamento de forma clara e nitida. Para se efectuar a selagem dos microcanais, €
utilizada uma mistura de 20/1 de PDMS com agente de cura. Sdo depositadas algumas
gotas desta mistura na lamina e posteriormente com o auxilio de um spin coater, esta é
espalhada de forma uniforme por toda a sua superficie. Na Figura 23 é apresentado o
spin coater (VTC-100 Vacuum Spin Coater) utilizado para a realizacdo deste trabalho. O
programa utilizado no spin coater para se espalhar o PDMS sobre a Iamina foi: 1° - 60
segundos a 3000 rotagdes por minuto; 2° - 60 segundos a 4000 rotagdes por minuto.

Figura 23: Spin coater utilizado para o espalhamento de PDMS nas laminas utilizadas para selar os microcanais.
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O spin coater atras apresentado era especializado para ldaminas comercializadas
pela empresa que vendeu o equipamento. Foi necessario efectuar algumas adaptacdes
para que fosse possivel utilizarem-se todos os tipos de laminas. Quando ndo se
utilizavam as laminas recomendadas pelo fornecedor do equipamento, existiam fugas na
succdo da bomba de vacuo e as laminas ndo aderiam completamente ao prato giratorio.
Por forma a solucionar o problema, foi recortado um disco de acetato com um pequeno
orificio. O disco iria permitir que a zona de contacto entre as laminas e o prato giratdrio
fosse mais pequena. A succdo da bomba seria apenas efectuada sobre a lamina,
permitindo a sua ficcdo completa. Em seguida na Figura 24 é apresentado o prato

giratdrio e o disco utilizado para solucionar o problema.

Figura 24: A - Disco giratorio do spin coater; B - Disco fabricado em acetato de forma a solucionar o problema.

Foram efectuados testes com laminas de diversos tamanhos e geometrias (seréo
mais a frente explicados detalhadamente), avaliando as que permitiam captar imagens
com melhor qualidade. Na Figura 25 sdo apresentadas as laminas utilizadas neste
trabalhno. A menor espessura facilitava a adesdo no spin coater mas também

possibilitava uma melhor visualizagdo microscdpica.

Lamina de
selagem

Figura 25: Lamina utilizada para efectuar a selagem dos microcanais.
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Da mesma forma que se procedeu anteriormente a cura do PDMS no molde, a
lamina onde se depositou 0 PDMS para a selagem, tera de ser inserida na estufa a 80°C

durante 20 minutos.

No final dos 20 minutos 0 molde e a I&mina sdo retirados da estufa. Ao molde
retiram-se 0s microcanais em PDMS e sdo efectuados furos de entrada e saida de
fluidos. Posteriormente 0os microcanais sdo colocados sobre a lamina e é efectuando
assim a selagem, como podemos observar na Figura 26. Por fim os microcanais sdo
colocados na estufa a 80°C por mais 24h para que ocorra a adesdo dos materiais e a cura
completa do PDMS

Figura 26: Selagem de microcanal de 500um.

No final do processo de fabricacdo é calculado o erro da fabricagdo dos
microcanais. Foram recolhidos dados dos moldes produzidos e dados dos microcanais,
que serdo posteriormente apresentados neste projecto. De forma a calcular o erro que o
microcanal produzida em comparacdo com a geometria tedrica utilizou-se a seguinte

equacao:

1
N X Y, (Lg — L)

1

Epap (%) = x 100

onde N é o numero das sec¢Ges do microcanal em estudo, Lr é a largura do microcanal

produzido e Lt é a largura do microcanal tedrico.
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3.1.1.1.  Plotter Secabo Mini

Como j& foi referido anteriormente, foram utilizadas 3 plotters de corte para
efectuar o recorte do molde para a producdo dos microcanais. Era importante avaliar
precisdo de corte do equipamento no processo de microfabricacdo. Inicialmente
utilizou-se uma plotter Secabo Mini com o objectivo de se efectuarem testes
preliminares e validar a metodologia utilizada. Na Figura 27 podemos observar a plotter
Secabo Mini utilizada para se efectuarem os testes preliminares. Na plotter secabo mini
foram também utilizados todos os tipos de materiais disponiveis (essencialmente vinis e
papel aderente). Foram também efectuados testes com as laminas de corte que o
equipamento dispunha e verificado quais ofereciam melhor qualidade de corte. A plotter
ndo possuia software especializado na interface informatica com o equipamento
mecanico e ndo possui um display digital que permitisse ajustar parametros como a
velocidade e a pressdo de corte. Foi utilizado o coreldraw como software de interface,

permitindo o corte das geometrias com o equipamento.

Figura 27: Plotter de corte Secabo Mini.

Os materiais utilizados que foram ja referidos neste trabalho, eram bastante
diferentes na sua composigéo, na sua cor e sobretudo diferentes na compatibilidade que
estes possuiam quando estavam em contacto com o PDMS. Desta forma, foram
colocadas diversas geometrias recortadas com os diferentes tipos de materiais
disponiveis, em contacto com PDMS de forma a verificar quais apresentavam melhor

compatibilidade. Foram também considerados factores como o tempo e a temperatura
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de cura. Foram efectuados testes com o processo de cura a 80° durante duas hora e meia
e a temperatura ambiente para todos os materiais. Na Figura 28 sdo apresentados apenas
alguns dos materiais que foram colocados a curar juntamente com o PDMS de forma a

avaliar a sua compatibilidade.

Materiais utilizados

Figura 28: Materiais utilizados para avaliacdo da compatibilidade com o PDMS durante o processo de cura.

Depois de efectuada a validacdo do material, iniciou-se o recorte das geometrias
com a plotter secabo mini com a velocidade minima de corte que esta dispunha e com
uma lamina de maior precisdo. As geometrias foram desenhadas em AutoCAD como ja
foi referido anteriormente e foi utilizado o coreldraw como software de corte. Depois de
recordadas, utilizou-se uma pinca de pontas para remoc¢do de material em excesso. Em
seguida foi utilizado um papel de transporte para passar a geometria para uma caixa de
petri, que iria funcionar como reservatorio para a deposicdo do PDMS. O papel de
passagem permitiu ndo sO facilitar o processo, mas sobre tudo permitiu que toda a
geometria (especialmente o angulo das bifurcacdes e confluéncias) possuisse todas as
informacgdes que lhe foram atribuidas no formato informatico. As etapas anteriores de
recorte e de passagem da geometria para caixa de petri, foram utilizadas para todos os
materiais de corte disponiveis. Posteriormente a passagem das geometrias para caixas de
petri, foi produzido PDMS na razdo de 10/1 e foram utilizados dois métodos distintos de
cura: 80°C durante duas horas e meia; e a temperatura ambiente durante 2 dias. No final

da cura foram removidas do molde como podemos observar na Figura 29.
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Molde

Geometria em PDMS
recortada

Figura 29: Recorte da geometria e recolha do PDMS que possui 0 microcanal.

Depois de removidas as geometrias foi observado se 0 PDMS curou, se era facil a
remocao das geometrias e a qualidade que estas adquiriam com a varia¢do do material e
a com o processo de cura. Se o molde néo tivesse sofrido qualquer dano estrutural, este
poderia ser utilizado para uma nova tentativa. Na Figura 30 podemos observar um
molde obtido durante os testes efectuados (geometria colocada com PDMS a curar a

80°C durante duas horas e meia, recortada na plotter Secabo Mini).

Molde em vinil

Figura 30: Molde da geometria em vinil, depois de removido 0 PDMS que possuia o microcanal.

Alguns dos matérias que pretendiamos testar ndo nos permitiam utilizar a
metodologia referida anteriormente. Alguns dos materiais ndo possuiam parte adesiva,
tornando impossivel efectuar a sua colagem na caixa de petri. De forma a solucionar o
problema utilizou-se uma fita-cola que possuia adesdo nas suas duas faces. Uma das
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faces era utilizada para aderir a geometria e outra iria efectuar o contacto com a caixa de

petri, como podemos observar na Figura 31.

Figura 31: Utilizacao de fita adesiva para solucionar problema com a colagem do papel.

Alguns dos moldes utilizados ndo permitiu a cura adequada do PDMS. lIsso foi
verificado nas zonas de contacto com os moldes de alguns materiais. Procurou-se
solucionar o problema, efectuando a cura do PDMS a temperaturas mais elevadas.
Como as placas de petri eram de plastico e estas ndo suportam temperaturas muito
superiores a 80°C, a alternativa encontrada foi a apresentada na Figura 32. Utilizou-se
um reservatorio em aluminio onde se colou 0 molde e o0 PDMS. Foi assim efectuada a
cura do PDMS a 150°C durante 10 minutos.

Reservatdrio em aluminio

Figura 32: Reservatério em aluminio com o objectivo de solucionar o ploblema de cura de PDMS nas zonas de

contacto com alguns moldes.
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Neste trabalho foi também testado o acetado como material para fabricacdo de
molde. A principal vantagem deste material é a possibilidade de este ser adquirido com
varias espessuras. Isto iria permitir que fossem fabricados microcanais de diferentes
alturas. Foi assim recortado com a plotter acetatos de diferentes espessuras e colocou-se
na caixa de petri com PDMS. Na Figura 33 podemos observar o molde em acetato e o

microcanal produzido.

Figura 33: Na parte superior da imagem encontra-se 0 molde do acetato e na inferior o respectivo microcanal
produzido.

