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Resumo

Este relatorio descreve o trabalho efetuado durante o 2° ano do curso de Mestrado em
Tecnologia Biomédica no Instituto Politécnico de Braganca (IPB). Este trabalho consistiu no
desenvolvimento de um dispositivo biomédico a micro escala, que tivesse a capacidade de
num dnico passo, realizar a separacéo e a deformacéo das células da camada de plasma.

Inicialmente foi feita uma revisdo de literatura onde foram abordados alguns temas de
relevante interesse para uma melhor compreensdo do presente estudo, como a
biomicrofluidica, escoamento sanguineo e técnicas e polimeros imprescindiveis para todo o
processo de micro-fabricacdo. Numa etapa posterior, durante o percurso no CEIT,
Universidade de Navarra, Espanha, foi realizada a primeira fase experimental deste projeto,
ou seja, o desenho e fabricagdo do dispositivo. O passo limitante desta fase foi a fabricacdo
dos moldes, através da técnica de fotolitografia, tendo sido necessario otimizar o protocolo
desta técnica, na tentativa de obter os melhores resultados. Seguidamente, no Instituto
Politécnico de Braganca procedeu-se ao estudo do escoamento sanguineo nos dispositivos
desenvolvidos no CEIT, com o objetivo de analisar o efeito das diferentes constricbes
presentes nas geometrias, o efeito da velocidade, o efeito dos diferentes hematdcritos e o
efeito da deformabilidade das células na camada de plasma. Assim, conclui-se que, quanto
maior for a razdo de expansdo, maior é a espessura da camada de plasma a jusante da
constricdo. Relativamente aos caudais, aferiu-se que estes ndo tém grande influéncia na
camada de plasma e face ao hematdcrito, aferiu-se que a medida que se aumenta o
hematocrito, a camada de plasma tende a diminuir. Adicionalmente e através do dispositivo
gue melhores resultados se obtiveram na etapa anterior, efetuou-se o estudo da rigidez celular,
tentando mais uma vez compreender qual o efeito que a rigidez teria sobre a espessura
camada de plasma. Para tal, foi necessario criar uma série de protocolos que possibilitassem a
inducdo da rigidez celular. Por ultimo, foram realizadas comparagfes entre a camada de
plasma na presenca de células saudaveis e a camada de plasma quando foi induzida rigidez
nessas mesmas células, tendo-se concluido, que a medida que diminui a deformabilidade da

célula, a espessura da camada de plasma tem tendéncia a diminuir.

Palavras-chave: Microdispositivo Biomédico, Biomicrofluidica, Eritrécitos, Fotolitografia,

Camada de Plasma.






Abstract

This report describes the work performed during the 2nd year of the Master in
Biomedical Technology at Instituto Politécnico de Braganca (IPB). The work consisted in
designing and developing a biomedical micro-device that had the capacity, in a single step, to
perform the separation of red blood cells as well as study their deformation under different
flow conditions.

The initial step consisted on performing a literature survey, to review the topics relevant
to a better understanding of the persent project, including biomicrofluidics, blood flow, as
well as polymers and techniques involved in the full process of micro-fabrication.

After drawing series of geometries, the first steps towards the conception of the devices
were carried out during the course of stay in CEIT, University of Navarra, Spain, which
included the design and manufacture of the molds required for micro-channel fabrication by
soft-lithography. The mold fabrication step was performed using photolithography and
required an extensive trial-and-error experimental study, to optimize the protocol of this
technique in an attempt to obtain better results in terms of accuracy and feature definition.

The devices manufactured in the previous step were used at IPB to study the flow of
blood with the aim of analyzing the effect of various parameters on the size of the plasma
layer and therefore on red blood cell separation. This study included the effect of constrictions
present in different geometries, the effect of the velocity of the fluid and the effect of different
hematocrit levels. It was found that the flow rate does not greatly influence the size of the
plasma layer. On the other hand, an increase in the expansion ratio (due to a presence of the
constriction) induces a larger plasma layer downstream of the expansion, while an increase in
hematocrit level reduces the size of the plasma layer. For the flow rates measured, the results
showed a slight influence on the plasma layer whereas for the hematocrits tested, the results
revealed that as it increases the hematocrit, the plasma layer tends to decrease.

The device which achieved the best results in terms of cell separation was then used to
study the effect of the cell stiffness on the size of the plasma layer. For this purpose it was
necessary to create a series of protocols that enabled the modification of cell rigidity or
deformability.



The size of the plasma layer was then analyzed in the case of cells with increased
rigidity (corresponding to diseased cells) and compared to the results with the healthy cells

showing that the thickness of the plasma layer decreases as the cells become more rigid.

Keywords: Biomedical Microdevice, Biomicrofluidics, Red Blood cells, Photolithography,

Plasma Layer.
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Primeiro Capitulo

1 Introducao

Neste capitulo encontra-se apresentada a motivacdo para o desenvolvimento da tese,

assim como os objetivos da mesma. Apresenta-se ainda, o estado de arte e a estrutura da tese.