Depois de analisados o0s materiais, apesar de se verificarem algumas
incompatibilidades e dificuldades na producdo dos moldes com o recorte das
geometrias, alguns vinis eram compativeis com o processo de cura. Estes possibilitavam
0 recorte das geometrias com as laminas da plotter de corte com boa qualidade,
possuiam na parte posterior cola adesiva que permitia a colagem na caixa de petri de

forma eficaz e eram totalmente compativeis com a cura do PDMS.

O vinil KEMICA TECMARK serie 3000 de cor branca apresentado na Figura 34
foi o que apresentou melhores resultados ao longo dos testes efectuados, assim sendo

foi o material utilizado para a fabricagcdo dos moldes.
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Figura 34: Vinil Tekmark colado na caixa de petri que funcionou como molde para producdo do microcanal da
imagem.

3.1.1.2.  Plotter Jaguar Il

A plotter Jaguar Il é um equipamento mais avancado comparativamente com o
que foi utilizado anteriormente. Possui um display de interface com o utilizador no qual
podem ser seleccionados diversos parametros como a velocidade de corte, a forga
aplicada sobre o material, seleccionar o local do rolo onde pretendemos cortar a
geometria, entre outros pardmetros. E um equipamento que possui uma resolugdo
mecanica de 6,25um e permite seleccionar velocidades reduzidas de corte (velocidade
minima de 3cm/s). Juntamente com o equipamento mecéanico existe um software de
interface com o utilizador (GreatCut) que permite igualmente alterar os parametros de
corte. E possivel também manipular o desenho da geometria de varias formas (esticar,
encolher, multiplicar, entre outros). Na Figura 35 podemos observar a plotter de corte

Jaguar Il associada a um computador que possui o software de interface.

Figura 35: Equipamento utilizado para corte das geometrias para fabricacdo do molde.
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Para o corte das geometrias foram considerados os desenhos CAD ja apresentados
neste trabalho, mas foram também efectuados testes para a obtencdo de geometrias de
menor tamanho de forma a avaliar os limites de corte da plotter Jaguar Il. Para a
avaliacdo dos limites do equipamento foi considerado a qualidade das geometrias e
sobretudo se era possivel o transporte destas para a caixa de petri sem existir rotura de
material. Foram considerados como parametros adequados para o corte do vinil, a
velocidade minima de 3cm/s, uma pressao de 80g e uma lamina de offset =0,175mm.

Da mesma forma que se procedeu com a plotter Secabo Mini, recortaram-se as
geometrias com a plotter Jaguar Il. Posteriormente com o auxilio de papel de transporte

foram coladas em caixas de petri como podemos observar na Figura 36.

Figura 36: Moldes de geometria recortadas com plotter Jaguar 11, colocadas numa caixa de petri.

Depois foi depositado o PDMS com razdo de 10/1 no molde este foi colocado
numa estufa a 80°C durante 20 minutos. Foi colocada uma lamina no spin coater com
algumas gotas de PDMS com uma de razdo de 20/1 e posteriormente foi colocada
igualmente na estufa a 80°C durante 20 minutos. No final dos 20 minutos foi recortado
0 PDMS que possuia 0s microcanais (Figura 37), efectuados os furos de entrada e saida

de fluidos e a respectiva selagem dos microcanais.
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Figura 37: Molde dos microcanais no final dos 20 minutos na estufa a 80°C e depois de removidos 0s microcanais no
PDMS.

Relativamente a etapa de selagem dos microcanais também foram efectuados
testes de forma a melhorar a visualizacdo em microscdpio, mas também tentar diminuir
0s custos de fabricacdo. Foram testados 3 tipos de materiais para selagem, as laminas de

microscopio de 1,2mm, as laminas de 0,4mm e laminas em acetato.

Utilizou-se o spin coater para efectuar o espalhamento uniforme de PDMS com a
razdo de 20/1 sobre as diferentes laminas. Para as 3 laminas foi utilizado o mesmo
processo de cura, colocadas durante 20 minutos a 80°C numa estufa. Posteriormente era
efectuada a selagem de microcanais com as 3 diferentes laminas. No fim eram
colocadas 24h a 80°C para ocorrer a adesdo do PDMS da lamina com o PDMS do
microcanal. Na Figura 38, Figura 39 e Figura 40 podemos observar as varias opc¢des

testadas para efectuar a selagem de microcanais.

Figura 38: Microcanais selados com lamina de 1,2mm de espessura.
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Figura 39: Microcanal selado com lamina de 0,4mm de espessura.

Figura 40: Microcanal selado em acetato.

3.1.1.3.  Plotter Rolland
Depois de observados os resultados obtidos com a utilizacdo das duas plotters

anteriores, contactou-se uma empresa de artes graficas que possuia uma plotter Rolland
GX com uma precisdo mecanica de 4,5um. Considerando que 0 equipamento possuia
melhor resolu¢do mecénica que 0s casos anteriores, 0 objectivo era obter o corte de
microcanais com menores dimensdes para a producdo do molde. Em seguida seria
avaliada a qualidades dos microcanais obtidos. Posteriormente seria efectuado o
procedimento ja anteriormente referido para a producéo dos microcanais em PDMS. Na
Figura 41 podemos observar o molde do microcanal recortado na plotter Rolland.
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Figura 41: Molde com microcanal produzido na plotter de corte Rolland.



3.1.2. Apresentacao e Discussao dos Resultados
O método utilizado para a fabricacdo de microcanais neste trabalho, foi testado em
microcanais de diversas larguras. O objectivo relativo a fabricacdo passava por
produzir-se microcanais com bifurcacdes no qual cada ramificagdo seria 50% menor
que o canal que lhes deu origem, ou seja, o canal principal. Foi utilizada uma
metodologia conhecida por xurografia que utiliza uma plotter de corte e diversos
materiais usualmente utilizados na industria das artes graficas para a producdo de

moldes.

Considerando que é uma técnica ainda muito pouco utilizada na éarea da
microfabricagéo, foram efectuados diversos testes para escolher os parametros de corte
que melhor se adaptavam para os diferentes materiais. Também foi necessario verificar
qual dos materiais oferecia melhores condi¢cGes para a producdo do molde e quais
ofereciam melhor compatibilidade com o PDMS. Estas condi¢Ges foram fundamentais
para se poder produzir um molde para deposicdo do PDMS e consequentemente este
adquirir a forma da geometria.

Ao longo deste tépico iremos apresentar os resultados obtidos no processo de
fabricacdo do molde. Serdo abordados temas como o comportamento do material em
contacto com o PDMS e a qualidade dos materiais quando sujeitos ao corte das plotters
para as diferentes geometrias. Serdo apresentados os resultados obtidos na fabricacdo
dos microcanais em PDMS, onde sera feita uma analise detalhada da qualidade que

estes apresentavam para os diferentes tamanhos das geometrias.

Como ja foi referido ao longo do trabalho, existiram diversos materiais que nao
foram faceis de manipular para a producdo dos microcanais. Em diversos casos 0
PDMS em contacto com os materiais ndo permitia que ocorre-se a cura. Alguns dos
materiais ndo possuiam parte adesiva o que dificultada a producdo do molde. As
técnicas utilizadas para a fixacdo do material a caixa de petri possibilitaram a sua adesao

porém a qualidade do molde produzido ndo era satisfatoria.

Na Tabela 1 é apresentado um quadro resumo dos resultados obtidos com os testes

efectuados com diferentes materiais.
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Tabela 1: Materiais e equipamentos testados na fabricacdo dos moldes dos microcanais. Apresentacdo de resultados

obtidos e consideracdes alusivas a utilizacdo dos materiais e equipamentos.

Forca
. . Espessura | Plotters de |Curado ~
Nome Marca Serie Cor Adesivo (mm) Utilizadas | corte | PDMS Observacdes
)
Boa
o KEMICA ) ) Segapp ) compatibilidade
Vinil Serie 3000 Branco Sim 90 Mini; 70 Sim como PDMS e
TECMARK -
Jaguar 11 possufa bom
acabamento.
- KEMICA } Vermelho . N .
Vinil TECMARK Serie 3000 brilhante Sim 90 Jaguar 11 70 Né&o Permite bons
detalhes de corte,
Secabo mas nao permite a a
. KEMICA . Preto . L N
: cura do PDMS.
Vinil TECMARK Serie 3000 brilhante Sim 90 Mini; 70 Néo
Jaguar |1
Secabo Bom acabamento
Vinil ME;QMA 4 Series br'iblr;;gte Sim 85 Mini; 80 Néo mas ndo permite a
Jaguar 11 cura do PDMS.
Secabo Apresentava
vinil | METAMA | oories Preto sim 85 Mini; 80 Nio rugosidade e ndo
RK fosco Jaguar 11 permite a cura do
9 PDMS.
Vinil | LGHausys | HI-cAL | Vermelho | g, Rolland: 7 Nio
brilhante Jaguar 11
Azul Rolland: Bom acabamento
Vinil | LGHausys | HI-CAL | .”f“ . Sim ] oflan | 70 Nio mas ndo permite a
rilhante aguar cura do PDMS.
* Secabo
Vinil gviri)cls PerﬁwOa?\ent Branco Sim Mini; 80 Néo
grap Jaguar 11
Etiquetas . Secabo . Permite a cura do
multiusos Staples A4 Branca Sim Mini Sim PDMS, mas ocorre
* transporte de fibras
Etiquetas - Secabo . do material para o
multiusos Avery 3473 Amarela Sim Mini Sim PDMS.
Vinil Hexis Vermelho Sim Jaguar 11 80 Néo Néo apresenta
rugosidade, bons
Vinil Hexis Cinzento Sim Jaguar 11 80 Néo detalhes de corte,
mas néo permite a
Vinil Hexis Verde Sim 100 Jaguar Il 80 Nao cura do PDMS.
* Boa
compatibilidade
Vinil Hexis Dourado Sim Jaguar 11 80 Sim como PDMS e
permite bom
detalhe de corte.
Fiz;gre];il:;)glo * Azul Nao S:/Tiant:o Sim Permite a cura do
* Secabo * PDMS, mas a
Vinil Flex | Fabriprint Ref: 20 Cinzento Né&o Mini Sim adesdo é complexa

* - Informagéo néo disponivel pelo fabricante/equipamento.

Verificou-se que grande parte dos materiais ndo podiam ser utilizados para a
fabricacdo dos moldes dos microcanais. A inexisténcia de adesivo para efectuar a sua
colagem na caixa de petri, a incompatibilidade com a cura do PDMS, o acabamento e a
rugosidade do material, foram alguns dos factores que descartaram a utilizacdo de
alguns materiais. Relativamente a ndo ocorréncia da cura do PDMS quando este esta em
contacto com alguns materiais, este fendmeno podera ser justificado pelas propriedades

quimicas que estes poderdo possuir.
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O material que apresentou melhores condigdes para se produzir um molde com bom
acabamento para a producdo de microcanais em PDMS, foi o vinil KEMICA
TECMARK serie 3000 de cor branca. Para este material, foi efectuada uma anélise mais
detalhada das diferentes etapas de fabricacdo de forma a investigar quais 0S processos
que introduziam maior percentagem de erros. Recolheram-se diversas imagens
microscopicas dos moldes produzidos e dos microcanais produzidos. Na Figura 42
podemos observar uma representacdo esquematica das seccGes das geometrias onde

foram recolhidas as imagens microscopicas.

L~

1 — Antes da Bifurcacdo;
2,3,4,5— Ao longo das ramificacdes;

6 — Apos a confluéncia.

Figura 42: Representacdo esquematica da geometria do microcanal e localizacdo das seccdes onde foram recolhidos

as imagens para obtencéo dos valores da largura do molde e do microcanal.

Nas Figuras 43, 44 e 45 sdo apresentados sob a forma grafica os resultados obtidos
referentes a largura dos diferentes microcanais nas sec¢des ja identificadas. Os
resultados foram obtidos com o auxilio do ImageJ e foi calculada uma media dos
valores da largura dos moldes e dos microcanais produzidos de forma a simplificar a
comparacao dos resultados. Sdo também apresentados os valores teéricos obtidos do
ficheiro informatico CAD da geometria, permitindo efectuar uma comparacdo. Em
seguida na Figura 43 sdo apresentados os resultados obtidos referentes as geometrias A,

geometria com largura do canal principal de 300um.
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Larguras nas sec¢des da geometria A

400,00
350,00

300,00 M Largura da geometria
250,00 CAD
200,00 M Largura do molde
150,00
100,00 Largura do microcanal

50,00

0,00
1 2 3 4 5 6

NUmero da seccéo

Diametro do microcanal (um)

Figura 43: Comparagdo dos valores tedricos da geometria com largura do canal principal de 300pm com os moldes
produzido com a plotter Jaguar Il e os respectivos microcanais fabricados.

Podemos verificar pelos resultados obtidos para a geometria com canal principal de
300um (observar Figura 43), que existe alguma discrepancia de valores dos resultados
obtidos na producdo do molde e do microcanal, comparativamente com os valores

tedricos.

Verifica-se de uma forma geral que o molde produzido com a utilizacdo da plotter
de corte Jaguar IlI, possui dimensdes superiores aos pretendidos. Relativamente as
seccles 2, 3, 4 e 5, estas sec¢Oes deveriam possuir a mesma largura do molde, porém
verifica-se uma alteracdo de sensivelmente 20pum entre o valor mais elevado e o valor
mais baixo. A discrepancia entre os valores obtidos e os téricos podera ser justificada
pela capacidade de precisdo do equipamento utilizado. Considerando que a geometria
possui dimensGes muito pequenas, seria de esperar que existisse alguma disparidade de

valores.

Os microcanais produzidos de um modo geral possuiam a mesma disparidade de
valores que se observava na produgdo dos moldes. Na seccdo 6 os valores obtidos séo
proximos dos esperados, por sua vez na seccdo 2 existe um desvio de sensivelmente
50um comparativamente com os valores tedricos. As seccdes 2 e 3 teoricamente
deveriam ser duas ramificagcBes simétricas da bifurcacdo lhes deu origem, porém
verifica-se que existe uma assimetria. Esta assimetria dever-se-4 a precisdo que 0

equipamento possui para produzir microcanais com a mesma largura.
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Em termos gerais 0s microcanais produzidos possuem uma largura média superior
aos moldes que lhe deram origem. Analisa-se também que existe uma discrepancia
média minima de 4um e méaxima de 50um entre o molde produzido e o microcanal
final. O erro da diferenca entre o valor tedrico projectado em AutoCAD e o valor real do

microcanal corresponde a 15,7%.

Na Figura 44 sdo apresentados os resultados obtidos referentes aos moldes e aos
microcanais alusivos a geometria B, geometria com largura do canal principal de
500pm.

Larguras nas seccdes da geometria B

600,00

500,00
400.00 B Largura da geometria
! CAD
300,00 M Largura do molde
200,00
Largura do microcanal
100,00
0,00
1 2 3 4 5 6

NUmero da sec¢éo

Diametro do microcanal (um)

Figura 44: Comparagdo dos valores tedricos da geometria com canal principal de 500pum com os moldes produzido

com a plotter Jaguar Il e os respectivos microcanais fabricados.

Verifica-se da mesma forma que ocorreu no caso anterior, que existe alguma
discrepancia entre os valores tedricos e os resultados obtidos na producéo dos moldes e
dos respectivos microcanais. Porém a diferenca existente é inferior comparativamente

com a geometria analisada anteriormente.

No que diz respeito aos moldes produzidos, a seccéo 1, 2, 4 e 5 apresentam valores
muito proximos dos esperados, por sua vez as seccdes 3 e 6 apresentam variagoes
significativas. Nos moldes da geometria A, todas as sec¢fes possuem valores medios
inferiores aos valores tedricos, com excepcdo da seccdo 3 que possuia um desvio
positivo de sensivelmente 30um. As secgdes 2, 3, 4 e 5 deveriam possuir 0S mesmos

valores de largura (valor teorico de 250um), porém tal ndo ocorreu. Verificou-se que a
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seccdo 2 apresenta um desvio insignificativo, por sua vez as restantes ramificacdes

possuem valores relativamente discrepantes relativamente com os esperados.

Relativamente aos microcanais produzidos podemos analisar que todas as secgdes
possuem uma largura superior ao valor tedrico. As secgdes de entrada e de saida (sec¢do
1 e 6) de fluidos juntamente com a seccao 2, sdo as que mais se aproximam dos valores
teoricos. As ramificacdes (secgdes 2, 3, 4 e 5) possuem um desvio médio positivo entre
0s 3 e 0s 40um. Da mesma forma que 0s casos anteriores, a seccdo 3 foi a que

apresentou maior discrepancia.

Verificasse de uma forma geral que os microcanais de 500um fabricados possuem
um ligeiro desvio de dimensfes comparativamente com os valores tedricos esperados. O
erro da diferenca entre o valor tedrico projectado em AutoCAD e o valor real do
microcanal corresponde a 6,63%. A diminuicdo da percentagem de erro deriva do
aumento do tamanho da geometria, facilitando assim o recorte do molde por parte do

equipamento.

Em seguida na Figura 45 sdo apresentadas os resultados numéricos obtidos alusivos
aos moldes e aos microcanais produzidos com o desenho da geometria C, geometria

com largura do canal principal de 1000um.

Larguras nas seccdes da geometria C
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1000,00
800 00 M Largura da geometria
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: M Largura do molde
Largura do microcanal
200,00
0,00
1 2 3 4 5 6

NUmero da seccdo

[
o
o
o
o

S
o
o

Diametro do microcanal (um)
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Figura 45: Comparagao dos valores tedricos da geometria com canal principal de 1000pum com os moldes produzido

com a plotter Jaguar Il e os respectivos microcanais fabricados.
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Comparativamente com os resultados anteriormente analisados, os moldes e o0s
microcanais da geometria C possuem maior proximidade com os valores teoricos.
Verifica-se alguma discrepéncia nas zonas de entrada e saida de fluidos (corresponde as
seccdes 1 e 6), por sua vez as secgdes correspondentes as ramificacdes (seccdes 2, 3, 4 e

5) encontram-se proximas dos valores tedricos.

Relativamente aos moldes produzidos, a seccdo 6 € a que mais se distancia dos
valores esperados (aproximadamente 28 pm), por outro lado a sec¢do 5 possui um

desvio médio de 1um, correspondendo & zona dos moldes que menor erro possui.