1.1 Motivacao e Objetivos

Este relatério descreve o trabalho realizado no Centro de Investigacdo (CEIT), Sao
Sebastian, em Espanha, durante o 2° ano do curso de Mestrado em Tecnologia Biomédica,
tendo sido o estagio financiado pelo programa Erasmus com uma duracdo de 5 meses. O
restante periodo até a apresentacdo deste projeto realizou-se no Instituto Politécnico de
Braganca, em Portugal.

Em diversos estudos, tem sido afirmado que a deformacdo dos eritrocitos depende do
estado de salde do préprio paciente. Por exemplo, como seria de esperar células infetadas por
com malaria ou até diabetes, ostentam indices de deformacdo diferentes, comparativamente a
celulas saudaveis.

Os métodos tradicionais habitualmente usados no estudo da deformacdo dos GVs
podem modificar o estado original das células e por consequéncia, os resultados de analises
posteriores podem ser alterados. Por estes motivos, é de fulcral importancia que se encontrem
novas abordagens de separacdo, capazes de serem integradas em estratégias existentes de
analise das celulas, para que seja exequivel desenvolver um processo de andlise de células,

sem que estas sejam alteradas.

A finalidade deste projeto é a criagdo de um biochip, que possua a capacidade de
unicamente num passo, realizar a separacdo e a deformacdo de células sanguineas. O

desenvolvimento deste biochip integrado podera suprimir horas de trabalho laboratorial e
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minimizar erros de procedimentos, ampliando deste modo a exatiddo do diagndstico de

diversas doencas.

1.2 Estado de arte

O sangue é uma suspensdo de 45% das células (plaquetas, eritrocitos e leucdcitos) no
plasma. Os eritrocitos (globulos vermelhos) constituem a maioria das células no sangue e séo
normalmente cerca de 1000 vezes mais abundantes do que os leucdcitos. Os métodos
atualmente disponiveis para fazer a separacdo do sangue sao por vezes muito complicados,
dai ser de extrema importancia o desenvolvimento de métodos simples e eficientes, para que
seja possivel isolar os leucdcitos diretamente do sangue total [Cheng et al. (1998), Kricka e
Wilding (2003), Paegel, et al. (2003), Andersson e Van den Berg (2003), Abramowistz,
(1999), De Mello, Beard (2003) e Vilkner et al. (2004)].

Visto que o projeto em questdo se baseia no desenvolvimento de um microdispositivo
biomédico, para a separacdo e deformacdo de eritrocitos, € importante mencionar que a
separacdo e classificacdo das células sdo importantes para uma vasta gama de aplicacdes
biomédicas, incluindo o diagnostico, terapéutica e a biologia celular.

Muitos dos atuais testes de diagnostico, dependem de componentes fracionados do
sangue, como por exemplo: o plasma, glébulos vermelhos (GVs), globulos brancos (GBs) e
plaquetas. A titulo de curiosidade, evidenciando apenas dois exemplos, pode-se referir que a
camada livre das células € usada para a detecdo do cancro através de biomarcadores no
sangue, ao passo que 0s GBs sdo necessarios para varios exames hematolégicos, bem como o
sequenciamento do acido desoxirribonucleico (ADN) [Gossett et al. (2010)].

Além do diagndstico, os componentes do sangue sdo utilizados na terapéutica. Em
muitas amostras clinicas podem ser encontradas células estaminais, existindo um grande
interesse na utilizacdo destas células, tanto na area da engenharia dos tecidos como para o
tratamento de doencas, encontrando-se grande parte destas celulas estaminais no liquido
amniotico.

Para finalizar, outra das aplicacdes biomédicas em que a separacdo e classificagdo das
células sdo muito importantes € a biologia celular. Esta tenta compreender o comportamento
das células, requerendo muitas vezes o isolamento de diferentes tipos de células, como por

exemplo os GBs, células estaminais, de forma a reduzir a heterogeneidade na amostra
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estudada. Os atuais meétodos de isolamento de células estaminais envolvem o uso de
marcadores bioguimicos, [Li et al. (2002), Toner, Irimia (2005), Villanueva et al. (2006),
Gossett et al. (2010)].

O uso de dispositivos micro-fluidicos para a separacdo de células micro-fluidicas tem
um numero de vantagens bem conhecidas, em comparacdo com os métodos tradicionais de
separacdo. Podem ser referidos, entre muitos outros, 0 menor consumo de volume da amostra,
a facilidade de portabilidade, a fabricacdo a custo reduzido, uma melhor esterilizacdo e uma
anélise mais répida e eficiente, [Chong et al. (2004), Milica et al. (2006), Kyongmi et al.
(2007), Nan et al. (2007), Mohamed et al. (2011)].

A rapida expansdo dos “lab-on-a-chip” face aos dispositivos de micro andlise,
proporcionara ferramentas a micro escala, que podem revolucionar as analises clinicas,
reduzindo drasticamente o tamanho da amostra e o seu manuseio, [Ramsey (1999) e Vilkner
et al. (2004)].

1.3 Estrutura do Projeto

Procurou-se dar uma ordem aos temas desenvolvidos neste trabalho, que permita ao
leitor um acompanhamento, e percecdo das questdes envolvidas em cada assunto tratado. Este
projeto divide-se em 7 capitulos, estando eles ordenados da seguinte maneira.

No primeiro capitulo, apresenta-se a motivacdo e objetivos deste trabalho, uma breve
abordagem ao estado de arte e a estrutura do presente projeto.

No segundo capitulo, é exposta uma aprofundada revisdo de literatura, onde serdo
abordados assuntos relacionados com a biomicrofluidica.

No terceiro capitulo, sob o titulo de micro-fabricacdo, sdo apresentadas técnicas de
fabricacdo usuais na producdo de micro-sistemas analiticos e o tipo de polimero empregue na
fabricacédo do dispositivo do presente projeto.

No quarto, quinto e sexto capitulo, serdo expostos 0s ensaios experimentais executados
no CEIT e no IPB.

No setimo e altimo capitulo, serdo apresentadas as conclusdes deste projeto, bem como

propostas para trabalhos futuros.






Segundo Capitulo

2 Biomicrofluidica

Neste capitulo serdo abordados assuntos relativos ao sangue, e a toda a sua envolvente,
bem como a hemodindmica do sistema circulatério, a composicdo do sangue, a micro-

circulacdo, técnicas usadas na separagao sanguinea, entre outros.

2.1 O Sangue e a Hemodinamica do Sistema Circulatorio

O sangue circulante tem como principal fungdo, o transporte de oxigénio, nutrientes,
produtos residuais e calor para todo o corpo. Pode-se referir que 0 sangue oxigenado sai do
coracdo a uma elevada velocidade e pressdo, atraves da aorta e dirige-se seguidamente para
outras artérias de grande porte, arteriolas e por fim para os capilares. No retorno, este
movimenta-se para as venulas, veias e finalmente volta para 0 coracdo € 0 processo €
novamente repetido, processo este representado pela Figura 1 (A). Ainda nesta figura é visivel
um exemplo da natureza ndo-Newtoniana do sangue, onde se pode observar a formacdo de
uma camada de plasma em micro-vasos com diametro inferior a 300um [Fahraeus, Lindqvist
(1931)].

Segundo Fung (1993) e Yamaguchi et al. (2006), em grandes artérias onde o diametro
dos vasos sanguineos € suficientemente grande comparativamente a células individuais, €
adequado considerar o sangue como um fluido Newtoniano. Deste modo, 0 sangue nas
grandes artérias pode ser estudado como um fluido homogéneo, onde a influéncia das
particulas no escoamento é ignorada. Adicionalmente, gracas ao elevado nimero de Re nas
artérias, o escoamento é regido por forcas de inércia.

No entanto, como as artérias se dividem em continuas artérias com menores didmetros,

a area da seccdo transversal vai ser amplificada, logo tanto a pressdo como a velocidade,
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abrandam a medida que o sangue flui para os vasos de menor porte [Fung (1993) e
Yamaguchi et al. (2006)].

Quando o sangue atinge as arteriolas e capilares, o numero de Reynolds (Re) torna-se
menor que um, onde a forca viscosa domina sobre as forcas de inércia (ver Figura 1 (B)). Em
dimensGes a escala micro, é essencial ter em conta o efeito das propriedades ndo-Newtonianas
do sangue, visando o estudo do seu comportamento em micro-vasos e micro-canais [Caro et
al. (1978) e Fung (1993)].
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(A) Diagrama esquematico do sistema (B) D
circulatorio. alteragdes na pressdo arterial e 0 nimero Re
em artérias de grande porte, veias e capilares.

Figura 1:Diagramas representativos da hemodinamica do sistema circulatério [Adaptado de Burton (1966), Caro
et al. (1978) e Levick (2003)].

2.2 Composicao do Sangue

Do sangue fazem parte elementos celulares, que correspondem 40% a 45% da sua
composicdo. Fazem parte desses elementos os globulos vermelhos (GVSs) ou eritrocitos,
gldébulos brancos (GBs) ou leucdcitos e plaquetas ou trombdcitos, como se pode visualizar na
Figura 2 [Wait e Fine (2007) e Cidre (2010)]. O plasma, elemento sanguineo (ver Figura 2),
constitui 55% a 60% da restante composicdo do sangue. Este elemento é um liquido

transparente, de cor ambar, que possui elementos celulares suspensos. Denomina-se de soro, 0
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plasma do sangue onde foram eliminados os fatores de coagulacdo [Wait e Fine (2007) e
Cidre (2010)].

Glébulos Vermelhos

|GI6bulos Brancos

Plaquetas

Figura 2:Constituintes do sangue (Adaptado de http://cardiovasculogando.blogspot.com/).