. Tal como se observou anteriormente 0 aumento da dimensdo da geometria
traduziu-se numa diminuicdo da percentagem de erro no processo de fabricacdo do
molde por parte do equipamento e uma consequente diminuicdo de erro na fabricacao
dos microcanais. Em termos gerais o microcanal que apresentou um menor erro foi o de

1000um de canal principal, com 1,23%.

Na Figura 46 podemos observar as percentagens de erro obtidas no processo de
fabricacdo dos microcanais para as trés diferentes geometrias.

Erro médio gerado pelo processo de fabricacéo
18
16
14
12
= 10
S g
o
S 6
L
4
2
0
300 500 1000
Largura do canal principal da Geometria (um)

Figura 46: Percentagens de erro entre 0os microcanais produzidos e os valores tedricos esperados.

De forma geral verificou-se que com a diminuicdo da dimensdo dos moldes
produzidos, existia um aumento de discrepancia de formas e detalhes comparativamente
com o formato CAD. Estes factores verificam-se posteriormente na fabricacdo dos

microcanais, tal como podemos observar na Figura 46 pela percentagem de erro obtida.

47



Verificou-se também que por vezes existia alguma diferenca entre 0 molde e o

microcanal final.

Em seguida sdo apresentados alguns moldes e microcanais em diferentes secgdes e
iremos efectuar uma anélise entre 0 molde e o microcanal de forma a comprovar o que

foi referido anteriormente.

Na Figura 47 podemos observar um dos microcanais de 500um produzidos na zona

das bifurcacdes e o0 molde que Ihe deu origem.

Figura 47: Imagens obtidas em microscdpio invertido com objectiva de 10x: A- Molde produzido com a plotter

Jaguar Il da geometria com largura do canal principal de 500um, na zona de bifurcagéo; B — Microcanal na zona de
bifurcacdo da geometria B, fabricado com o molde apresentado em A.

Podemos observar que 0s microcanais e 0 molde possuem paredes regulares na
zona de bifurcacio. E possivel também observar que durante o processo de fabricacio
do molde, ocorreu o arredondamento das arestas. A ocorréncia deste fendmeno
manifestou-se na producdo dos microcanais com arestas arredondadas. Junto a zona de
bifurcacdo do microcanal é possivel analisar que existe alguma rugosidade. Este

fendmeno ocorre na zona onde a plotter podera ser menos precisa em efectuar o corte.

Foram comparados diversos moldes e microcanais na zona das ramificagdes e foi
observado que quase todos apresentavam o mesmo perfil. Desta forma, sera apresentado
na Figura 48 um molde e um microcanal da seccdo 2, da geometria de 500um de

entrada.
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Figura 48: Imagens obtidas em microscépio invertido com objectiva de 10x: A- Molde produzido com a plotter

Jaguar Il da geometria com largura do canal principal de 500pum, na zona de ramificagéo (250um de largura); B —
Microcanal na zona de ramificacdo (250um) da geometria B, fabricado com o molde apresentado em A.

Na Figura 48 podemos analisar que as paredes do molde sdo bastante regulares,
por sua vez as paredes do microcanal possui ligeiras deformacdes. Relativamente as
paredes dos microcanais é possivel observarem-se duas linhas que acompanham ambas
as paredes. Podera significar que a parede nao possui um perfil vertical, ou que podera
ter sido efectuada uma selagem imperfeita. E importante referir que o microcanal da
Figura 48 possui 250um, observando-se uma ligeira diminuicdo da qualidade do

microcanal.

Posteriormente as ramificagdes unem-se formando uma confluéncia, como ja foi

referido ao longo deste trabalho. Desta forma, na Figura 49 podemos observar um

molde e um microcanal da geometria B na zona de confluéncia.

Figura 49: Imagens obtidas em microscdpio invertido com objectiva de 10x: A- Molde produzido com a plotter
Jaguar Il da geometria com largura do canal principal de 500pum, na zona de confluéncia; B — Microcanal na zona de

confluéncia da geometria com entrada de 500um, fabricado com o molde apresentado em A.
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Observa-se na Figura 49 que o molde possui paredes regulares, por sua vez o
microcanal produzido possui algumas irregularidades. E possivel verificar que ao longo
da fabricagdo do molde ocorreu um ligeiro arredondamento das arestas, esse efeito foi
acentuado na fabricacdo no microcanal na zona de confluéncia. E possivel também
examinar-se alguma rugosidade no microcanal na zona superior da confluéncia. Na

parede inferior existe também uma ligeira rugosidade.

Na Figura 50 e 51 iremos apresentar as geometrias referentes ao microcanal de 300
e de 1000pum na zona de confluéncia de forma a verificar a influéncia do tamanho do

microcanal na qualidade de fabricacéo.

Figura 50: Imagens obtidas em microscdpio invertido com objectiva de 20x: A- Molde produzido com a plotter
Jaguar Il da geometria com largura do canal principal de 300um, na zona de confluéncia; B — Microcanal na zona de
confluéncia da geometria com entrada de 300um, fabricado com o molde apresentado em A.

Podemos verificar na Figura 50 que o microcanal de 300um na zona de confluéncia
possui Vvérios artefactos de fabricacdo. Pode-se observar diversas rugosidades no
microcanal final. Analisa-se também na zona de confluéncia, as ramificacGes possuem
assimetria. E possivel averiguar que se produziram arestas arredondadas no processo de

fabricacdo do molde, traduzindo-se no microcanal final.

Em seguida na Figura 51 podemos observar o molde e o microcanal de 1000um na

zona de confluéncia.
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Figura 51: Imagens obtidas em microscépio invertido com objectiva de 4x: A- Molde produzido com a plotter
Jaguar |1 da geometria com largura do canal principal de 1000pm, na zona de confluéncia; B — Microcanal na zona
de confluéncia da geometria com entrada de 1000um, fabricado com o molde apresentado em A.

Relativamente aos moldes e microcanais de 1000um obteram-se arestas menos
arredondadas comparativamente com os casos anteriores. E possivel verificar que a
zona de confluéncia possui muito melhor acabamento comparativamente com 0s outros
microcanais fabricados. E importante também referir que os microcanais que originam a

zona de confluéncia possuem aparentemente simetria.

Verificou-se claramente que a diminui¢do da dimensdo dos microcanais traduzia-
se numa diminui¢do clara da qualidade dos microcanais. Este facto estd associado
claramente a incapacidade do equipamento manter a qualidade do corte para geometrias

de dimensBes mais pequenas.

Considerando que foram utilizados diversos equipamentos para a fabricacdo do
molde, era de todo interessante analisar a influéncia do equipamento no corte do molde.
Na Figura 52 sdo apresentados cortes de perfil de dois microcanais com o0s dois

equipamentos que disponhamos no laboratdrio, a plotter Secabo Mini e Jaguar II.

Figura 52: Cortes de perfil de microcanais da Geometria B com duas diferentes plotters de corte: A — Plotter Secabo
Mini; B — Plotter Jaguar II.
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Podemos observar pelos cortes de perfil dos microcanais, que 0os moldes produzidos
com a plotter Secabo Mini geraram microcanais de paredes ndo rectas. Relativamente
aos microcanais produzidos com a plotter Jaguar Il, possuem nitidamente paredes
rectas como era pretendido neste trabalho. E também possivel analisar pelas imagens
que a plotter Jaguar Il possui maior precisdo de corte. Este factor permite uma
visualizacdo microscopica das paredes do microcanal mais detalhada e
consequentemente uma analise numérica num software informatico pormenorizada e

fiavel.
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Capitulo 4

4. Escoamento Sanguineo em Microcanais

Neste capitulo serdo apresentadas as metodologias e equipamentos utilizados para
0 estudo do escoamento sanguineo no microcanais produzidos. Posteriormente serdo

apresentados e discutidos os resultados obtidos.

4.1.Procedimento Experimental

4.1.1. Materiais e Métodos

Para a realizacdo do escoamento sanguineo em bifurcacdes e respectivas
confluéncias, recorreu-se aos microcanais em PDMS produzidos ao longo deste
projecto. Com a utilizacdo dos microcanais produzidos foi possivel analisar 0s
diferentes fendbmenos associados ao escoamento sanguineo em bifurcacbes. O sangue
utilizado é de origem ovina, foi recolhido e colocado num tubo de ensaio com
anticoagulante. Para a analise do escoamento foram consideradas 3 amostras de sangue
(5%, 10% e 15% de hematdcrito (Hct) em dextrano 40) de forma a observar a influéncia

da variacdo da percentagem de Hct no escoamento sanguineo em bifurcaces.