A consisténcia viscosa é uma caracteristica tipica do sangue, variando essa consisténcia
mediante o contetdo de proteinas e GBs. A viscosidade é um fator de elevada relevancia, uma
vez que € gracas a esta que € exequivel determinar a pressdo e a taxa de deformacdo do
sangue que circula nos vasos sanguineos do sistema circulatorio. A circulagdo dos diferentes
tipos de células é outro fator de relevancia no escoamento do sangue. Os GBs tendem a fluir
de forma individual rolando ao longo das paredes dos vasos sanguineos, enquanto GVs,
deslocam-se individualmente, ou em agregados, e tendem a concentrar-se no centro dos vasos
sanguineos, ou seja, possuem um escoamento axial [Wait e Fine (2007) e Cidre (2010)].

Na Tabela 1, pode-se visualizar um resumo das caracteristicas das células sanguineas.

Tabela 1:Tabela relativa as caracteristicas das células sanguineas [Adaptado de Caro et al. (1978)].

Globulos Vermelhos (GVs) Forma Biconcava, (8x1-3)

Globulos Brancos (GBs) Aproximadamente Esférica 45
(7-22)
Plaquetas Redonda ou oval (1-4) 1
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Seguidamente, serdo abordados mais especificamente cada um dos constituintes do

sangue, para que seja possivel, um melhor entendimento destes.

2.2.1 Plasma
Este fluido tem como funcdo, transportar para o interior do aparelho cardiovascular
todos o0s elementos que se encontrem presentes no sangue, por exemplo, as células
sanguineas, os nutrientes (gorduras, aminodcidos e agucares), vitaminas, substancias minerais

e até mesmo medicamentos [Teixeira (2008)].

2.2.2 Glébulos Vermelhos

Os Glébulos vermelhos (GVs) possuem hemoglobina, sdo destituidos de nucleo e
organelos originados e deteriorados na medula dssea. Os GVs sdo considerados 700 vezes
mais abundantes que os GBs e 17 vezes mais numerosos que as plaquetas. Os GVs tém forma
de disco biconcavo e possuem um didmetro de aproximadamente 8 pm, uma espessura de 2
um e um volume entre os 80-90 um [Cidre (2010) e Lima et al. (2012)], como se pode
observar pela Figura 3, sendo as extremidades mais espessas que o0 centro da célula. Para que
seja exequivel um facil movimento por parte dos pequenos vasos, 0s GVs dobram-se pelo

centro.

Figura 3:Dimenséo e forma do Glébulo Vermelho Humano [Adaptado de Lima et al. (2012)].

A vida de um GV e cerca de 125 dias, ou seja, 0.8% destes GVs séo destruidos a cada
dia, por conseguinte a mesma quantidade de GVs é produzida na medula 6ssea. Os GVs sdo
0s principais responsaveis pelo transporte de oxigénio dos pulmdes para todos os tecidos do
corpo humano [Cidre (2010)].
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Considera-se hematdcrito (Hct) como a percentagem ocupada pelos GVs, no volume
total de sangue. Mediante o0 sexo e a idade, os valores médios vao variando, cerca de 45% na
mulher e 40-50% no homem [Cidre (2010)].

2.2.3 Gl6ébulos Brancos

Os Gldbulos Brancos (GBs) séo aqueles que se encarregam pelo mecanismo de defesa,
a que se da o nome de resposta imunitaria. Estes decompdem-se em dois grupos organizados
por funcdo, fagdcitos e linfocitos, ou em dois grupos dispostos por aparéncia, os granuldcitos
e agranulécitos. Pode-se ainda referir que os GBs tém um diametro que varia numa gama dos

7-22 pm, mediante o seu tipo [Lima et al. (2012)].

2.2.4 Plaquetas

As plaguetas, também designadas por trombdcitos sdo células incolores, tém corpos
anucleares habitualmente esféricos ou ovais. Sdo consideradas fragmentos celulares de
megacariocitos (células poliploides, existentes na medula 6ssea em contato com 0S vasos
sanguineos). Desempenham um papel fundamental na coagulagdo do sangue, sendo a sua
principal funcdo a formacdo de coagulos. Relativamente ao seu diametro, estas possuem um
didmetro cerca de 1-2 pm [Wait e Fine (2007), Cidre (2010) e Lima et al. (2012)].

2.3 Micro-circulacao

Face aos critérios morfoldgicos, pode-se referir que fazem parte da micro-circulagéo os
vasos sanguineos que possuam um didmetro inferior a 150 um, o que abrange arteriolas (ou
pequenas artérias), capilares e vénulas. Tendo em conta que o sangue ndo flui de forma
continua pelos capilares, mas de forma descontinuada, ligando-se e desligando em distintos
intervalos de tempo, pode-se referir que, a causa dessa descontinuidade é o resultado de
distintos graus de contracdo da tunica média das arteriolas, e dos esfincteres pré-capilares, que
tem por nome vasomotilidade [Teixeira, (2008)]. A micro-circulacdo estabelece o ponto em
gue o sangue e os tecidos dos distintos 6rgdos corporais entram realmente em contato [Silva
(1997)].
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2.3.1 Reologia do sangue em micro-canais

A maior parte dos fluidos biolégicos (como por exemplo o sangue) sdo considerados
viscosos. O efeito mais evidente de se considerar, face a viscosidade de um fluido num
escoamento, € o seu perfil de velocidades ao longo de uma sec¢do. Independentemente do
escoamento ser ou ndo laminar, a partir do momento em que o fluido tenha viscosidade, a sua
velocidade ira variar com a distancia ao centro do tubo, sendo valida a derivacdo da equacéo
(1). Na Equacao (1), pode-se visualizar o modo matematico de célculo do gradiente de
velocidades, na diregéo radial em fluidos viscosos (v), sendo esta equagédo dada por:

_(Pl_Pz)sz 4
anl

V= k 1)

Através da integracdo da Equacdo (1), é obtido o gradiente de velocidades, onde o
representa a viscosidade do fluido, o comprimento do vaso é representado pela letra I, 0 p
representa a pressao num ponto e, o r e 0 k, 0 raio do vaso e a constante de integracdo gerada
pela aplicacdo das condi¢bes de fronteira, onde junto a parede a v=0 [Westerhof e
Stergiopulos et al. (2005)]. E importante referir que, a viscosidade do sangue depende do Hct,
ou seja, quanto maior este for, maior é o atrito gerado entre as camadas de sangue e por
conseguinte a viscosidade amplia expressivamente com o aumento do Hct.

As caracteristicas do escoamento sanguineo mais surpreendentes sdo conhecidas como
efeito de Fahraeus e efeito Fahraeus-Lindqvist. Estes dois efeitos para além de ja terem sido
observados em ensaios experimentais in vivo, estdo fortemente relacionados com o didmetro
de micro-tubos. Na notavel obra de Robin Fahraeus, constata-se que ele observou que, tanto o
comportamento do escoamento do sangue como o Hct sdo fortemente afetados, por micro-
tubos de didmetros inferiores a 300 um, 0 que sugere que o Hct dimuinui a medida que o
sangue prossegue atraves de micro-vasos mais estreitos. Este fendmeno resulta da migracéo
axial dos GVs para o centro do micro-tubo e consequente movimento mais rapido das células,
guando comparado com o meio de suspensdo, como 0 plasma ou o dextrano [Faharaeus e
Lindgvist (1931), Chien et al. (1984), Pries et al. (1992), Fung (1993), Maeda (1996) e Pries e
Secomb (2003)]. Ainda Fahraeus e Lindqvist observaram que para micro-tubos de didmetro
inferior a 300 um, a viscosidade aparente diminuia & medida que o didmetro do micro-tubo se
tornava menor [Fahraeus e Lindqvist (1931)]. Depois deles, varios investigadores estudaram

este fendmeno para micro-tubos com didmetros até 3 pm e observaram um aumento da
9
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viscosidade aparente para didmetros com aproximadamente 7 um, como se pode visualizar na
Figura 4.

E de ressalvar que a viscosidade do sangue, depende da viscosidade do plasma
conjuntamente com o Hct e a deformabilidade dos GVs, [Westerhof e Stergiopulos et al.
(2005)], e ainda se acredita que a camada de plasma e, também os movimentos dos GVs
desempenham um papel importante sobre a viscosidade aparente [Chien et al. (1984), Pries et
al. (1992), Maeda (1996) e Pries e Secomb (2003)].

Viscosidade aparente relativa

1 10 100 1000 10000
Didmetro do capilar (upm)

Figura 4:Viscosidade aparente do sangue através de capilares de vidro com didmetros entre os 3.3 pm e os 800
um [Adaptado de Pries et al. (1992), Wada e Kobayashi (2002) e Tsubota et al. (2006)].

Uma explicagdo Obvia para o efeito Faharaeus-Lindqvist, € a diminuicdo do Hct
dindmico (Hct no micro-tubo) com o decréscimo do didmetro dos micro-vasos ou micro-
tubos, e consequente diminuicdo da viscosidade aparente. Este efeito também pode ser
explicado pela formacdo de uma camada de plasma (CP) marginal perto da parede do micro-
canal. Esta CP fica localizada entre os GVs em suspenséo e a parede (onde as forcas de corte
sdo maximas), o que contribui para uma reducdo da viscosidade aparente. Acredita-se que na
micro-circulagdo, a CP tenha como fungéo reduzir o atrito entre os glébulos GVs e as células
endoteliais e consequentemente a resisténcia ao escoamento.
No entanto, a formacdo bastante complexa da CP ndo foi ainda demonstrada de forma
convincente, sobretudo devido a fatores multi- fisicos e hemoreoldgicos que afetam a CP.

Atualmente, a explicagdo mais aceitavel é devido a tendéncia que os GVs tém de migrar em

10
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direcdo ao eixo do micro-tubo, reforcada pela deformacdo dos GVs, (ver Figura 5) [Schmid-
Schonbein e Wells (1969), Goldsmith (1971 a/b, 1984), Caro et al. (1978), Fung (1993) e
Maeda (1996)].

Gradiente de r /"’j o

velocidade F;{? Tensio Migracio

— T« Compressio axial
Parede

Figura 5:Migracéo axial dos GVs devido ao gradiente de velocidade do escoamento [Adaptado de Mchedlishvili
e Maeda, (2001)].