Considerando que se pretendia analisar os fendmenos de escoamento sanguineo
em bifurcagcbes e confluéncias nos microcanais produzidos, recorreu-se a diversos
equipamentos disponiveis no laboratorio. Foram utilizadas pipetas, micropipetas e tubos
de ensaio para transporte e armazenamento do sangue. Utilizou-se uma centrifugadora
para se efectuarem as lavagens do sangue de forma a removeu plasma, leucécitos e
todos os constituintes celulares ndo desejados, utilizando apenas 0 Hct necessario para
se efectuar a andlise de escoamento. Recorreu-se também a uma bomba de seringa e a
um microscépio invertido que estava associado com camara de alta velocidade. Esta
montagem permitiu bombear o sangue para o interior dos microcanais, efectuar a
visualizacdo do escoamento no interior dos microcanais e captar filmes e imagens para
posterior analise. O sangue foi bombeado com caudal de 5, 10 e 15 pL/min. Foram
também efectuados testes complementares com outros caudais e percentagens de Hct de

forma a analisar os fenédmenos associados.
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Como preparacdo do sangue para se realizarem os testes, procederam-se a duas
lavagens para a obtencdo do Hct. Inicialmente recolheram-se 3mL da amostra de sangue
e foram colocados num tubo de ensaio juntamente com 3mL de soro fisiologico.
Agitou-se calmamente a amostra e foi colocada na centrifugadora com uma velocidade
de 2000rpm durante 15min a 4°C. No final da centrifugacdo foi removido a parte
superior da amostra, que possuia 0 soro e 0s constituintes celulares ndo desejados.
Efectuou-se novamente uma lavagem a amostra com a adi¢cdo de 3mL de soro e a
respectiva centrifugacdo com os parametros ja anteriormente indicados. Em seguida
podemos observar na Figura 53 o equipamento utilizado para centrifugar as amostras

com os parametros de centrifugagéo indicados.

Figura 53: Centrifugadora utilizada para efectuar separacéo do Hct.

De forma a preparar as amostras de fluido com 1%, 5% e 15% de Hct, foram
colocados em 3 tubos de ensaio distintos 5uL, 25uL e 75uL de hematdcrito e
adicionou-se dextrano 40 até se completar os 5 mL de amostra. Agitaram-se de forma

suave as amostras e foram colocadas no frigorifico durante 2 horas.

Durante o0 espago de tempo em que as amostras se encontravam no frigorifico, foi

efectuada a montagem que podemos observar na Figura 54.
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Microscopio invertido

Bomba de seringa

Camara de alta velocidade

Figura 54: Montagem realizada para visualizar o escoamento dos fluidos nos microcanais produzidos.

De forma a se visualizar o escoamento das amostras anteriormente preparadas,
foram seleccionados o0s equipamentos que melhor se adequavam. Iniciou-se a
montagem com o isolamento do microscopio (IX71, Olympus) com papel de aluminio
com 0 objectivo de proteger o equipamento de possiveis fugas de fluidos.
Posteriormente colocou-se 0 microcanal no microcopio invertido e foi fixado com fita-
cola adesiva. Esta etapa permitiu que durante o processo de visualizacdo, as imagens e
filmes de escoamento fossem captados com a mesma disposic¢ao, sem qualquer tipo de
alteracdo angular dos microcanais. Recorreu-se a uma camara de alta velocidade (i-
SPEED LT) nédo sé para se visualizar o escoamento e o0 comportamento do escoamento,
mas também para efectuar a captacdo de videos do escoamento ao longo dos
microcanais. Utilizou-se também uma bomba de seringa (Harvard Apparatus PHD
ULTRA™) para bombear o sangue com caudais de 5, 10 e 15uL/min de todas as

amostras anteriormente preparadas.

No final das duas horas e depois de se efectuar a montagem de equipamento,
recolheu-se com o auxilio de uma seringa de 5mL (TERUMO ® SYRING) alguns
mililitros da amostra de sangue com 1% de sangue que foi previamente agitada para esta
fosse totalmente homogénea. Foi colocado um tudo na saida da seringa e ligado a
entrada do microcanal. A seringa foi colocada na bomba de seringa e procedeu-se a
bombagem de sangue com um caudal de 5uL/min. Depois de o escoamento ser visivel

em microcopio, aguardaram-se alguns minutos para que O escoamento estivesse
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totalmente estabilizado. Posteriormente procedeu-se a captacdo de filmes do
escoamento do sangue na zona imediatamente antes do inicio da curvatura da bifurcacéo
e na zona logo apds a confluéncia, onde o canal ja se encontra rectilineo. O
procedimento anteriormente descrito foi utilizado para caudais de 5, 10 e 15uL/min para
todas as amostras produzidas (1%, 5% e 15% de hematdcrito) e para os trés tipos de

geometrias fabricadas (geometria A, B e C)

Na Figura 55 podemos observar a ligagdo do tubo ao microcanal que estava
conectado na extremidade oposta a seringa, assim como o inicio do escoamento de

sangue no interior dos microcanais.

Zona de safda de quidos_

S

AN

Figura 55: Montagem efectuada junto do microcanal para se realizar o escoamento dos fluidos.

Os videos foram obtidos através de um microscépio invertido combinado com um
sistema confocal, com uma camara de alta velocidade. Todas as imagens adquiridas
pelo sistema, foram captadas no centro dos microcanais, utilizando uma taxa de 100

frames/segundo e um tempo de exposicao de sensivelmente 2,5 segundos.

As imagens foram transferidas para o computador e com o auxilio do ImageJ
efectuou-se a recolha de resultados numéricos referentes as imagens captadas. O ImageJ
é um software de processamento de imagem desenvolvido por Wayne Rasband no
National Institute of Mental Health. Este software permite efectuar processamento e
analise de imagens. O numero de imagens trabalhadas depende unicamente da memdria
disponivel ja que este suporta um namero infinito de imagens. O ImageJ permite ainda
gue sejam adicionados diversos plugins, o MTrack J é um plugin que permite efectuar
um tracking manual do percurso de células ou componentes em estudo, marcando

consecutivamente os pontos que pretendemos. No final sdo obtidas as coordenadas x e y
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de todos os pontos mascados permitindo efectuar o acompanhamento da trajectéria de

celulas, ou efectuar tratamentos numéricos para a determinagdo CLC.

Considerando os conceitos anteriormente referidos, recorreu-se ao plugin Mtrack
J para efectuar o tracking de 50 frames dos videos captados para cada regido de
interesse. Inicialmente efectuou-se um ajuste de contraste de imagem, permitindo uma
facil deteccdo da linha de separacdo do plasma. Em seguida realizou-se tracking das
paredes dos microcanais e posteriormente realizou-se um tracking da linha
representativa da camada de plasma layer. Na Figura 56 podemos observar o tracking
efectuado na entrada do microcanal de 300um, assim como a funcdo de ajuste de brilho

e o plugin Mtrack J.

Maximum

Brightness.

Contrast.

Auto Reset

Figura 56: Tracking efectuado em ImageJ com o plugin Mtrack J na entrada de um dos microcanais produzidos.

Os valores das coordenadas x e y referentes aos pontos do tracking foram
guardados e posteriormente tratados numericamente em Excel. Foi calculada a média da
CLC nas diferentes zonas. Posteriormente foi calculado o desvio padrdo com um

intervalo de confianca de 95%.

Ao longo dos testes efectuados, verificou-se que ocorria formacdo da CLC no
escoamento de Hct de 15% no microcanal com canal principal de 500um na zona de
confluéncia. Observou-se também que ocorria variacdo da espessura da CLC com a
variacdo do caudal. Seria de todo interessante quantificar a variacdo da CLC com a
alteracdo do caudal. Recorreu-se ao ImageJ para se efectuar um tratamento de imagem

adequado de forma a facilitar a recolha dos dados com utilizagdo do mesmo software.
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Em seguida na Figura 57 € apresentada uma representacdo esquematica das

etapas/funcdes utilizadas em ImageJ de forma a cumprir 0s objectivos.

Zona de medicao da espessura
da camada livre de células

Figura 57: Representacdo esquematica das etapas/funcdes desenvolvidas em ImageJ para a quantificacdo da CLC na
zona central da confluéncia: A — Convert to Grayscale; B — Image — Stacks — Z Project — Average Intensity; C —
Process — Filters — Unsharp Mask (Radius — 9 e Mask — 0,95); D — Process —>Make Binary — Dilate.

Depois de efectuado o tratamento das imagens, era recolhida a espessura da CLC
com o auxilio do ImageJ. Posteriormente eram efectuados os tratamentos dos dados em

Excel.
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4.1.2. Apresentacao e Discussao dos Resultados
O escoamento sanguineo foi testado nos microcanais produzidos de forma a
validar o método de fabricacdo utilizado. Como ja foi referido anteriormente, foram
efectuados escoamentos sanguineo com variacdo de caudais, variacdo de percentagens
de Hct e para microcanais de diferentes larguras.

De forma a cumprir os objectivos propostos, foram captados filmes dos
escoamentos de fluidos na zona imediatamente antes do inicio da bifurcacdo e na zona
imediatamente apos da confluéncia. A recolha destes dados permitiu uma analise
numérica com o auxilio do ImageJ, quantificando a camada livre de células (CLC) junto
as paredes dos microcanais. Nas Figuras 58, 59 e 60 sdo apresentadas imagens de
escoamento sanguineo num microcanal produzido com a geometria B. Na Figura 58 é

apresentada uma imagem do escoamento sanguineo na zona de bifurcacéo.

Sentido de escdameﬁto do flu

Figura 58: Escoamento sanguineo da zona de bifurcacdo com Hct de 5% e uma velocidade de 10pL/min.

Podemos verificar na Figura 58 que o microcanal possuia uma bifurcacdo
simétrica. O escoamento sanguineo era uniforme ao longo de toda a largura do
microcanal. Relativamente ao escoamento apos a bifurcacdo, este possuia total simetria
nas duas ramificacfes. A ocorréncia da simetria do escoamento deve-se a regularidade
gue 0s canais possuiam, na sua construgdo. Possuiam paredes rectas e a bifurcacdo era

simétrica.