No escoamento de Poiseuille, 0 comportamento das particulas em suspensdo depende de
varios fatores, tais como, deformacéo da particula, tamanho e forma. Os GVs deforméaveis
tendem a migrar em direcdo ao eixo do tubo, devido a uma forca radial hidrodindmica. Para
um Re> 1, onde as forcas de inércia se tornam importantes, os corpos deformaveis tém
migracdo axial enquanto as particulas esféricas rigidas tém um comportamento transiente, ou
seja, migram para o centro e para junto das paredes. As particulas esféricas que se encontram
perto da parede movimentam-se para 0 centro, enquanto as que se encontram no centro se
movem em direcdo a parede. Estas particulas rigidas tém tendéncia a atingir uma posicéo de
equilibrio radial de 0.6R, onde R é o raio do tubo. Na Figura 6 sdo apresentados 0s
movimentos tipicos das particulas rigidas e das células sanguineas deformaveis [Goldsmith
(1971 a/b), Caro et al. (1978)].

Fluide viscoso com

Fluido viscoso lenlo eleitos inerciais
Rp=<1 Rp>1
Gotas —EBE 4 Gotas I |
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I ngidas |
\ I G \ @ | Particulas
@ ) 1 Di do @ l . migidas
HRECs reqio ®
\‘Rﬂfil_ @  wido \nm’-‘ | |
@ ! | @
E- ? \II_ * 1 fnm:l.
Al i Sem Migrach Tde
h'Ir:::iqalm l migragdo axial | m'!rlli.'m
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equilhria

Figura 6:Movimentos tipicos das particulas rigidas e deformaveis [Adaptado de Goldsmith (1971)].
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2.3.2 Comportamento dos Fluidos

Os fluidos podem ser considerados Newtonianos e ndo-Newtonianos, mediante o seu
comportamento. Sdo considerados fluidos Newtonianos, aqueles que demonstram a mesma
viscosidade em qualquer velocidade de escoamento, por exemplo, a 4gua, o ar, o plasma e a
gasolina. Estes exibem um comportamento viscoso ideal, onde a variagdo da tensdo de corte
vs gradiente de velocidade ¢ linear, [Lima et al. (2012)].

Denomina-se fluido ndo-Newtoniano, um fluido cuja viscosidade varia mediante o grau
de deformacéo exercido.

O sangue como fluido ndo-Newtoniano caracteriza-se por possuir uma viscosidade de
aproximadamente n=4e'3 Pa.s e uma densidade de p=1.059Se3 Kg.m'g, demonstrando ter um

comportamento nao linear [Lima et al. (2012)].

2.3.3 O perfil de velocidade do Sangue

Durante anos mediu-se a velocidade do escoamento sanguineo em micro-canais, e a
disseminacdo dos resultados reflete a complexidade do fendémeno. Contudo, segundo
Goldsmith [Goldsmith e Turitto (1986)] € indicado um perfil de velocidades proximo de uma
parabola para solucdes muito diluidas (1 Hct), e um perfil tipo pistdo para solu¢bes que
possuam um Hct maior, [Lima et al. (2012)]. Na Figura 7, pode-se observar os perfis de

velocidade quando o hematdcrito € menor e superior a 1.
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Figura 7:Perfil de velocidade para Hct <1 e Hct> 1 [Adaptado de Lima et al. (2012)].
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2.4 Teécnicas Usadas na Separacao Sanguinea

Nesta fase do projeto, serdo abordadas algumas das técnicas que se usam atualmente
para fazer a separacao de células.

Inicialmente vdo ser abordados aspetos da separacdo fisica, alcancada através da
utilizacdo de micro-filtros. Em seguida, € referida uma técnica que manipula a dindmica de

fluidos em micro escala e por fim, € referida uma técnica 6tica [Gossett et al. (2010)].

2.4.1 Micro-Filtros

Uma forma simples de separacdo das células € através do tamanho. Para efetuar este
tipo de separacdo, usa-se a filtracdo. Nestes casos os filtros de membrana, sdo compostos por
uma ampla gama de distintos tamanhos de poros. Para determinadas aplicages, incluindo o
fracionamento do sangue em GVs, GBs, plaquetas e plasma, esta técnica possui uma reduzida
eficiéncia de separacdo. A micro-fabricacdo de varios modelos de filtros € mais compativel
com a preparacdo de amostras sanguineas, uma vez que o tamanho dos poros pode ser
precisamente controlado. Alguns micro-filtros, entre os quais, Weir, Pillar, Cross-flow e
Membrane, foram validados por Ji et al [Ji et al. (2008)] onde trés dos quais estdo

representados na Figura 8.
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Figura 8:Representacdo de diferentes filtros [Adaptado de Ji et al. (2008)].

2.4.2 Filtracdo Hidrodinamica

A filtracdo hidrodindmica é uma técnica semelhante baseada na filtracdo por tamanho e
forma, e requer uma Unica amostra para a entrada. O microdispositivo fluidico é composto

por um canal direito, que possui varios canais perpendiculares [Takagi et al. (2005)].