59



E possivel analisar que existe uma CLC junto & parede superior e na parede
inferior do microcanal. Como j& vimos neste trabalho, as forcas de corte sdo maximas
na zona junto a parede, como consequente as hemécias tém tendéncia em migrar para a
zona axial do escoamento de forma a reduzir o atrito do escoamento. Deste modo é
importante analisar ao longo das ramificacdes e na zona de confluéncia a variacdo da

CLC e alguns fendmenos associados ao escoamento sanguineo.

Verificou-se na andlise dos resultados da geometria de 300um que em grande
parte dos casos, as bifurcagdes eram assimétricas. Um dos ramos formados possuia
sempre larguras inferiores as esperadas e o outro possui dimensdes superiores. Este

fendmeno podera influenciar o escoamento posterior a bifurcacéo.

Na Figura 59 podemos observar uma das ramificacbes com os parametros ja

anteriormente referidos.

Sentido de escoamento do fluido

Figura 59: Escoamento sanguineo da zona de ramificacdo com Hct de 5% e uma velocidade de 10puL/min.

Verificamos que existe um aumento da CLC comparativamente com a zona
anterior & bifurcacdo. E possivel identificar que existe maior espessura da CLC na
parede superior do que na parede inferior. Este facto dever-se-4 a concavidade da
curvatura formada na zona de bifurcagdo. Na zona central do escoamento é possivel

analisar que o escoamento possui perfil parabolico.
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Depois das ramificacdes estas unem-se em zona de confluéncia, na Figura 60

podemos observar 0 escoamento na zona de confluéncia.

Sentido de escoamento do fluido

Figura 60: Escoamento sanguineo da zona de confluéncia com Hct de 5% e uma velocidade de 10pL/min.

Podemos analisar que na zona de confluéncia a CLC é superior comparativamente
com todas as outras seccdes da rede de microcanais. Este fendmeno tal como ja foi
referido anteriormente, dever-se-a & forma como a concavidade foi inserida no
microcanal. Este facto podera também estar relacionado com a movimentacao axial das
células ao longo do escoamento e poderé estar interligado com o escoamento associado

a bifurcacgdes e confluéncias.

E possivel verificar que existe também uma simetria da camada de plasma entre a
parede superior e a parede inferior do microcanal. Este acontecimento era esperado
considerando que a todo o sistema possuia uma simetria. Depois das ramificagdes
unirem-se, verifica-se uma maior concentragdo de células na parte inferior do
microcanal comparativamente com a parte superior. E possivel que esteja ligado com
coagulacao de sangue na zona de entrada do microcanal.

Ao longo dos diversos teste efectuados com a variagdo dos caudais, das
percentagens de Hct e das diferentes geometrias, verificou-se que na zona das
ramificacdes ndo ocorriam grandes alteragdes da CLC. O escoamento era constante em
todos os testes efectuados. Considerando os factos anteriormente descritos, achou-se de

todo interessante analisar a variacdo da CLC na zona imediatamente antes da curvatura
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da bifurcacdo e na zona imediatamente apos a confluéncia, onde o canal ja € rectilineo.
Posteriormente a recolha dos filmes nas zonas referidas procedeu-se a quantificacdo da
variacdo da CLC com o auxilio do ImageJ. Na Figura 61 podemos observar as duas
zonas onde se efectuou uma analise mais cuidada das CLC junto as paredes dos

microcanais.

Sentido de escoamento do fluido

1 — Imediatamente antes da bifurcagéo;

2 — Imediatamente ap6s a confluéncia.
Figura 61: Representacdo esquematica das zonas de medicéo da camada livre de células (CLC).

Nas proximas Figuras iremos apresentar os resultados obtidos nas zonas 1 (antes
da bifurcacdo) e na zona 2 (ap6s a confluéncia) das CLC dos testes de escoamento
realizados. E importante denotar que foram medidas CLC para 3 caudais, para 3
percentagens de Hct e 3 geometrias diferentes. Nas Figuras os 3 pontos referentes as
espessuras das CLC para os respectivos caudais dos 3 diferentes fluidos, sdo unidos
apenas para melhor se visualizar a tendéncia da CLC com o caudal. Na Figura 62 e 63
podemos observar em forma grafica as variaces das espessuras das CLC na zona 1 e 2

respectivamente, para o microcanal de 300pm de largura.
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Antes da bifurcacéo do canal de 300 um

40 -
35 -
30 -

25 - \ _ —— Hematdcrito 1%

20 —— Hematécrito 5%
15 -

- Hematdcrito 15%

Espessura plasma (um)

Caudal (uL/min)

Figura 62: Espessura da CLC em funcéo do caudal do fluido, para 3 valores de Hct, na zona imediantamente antes

da bifurcacdo do microcanal de 300um, e respectivo desvio padréo.

Na Figura 62 podemos observar que a CLC varia com o caudal e com a
percentagem de Hct. Podemos verificar que a CLC para os 3 Hct diminui com o
aumento do caudal. O aumento do caudal provoca um aumento de pressdao no interior
dos microcanais e por consequente as células que se encontram na zona central do

mesmo, irdo exercer presséo sobre a zona de CLC.

Verifica-se também que o aumento da percentagem de Hct proporciona uma
diminuicdo da CLC junto das paredes dos microcanais. Este fendmeno esta associado a
percentagem de células presentes no escoamento. As hemacias tém tendéncia a migrar
para a zona axial do microcanal ao longo do escoamento. O aumento do nimero de
células presentes no escoamento diminui o espaco disponivel na zona axial, provocando

um aumento de pressdo da CLC e a sua consequente diminuicao.

Obteve-se uma espessura de CLC maxima de 27um quando se efectuou um
escoamento de Hct a 1% com um caudal de 5pL/min. A espessura minima de CLC

obtida foi de 9um com escoamento de Hct a 15% e um caudal de 15uL/min.
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Depois da confluéncia do Canal de 300 um

40 -
35 -
30 -

25 A —— Hematécrito 1%
20 - 1\1 —— Hematocrito 5%
15 - Hematdcrito 15%

10 + -

H

Espessura plasma (um)

Caudal (uL/min)

Figura 63: Espessura da CLC em funcgéo do caudal do fluido, para 3 valores de Hct, na zona imediantamente apds da

confluéncia do microcanal de 300um, e respectivo desvio padrao.

Relativamente aos resultados obtidos depois da confluéncia (Figura 63), verifica-
se igualmente uma diminuicdo da espessura da CLC com o aumento do caudal e com o
aumento da percentagem de Hct. A diminui¢do da CLC com a alteracdo dos parametros

devera estar associada aos motivos apresentados anteriormente.

A CLC é méaxima com escoamento de Hct de 1% a 5uL/min. Podemos observar
que existiu um decréscimo mais acentuado com o aumento do caudal de 5 para

10pL/min para o Hct de 1% comparativamente com o0s outros testes efectuados.

Analisando os resultados obtidos antes da bifurcacdo e apos a bifurcacdo para o
microcanal de 300um, verificamos que existiu um aumento da espessura da CLC nas
diferentes situacbes. Esta ocorréncia podera ser justificada pela angulacdo que as
curvaturas da bifurcacdo e da confluéncia apresentavam, mas poderd também estas
associada a continua migracdo das células para a zona axial ao longo do escoamento,

como ja foi referido anteriormente.

O aumento da CLC é mais perceptivel no escoamento de Hct a 1%. Este facto
poderd estar relacionado com o processo de fabricacdo de contraccBes na zona de
bifurcacdo dos microcanais. Nas bifurcacbes da geometria A (microcanal principal de
300um) grande parte das vezes ocorria uma assimetria e uma contraccdo em uma das

ramificacoes.
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A variagdo da percentagem de Hct produziu em ambas as zonas maior influéncia

na espessura de CLC obtida do que a alteracdo do caudal.

Depois de analisadas as variagdes do escoamento sanguineo em microcanais de
300um, nas Figuras 64 e 65 sdo apresentados os resultados obtidos na zona 1 e 2 para 0s

microcanais de 500um.

Antes da bifurcacédo do canal de 500 um

40 -
35 -
30 -
25 -

e Hematdcrito 1%
20 - Lo
\‘\; —— Hematdcrito 5%
15
I\,\’ Hematdcrito 15%
10 = =
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Figura 64: Espessura da CLC em fung8o do caudal do fluido, para 3 valores de Hct, na zona imediantamente antes

da bifurcacdo no microcanal de 500um, e respectivo desvio padréo.

Relativamente ao escoamento sanguineo antes da bifurcacdo em microcanais de
500um, verificamos que o aumento do caudal e o aumento da percentagem de Hct
traduziu-se numa pequena diminuicdo traduziu-se numa pequena diminuicdo da
espessura da CLC junto das paredes. Os motivos que poderao justificar este decréscimo

serdo os ja apresentados anteriormente.

Verifica-se que a CLC é maxima para o escoamento de Hct de 1% com um caudal
de 5uL/min. A espessura de CLC € minima no escoamento de Hct a 15% com um
caudal de 15puL/min.

Comparando com os resultados obtidos no escoamento em microcanais de 300m
antes da zona de bifurcagdo, é possivel analisar uma diminuicdo da espessura da CLC
junto das paredes. Esta diminui¢do da CLC pode ser explicada pelo efeito de Fahraeus.