2.4.3 Deterministic Lateral Displacement

O Deterministic Lateral Displacement (DLD) tem sido aplicado, para se proceder a

separacdo dos GVs, GBs e plaquetas, tendo em conta o tamanho. Esta técnica tem uma boa
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resolucdo, tendo-se demonstrado eficaz para a medicdo das células. Alem disso, esta técnica
tem sido empregue para expor as células a uma multiplicidade de solucdes para realizar a
rotulagem e lavagem. O DLD elimina 99,99% dos GVs do sangue com um caudal de 0.35
mL/h [Huangn et al. (2008)].

2.4.4 Biomimética

Como o nome indica, “Bio” significa vida, e “mimesis” significa imitagdo. E
considerada um ramo da ciéncia, que estuda as estruturas biologicas e as respetivas funcdes,
permitindo a utilizacdo dos conhecimentos da natureza ao nivel in vivo [Shevkoplyas et al.
(2005)].

Relativamente as técnicas de separacdo de células baseadas na biomimética, pode-se
referir que estas se adaptam aos fendémenos hemodindmicos, que envolvem as propriedades
intrinsecas do sangue e das micro-vasculaturas, com a finalidade de se conseguir a divisdo
desejada dos componentes do sangue. Estes fendmenos incluem a separagdo do plasma, a
migracdo dos GVs e o efeito Zweifach Fung, conhecido também por lei da bifurcacéo
[Shevkoplyas et al. (2005) e Gossett et al. (2010)].

Dentro da micro-vasculatura, os GVs tém tendéncia a se concentrarem junto ao centro
do vaso, ao passo que 0s GBs sdo associados a uma regido rica em plasma junto as paredes
[Gossett et al. (2010)]. O efeito Zweifach Fung, ou a lei da bifurcacdo, descreve o
comportamento dos GVs quando o micro-capilar se separa em dois canais, onde estas células
(GVs) “escolhem”, predominantemente, o maior dos capilares na bifurcacdo, como se pode
visualizar na Figura 9. Vérias técnicas tém sido desenvolvidas para tirar proveito desses
efeitos. Shevkoplyas et al., desenvolveram um método para o isolamento de células brancas
do sangue total por marginacdo [Shevkoplyas et al. (2005)]. Apb6s algumas etapas,
Shevkoplyas et al., aperceberam-se que a maior parte dos GVs entraram e dirigiram-se para a
maior saida, ao passo que os GBs se dirigiram para a saida mais estreita, como se pode
visualizar pela Figura 9a) [Jaggi et al. (2006)].

Relativamente a separacdo das células sanguineas do plasma, Abkarian et al.,
desenvolveram um microdispositivo constituido por uma constri¢do e expansao brusca, capaz
de separar de uma forma bastante eficiente as células do plasma (ver Figura 10), [Abkarian et

al. (2006)]. Sollier et al., ao reverem este método demonstraram que o efeito Zweifach Fung
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estd presente nos canais mais amplos e também naqueles em que as taxas de escoamento sdo
maiores [Sollier et al. (2009)]. Na Figura 9b) pode-se observar ramos sucessivos fora do canal
principal, que tém como funcdo remover o plasma, ou seja, foi usada e manipulada a lei da
bifurcacdo para remover as células livres do plasma sanguineo [Yang et al. (2006)].

XS
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Figura 10: Microdispositivo para separar as células sanguineas do plasma [Adaptado de Abkarian et al. (2006)].

2.45 Otica

Técnicas oOticas passivas, tém vindo a ser desenvolvidas, para uma possivel separacao
do escoamento sanguineo [MacDonald et al. (2003)].

As células mediante os seus estados biolégicos tém indices de refracdo
significativamente diferentes, possibilitando a separagdo das mesmas [Milne et al. (2007)].
Este tipo de técnica tém-se mostrado promissora no que diz respeito & separacao de particulas
de polimeros, no entanto, a separacdo de células sanguineas ainda continua a ser investigada.

Na literatura, até a0 momento, ndo existem demonstracdes bem-sucedidas de separagdo de
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células usando este tipo de técnica. Este facto ocorre provavelmente devido a baixa eficiéncia
de separacdo, possivelmente pela falta de conhecimento cientifico relativamente aos
mecanismos responsaveis pela separagdo otica [Gossett et al. (2010)].

2.5 Teécnicas de Visualizacdo do Escoamento Sanguineo na Micro-
circulacao

Os instrumentos médicos convencionais ndo invasivos, usados na medicdo do
escoamento sanguineo em vasos sanguineos de maior dimenséo, sdo as técnicas de ultra-som
Doppler e a ressonancia magnética (MRI).