O efeito de Fahraeus enuncia que as hemacias tém tendéncia a migrar axialmente em
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microcanais de diametros inferiores a 300pum. Considerando gque nesta etapa utilizamos
microcanais de 500um, podera ndo ter ocorrido migracdo axial das hemécias de forma

tdo intensa como enuncia Fahraeus.

Em seguida s&o apresentados na Figura 65 a variagdo da CLC em fungdo do

caudal para 3 Hcts na zona posterior a confluéncia no microcanal de 500um.

Depois da confluéncia do Canal de 500 um
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Figura 65: Espessura da CLC em fung¢&o do caudal do fluido, para 3 valores de Hct, nanzona imediantamente apés

da confluéncia do microcanal de 500um, e respectivo desvio padrdo.

Relativamente aos resultados obtidos ap6s a confluéncia, podemos observar na
Figura 65 que a espessura da CLC é maxima para o escoamento de Hct a 1% com um
caudal de 5 pL/min e minima no escoamento de Hct a 15% com caudal de 15pL/min.
Verifica-se que o aumento da percentagem de Hct e do caudal traduziu-se numa
diminuicdo da espessura da CLC. Os motivos que poderdo justificar estes dados sdo 0s
ja apresentados anteriormente, 0 aumento no nimero de células e o aumento do caudal
provocam um aumento de pressdo sobre a CLC e a sua consequente diminuicdo da
CLC.

Comparativamente com os resultados obtidos antes da bifurcacdo observa-se um
aumento da espessura da CLC. Podera ter ocorrido migracdo axial das hemécias ao

longo do escoamento, ou sucedida uma diminui¢do da pressao sobre a CLC.
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Efectuando uma comparacdo com os resultados obtidos na zona 2 no microcanal
de 300pum com a zona 2 do microcanal de 500um, verifica-se uma diminuicdo da
espessura da CLC. Como ja foi referenciado anteriormente pelo efeito Fahraeus, a
migracao axial das hemacias € mais intensa para microcanais de diametro inferior ao de
300pm. E plausivel que a migragdo axial tenha sido mais intensa nos microcanais de
300pum do que no de 500um ao longo de todo o escoamento. Este facto poderd explicar
a diminuicdo da CLC com o aumento do didmetro dos microcanais testados.

Posteriormente foi efectuado o escoamento sanguineo nos microcanais de

1000um. Nas Figura 66 e 67 apresentamos os valores obtidos referentes as zonas 1 e 2.

Antes da bifurcagéo do canal de 1000 pm
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Figura 66: Espessura da CLC em fungéo do caudal do fluido, para 3 valores de Hct, na zona imediantamente antes

da bifurcacdo no microcanal de 1000um, e respectivo desvio padrao.

Podemos observar na Figura 66 que da mesma forma que ocorreu nos casos
anteriores, a espessura CLC foi maxima no escoamento de Hct a 1% com um caudal de

5uL/min e minima no escoamento de Hct a 15% a 15uL/min.

A alteracdo do Hct influenciou de forma mais acentuada a diminuicdo da
espessura CLC, comparativamente com a modificacdo do caudal. Como estamos a
abordar um microcanal de maiores dimens@es, seria de esperar que o aumento da
quantidade de células presentes no escoamento produzisse influéncia ainda mais

acentuada na diminuigdo da CLC do que a variagdo do caudal. Como o microcanal é de

67



maiores dimensdes e a pressdo exercida sobre as paredes € inversamente proporcional

com o didmetro do microcanal, os resultados estédo de acordo com o esperado.

E possivel observar que a alteracdo da percentagem de Hct de 5% ou 10% para a
percentagem de 15 %, provocou uma descida acentuada da espessura CLC. O aumento

da quantidade de células aumentou a pressédo exercida sobre a CLC.

Comparativamente com os resultados obtidos anteriormente observa-se que a
CLC néo variou de forma tdo linear com a alteracdo do Hct e do caudal. Os valores
obtidos para Hct de 1 e 5% sdo bastante proximos. Como a CLC era inferior
comparativamente com 0s escoamentos anteriores, verificou-se alguma dificuldade em
efectuar o tracking das células manualmente. As variacfes verificadas no gréafico

poderdo ser justificadas por erro humano da delimitacdo da CLC.

A CLC foi superior no escoamento a 10uL/min de Hct a 5% do que no

escoamento de Hct a 1%.

Na Figura 67 podemos observar a espessura da CLC do escoamento dos diferentes

Hct nos microcanais de 1000um.

Depois da confluéncia do Canal de 1000 pm
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Figura 67: Espessura da CLC em func¢do do caudal do fluido, para 3 valores de Hct, na zona imediatamente ap6s da
confluéncia do microcanal de 1000um, e respectivo desvio padrao.

Analisa-se na Figura 67 que existiu um aumento muito ligeiro da CLC na zona 2

comparativamente com a zona 1. O aumento foi muito mais ligeiro que nos testes
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efectuados para os microcanais de 300 e 500um porque para microcanais de dimensdes

superiores ndo ocorre qualquer tipo de migracao axial de hemécias.

Verifica-se que o aumento de Hct para 15% traduziu-se numa diminui¢do dréstica
da CLC tal como ja tinha ocorrido na zona 1. E importante referir que a variagdo do
caudal ndo produziu qualquer tipo de alteracdo a CLC no escoamento de Hct de 5 e
15%. No escoamento e Hct a 1%, o caudal influenciou de forma munto suave a CLC.
Esta variacdo tal como ja foi referido anteriormente, podera estar associada a erros

humanos na etapa de tracking de células.

Verificou-se que a CLC era maxima para o escoamento de Hct a 1% com um
caudal de 5pL/min e era minima para Hct a 15%.

Depois de efectuar uma analise pormenorizada da CLC no escoamento sanguineo
dos diferentes Hcts, nos 3 diferentes microcanais para duas diferentes zonas e com 0s
diferentes caudais de uma forma pormenorizada, é importante efectuar uma analise
global da variacdo da CLC. Na Figuras 68, 69 e 70 serdo apresentados os resultados ja
apresentados, mas na forma de graficos de barras. Iremos observar os escoamentos

realizados em cada geometria e analisar os fendmenos associados a varia¢do da CLC.

Na Figura 68 podemos observar as variacdes das CLCs obtidas no escoamento de
fluidos no microcanal de 300um. Podemos analisar a variacdo da CLC para o0s

diferentes caudais, para as diferentes percentagens de Hct e nas duas zonas de interesse.
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Espessura de plasma no canal de 300pum
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Figura 68: Espessura da CLC dos escoamentos fluidicos realizados no microcanal de 300um.

Podemos observar na Figura 68 que o aumento do caudal no microcanal de
300um produziu de forma relativamente linear uma diminuicdo da CLC. Esta
diminuicdo € menos acentuada no escoamento de fluidos com maior percentagem de
Hct. Estes acontecimentos, como ja foi referido anteriormente, estdo relacionados com a
pressao exercida sobre a CLC pelo fluido e esta sobretudo relacionado com a migracdo

axial das hem@cias.

Analisa-se também que o0 aumento da percentagem de Hct cria uma diminuicdo da
CLC nos 3 diferentes caudais utilizados. E importante referir que o Hct a 1% foi o

fluido que produziu maior CLC para os 3 caudais utilizados.

Relativamente aos resultados obtidos na zona 1 e zona 2, verificou-se que em
todos os casos o0 sistema provocou um aumento da CLC. O aumento era claramente
atenuado com o aumento do caudal e com o aumento da percentagem de Hct presente
no escoamento. O aumento da CLC da zona 1 para a zona 2 podera ser justificado pela
migracdo axial das hemécias ao longo de todo o escoamento. Podera também estar

relacionado com a concavidade que a curvatura da confluéncia junto da zona 2.

Obteve-se uma CLC maxima nos testes efectuados no microcanal de 300pum na
zona 2 com escoamento de Hct a 1% e um caudal de 5puL/min. Por sua vez, a CLC foi

minima com o escoamento de Hct a 15% e com um caudal de 15uL/min na zona 1.
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Depois de analisados os resultados obtidos no microcanal de 300um, iremos
examinar os resultados obtidos no microcanal de 500pum de forma genérica. Na Figura
69 podemos observar a variagdo da CLC ao longo dos testes de escoamento de fluido

efectuados.
Espessura de plasma no canal de 500pum
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Figura 69: Espessura da CLC dos escoamentos fluidicos realizados no microcanal de 500um.

Comparativamente com os resultados obtidos nos microcanais de 300um € nitido
que globalmente existiu uma diminuicdo da CLC em todos os escoamentos efectuados.
E portanto perceptivel que o aumento do didmetro dos microcanais produz uma
diminuicdo da CLC. Como ja foi referido ao longo do trabalho, a diminui¢do da CLC

com o aumento da largura do microcanal, esta relacionada com o efeito de Fahraeus.

Relativamente a variacdo do Hct, verifica-se que o seu aumento gera uma
diminuicdo da CLC. Este fendbmeno ocorre para todos os caudais testados, sendo este
mais acentuado para 0 menor caudal testado e menos perceptivel em caudais mais

elevados.

Analisando os fendmenos associados a variagdo do caudal, 0 seu aumento reduz a
CLC para todas as percentagens de Hct testados. E possivel observar que a influéncia do
caudal provoca pela variagdo baixa. A diferenca da CLC é quase imperceptivel para o
escoamento de fluidos a 10 e 15uL/min.
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No que diz respeito a comparacdo da zona 1 e 2, verifica-se um aumento da CLC
para todos os escoamentos testados. Este aumento € mais perceptivel para menores
caudais e menores percentagens de Hct.

Verifica-se assim que a CLC é méaxima para o escoamento de Hct a 1% com um
caudal de 5pL/min na zona 2 e € minimo para escoamento de Hct a 15% com um caudal

de 15puL/min na zona 1.

Por fim iremos observar e analisar o0s resultados obtidos, associados ao
escoamento sanguineo em microcanais de 1000pum. Na Figura 70 podemos observar as

CLC obtidas para os escoamentos realizados.

Espessura de plasma no canal de 1000pum
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Figura 70: Espessura da CLC dos escoamentos fluidicos realizados no microcanal de 1000um.

Comparativamente com 0s resultados no escoamento sanguineo nos outros
microcanais é perceptivel que existe uma diminui¢cdo da CLC. Mais uma vez com 0
aumento da largura do microcanal, ndo ocorre migracdo axial das hemécias, ocorrendo

um aumento de presséo sobre as CLC e a consequente diminui¢do da sua espessura.

Relativamente a variacdo do caudal é possivel verificar que com o seu aumento
quase ndo existe alteracdo da CLC. Existe um pequeno decréscimo da CLC, mas se

considerarmos o desvio padrdo calculado, a diferenca observavel é insignificante.
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Observando a variagdo do Hct analisa-se que existe um decréscimo acentuado da
CLC, no escoamento de Hct de 15%. Relativamente ao Hct a 5 e 10% estes possuem
semelhantes CLC.

Efectuando uma comparagdo da CLC na zona 1 e 2, verifica-se um ligeiro
aumento na zona 2. Porém este aumento é muito inferior comparativamente com 0s

escoamentos efectuados nos anteriores microcanais.

Da mesma forma que se sucedeu nos casos anteriores, a CLC foi maxima para o
escoamento de Hct de 1% na zona 2 com caudal de 5uL/min e minima para Hct a 15%

na zona 1 com um caudal de 15pL/min.

Ao longo dos testes efectuados foram também observados fendmenos na zona
central da confluéncia associados a geometria de 500um e especificamente no
escoamento de Hct a 15%. Verificamos que neste escoamento existia a formacdo de
CLC na zona central da confluéncia (em inglés denominada apex), como podemos
observar na Figura 71. Esta camada, que se prolonga para jusante, deve-se a jun¢do das

CLCs formadas nas paredes “interiores” dos microcanais que se unem na confluéncia.

A e e e s o e

e R o T

Figura 71: A - Formagdo da CLC na zona 2; B — Continuagdo da CLC ao longo do escoamento, na zona de saida do

microcanal.

Como podemos observar na Figura 71-A, existe formacao de CLC na zona central
da confluéncia do microcanal. Verificou-se que a camada de CLC central continuava
definida ao longo do escoamento como podemos observar na Figura 71-B. Analisou-se
também a variacdo da espessura da CLC central em fungdo do caudal de escoamento do

fluido. Achou-se de todo interessante quantificar a variagdo desta CLC, neste caso
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especifico, e apresentar os resultados obtidos em funcdo do Reynolds. Na Figura 72
podemos observar a variagdo da CLC em funcdo do Reynolds na situagdo referida

anteriormente.

Espessura de plasma na zona central no
canal de 500um com Hct a 15%
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Figura 72: Variagdo da CLC da zona de confluéncia do microcanal de 500pum no escoamento de Hct a 15%, em

fungao do Reynolds.

Relativamente a variacdo da CLC com o Reynolds nos caudais efectuados,
constata-se pela Figura 72, que ha um ligeiro aumento da espessura até um Reynolds
aproximadamente de 0,3 e uma aparente estabilizacdo para Reynolds superiores. Para se
tirar conclusdes mais definitivas sera necessario realizar mais testes experimentais,

utilizando outras dimensdes de microcanais, outras valores de Hcts e outros caudais.
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Capitulo 5

5. Conclusao

Realizou-se um projecto de natureza experimental na area da Tecnologia
Biomédica, tendo-se procedido a fabricacdo de microcanais e ao estudo do escoamento

de fluidos fisioldgicos nos microcanais fabricados.

Relativamente a fabricacdo de microcanais as principais conclusdes retiradas deste

estudo sdo as seguintes:

» A técnica de fabricacdo dos microcanais desenvolvida neste projecto, designada
por xurografia é valida, considerando que foi possivel fabricarem-se microcanais
de dimensdes a escala micron e posteriormente efectuar o escoamento de fluidos
fisioldgicos;

» A xurografia apresenta vantagens relativamente a outras técnicas de
microfabricacdo, por recorrer a equipamentos e materiais de menor custo, ndo
necessitar de salas limpas e ser de mais facil utilizacéo;

» De entre o0s varios equipamentos e materiais utilizados na fabricacdo de moldes
por xurografia, foi a plotter Jaguar Il e o vinil KEMICA TECMARK, serie 300
de com branca, que produziu moldes de maior precisdo e melhor qualidade. A
plotter Jaguar Il permitiu também a fabricagdo microcanais de seccdo recta
como se pretendia;

» A diminuicdo da largura da geometria proporcionou a obtencdo de microcanais
com qualidade inferior, ocorrendo a fabricacdo de bifurcacdes e confluéncias
assimétricas, assim como rugosidades no microcanal;

» A fabricacdo recorrendo a técnica de xurografia produziu microcanais com
arestas arredondadas na zona de bifurcagdo e de confluéncia. Porém, com o
aumento da dimensdo dos microcanais, o arredondamento das arestas era menos

acentuado;

Relativamente ao estudo efectuado do escoamento de fluidos fisiolégicos nos

microcanais fabricados, as principais conclusdes sdo as seguintes:
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Existiu sempre formacdo de CLC junto das paredes dos microcanais no
escoamento de fluidos nas condig¢des ensaiadas (Hct a variar entre 1 e 15% e
caudal entre 5 e 15uL/min);

O aumento da largura das geometrias (300, 500 e 1000um), provocou uma
diminuicdo da CLC junto das paredes dos microcanais nas zonas imediatamente
antes da bifurcacdo (referida no texto como zona 1) e na zona a seguir a
confluéncia (referida como zona 2);

O aumento da percentagem de Hct (1, 5 e 15%) originou uma diminuicdo da
CLC junto das paredes dos microcanais nas zonas ja referidas anteriormente;

O aumento do caudal (5, 10 e 15 pL/min) gerou uma diminui¢do da CLC junto
das paredes dos microcanais testados, nas mesmas zonas ja referidas;

A CLC é sempre superior na zona 2 comparativamente com a zona 1,
concluindo-se que, de um modo geral, ocorre migracdo das hemacias presentes
no escoamento dos fluidos para o centro dos microcanais;

Nas experiencias efectuadas, a espessura méxima da CLC foi obtida na zona 2
do microcanal de 300um, com um Hct de 1% e um caudal de 5uL/min. A
espessura minima foi obtida na zona 1 do microcanal de 1000um com um Hct
de 15% e caudal de 15pL/min;

De entre os vérios ensaios efectuados, verificou-se que no escoamento em
microcanais com 500um de largura e Hct de 15%, para os diferentes caudais
testados, ocorreu formacdo de uma CLC no centro da zona 2 que continuou, no

centro do microcanal subsequente a confluéncia.



Capitulo 6

6. Trabalhos Futuros

Este projecto de natureza experimental representa o inicio de um mundo de

possibilidades por explorar. Tratando-se ainda de um estudo preliminar, sdo sugeridos

0s seguintes trabalhos futuros:

>

Producdo de moldes com o recurso a plotters de corte com maior precisdo. Seria
possivel produzirem-se estruturas de menores dimensdes e melhorar a qualidade
dos moldes produzidos, assim como a obtencao de ramificacdes simétricas;

Seria de grande importancia encontrar-se o material mais adequado para a
fabricacdo. E necessario um material que possua maior resisténcia de forma a
ndo ocorrer quebra dos microcanais, que seja compativel com o processo de cura
do PDMS e possuia adesivo na parte posterior;

Utilizacdo de resinas e ceras para a producdo do molde. Seria interessante
utilizar a técnica desenvolvida para fabricar o negativo da geometria pretendida
e produzir-se um molde em cera ou resina para posterior deposi¢cdo do PDMS.
Iria permitir a fabricagdo de estruturas de menos dimensé&o;

Verificar se a técnica € valida para geometrias com diferentes formas. E de todo
importante efectuar a validacdo da técnica em diversos tipos de geometrias, com
formas mais simples e mais complexas;

Efectuar testes para diferentes Hct, caudais e geometrias, verificar e quantificar
as CLC obtidas no escoamento dos fluidos;

Seria de todo interessante observar de forma mais detalha a CLC formada na
zona central do microcanal apds confluéncia. Poder-se-ia observar a influéncia
do caudal, da percentagem de Hct e das dimensdes do microcanal na espessura
da CLC e efectuar a sua quantificacdo. E sugerida a utilizacdo de camaras de alta
velocidade para a captacdo dos escoamentos com maior qualidade e a utilizagdo

de objectivas microscopicas com maiores resolugoes.
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