Apesar de estas terem revolucionado o diagndstico cardiovascular, estas técnicas de
diagndstico in vivo tém uma série de limitagcdes. Entre elas, encontra-se a incapacidade de
obter informagfes quantitativas detalhadas ao nivel micro, devido essencialmente a pobre
resolucdo espacial [Giddens et al. (1993) e Stanton (1999)]. O escoamento sanguineo tanto
nos micro-vasos como em micro-canais pode ser medido por meio de diversas técnicas, entre
as quais, a fotometria e o laser Doppler anemémetro [Uijttewaal et al. (1994) e Golster et al.
(1999)]. Contudo, as técnicas mais bem-sucedidas sdo as baseadas na captacdo de videos com
0 auxilio de camaras de alta velocidade. Geralmente, estes métodos de registo de imagens de
microscopia, usam técnicas de processamento de imagem. Devido a sua elevada resolucédo
espacial e temporal, este método estd a alcancar uma ampla utilizacdo, para investigar
diversos fenémenos na micro-circulagcdo. No sistema de micro-PIV, usam-se microscépios
convencionais, 0 que proporciona a iluminacdo ndo sé do escoamento de interesse mas
também das células situadas fora da zona de focagem, e assim produzir elevados niveis de
ruido de fundo, o que poderé introduzir erros nos perfis de velocidade medidos [Meinhart et
al. (1999 a/b, 2000) e Nguyen e Wereley (2002)]. Esta limitacdo pode ser superada através da
utilizacdo de um microscopio confocal de disco rotativo (SDCM), em vez do microscépio
convencional [Ichihara et al. (1996), Tanaami et al. (2002) e Inoue e Inoue (2002)]. Segundo
um estudo in vitro efetuado por Lima et al., um sistema constituido por um microscopio
confocal de disco rotativo proporciona a reducdo de possiveis erros existentes nos perfis de
velocidade e faculta o estudo de fendmenos fisiolégicos de uma forma mais detalhada em

micro-canais [Lima (2007)].
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2.6 Deformabilidade dos Globulos Vermelhos

Os GVs sao corpusculos de reduzida dimensdo, o que torna dificil a avaliacdo correta
dos fatores que atuam na sua deformabilidade e o perfeito entendimento da sua geometria
[Saad (2002)]. A variabilidade da forma dos GVs, ndo sO é observada ao nivel da micro-
circulacdo como também em setores do sistema cardiovascular, como resposta as forcas
executadas pelo escoamento sanguineo em setores arteriais e/ou venosos. Em termos gerais,
quando a forma de disco biconcavo que apresentam se vai transformando progressivamente
numa elipse, o eixo maior fica paralelo & direcdo da corrente sanguinea [Seeley et al. (1997)].

A deformabilidade dos GVs reflete a facilidade com que estes mudam de forma,
dependendo das forcas mecanicas aplicadas, essencialmente na sua superficie exterior. Na
maioria das vezes a alteracdo da configuracdo globular € condicionada pela forma como as
forcas mecénicas se distribuem na superficie dos GVs [Seeley et al. (1997)]. Sendo a
deformabilidade considerada uma propriedade reologica dos GVs, depende de distintos
parametros, sendo estes apresentados na Tabela 2. Esta deformabilidade, pode ser ou nédo
examinada isoladamente, dependendo da técnica de medicdo eleita. Face a inUmeras
investigacBes, concluiu-se que a deformabilidade é a medida mais geral de relacdes
complexas, entre a biologia e a mecéanica das células vermelhas do sangue, bem como as
forcas fisicas que agem sobre a célula [Musielak (2009)]. Um dos objetivos principais é
encontrar a relacdo empirica entre a forca aplicada, e a tensdo da célula em termos de
deformacdo. Para que este objetivo possa ser concretizado, a técnica para medir a
deformabilidade tem de satisfazer dois critérios: tem de ser um fator quantificavel e
fisicamente definido, fomentando uma modificacdo na forma da célula, e o grau de
deformacéo tem de ser medido direta ou indiretamente de uma forma sensivel e reprodutivel
[Musielak (2009)].
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Tabela 2:Propriedades reoldgicas dos GVs em adultos normais [Adaptado de Musielak (2009)].

Parametro Valor tipico Notas

Area de superficie, S ~110-140 [pm] Dispositivo paralelo de micro-
canais

Membrana de corte 6.0 £0.9 [uNm™] Aspiracéo por micropipetas

Membrana de flexéo 1.6x10™° [Nm] Aspiracdo por micropipetas

Modulo de elasticidade 2.4-11.3 [uNm™] Raios laser

Maddulo de elasticidade para a 300-600[mMNm™] Membrana celular extremamente

area de compressibilidade resistente a dilatacéo

Tempo de recuperacao de forma 0.31[s] Aspiracéo por micropipetas

apos deformacao de flexéo

Viscosidade citoplasmatica 6.4 [mPa.s] Dependente da concentracdo média
de hemoglobina

Viscosidade membranar 0.6-2.7 [uNm™] s Aspiracdo por micropipetas

0.3-2.8 [uNm™] s Raios laser
Volume da célula, V ~ 80-100 [fl] Contador de células automatico

A ampla variedade de técnicas disponiveis espelha a constante dificuldade em aplicar um
método gque quantifique com exatiddo a deformabilidade dos GVs. A deformabilidade € ainda
encarada como a caracteristica que faculta ao GV normal (7-8 pm), escoar por capilares até 3
um. O termo de deformabilidade dos GVs ¢ ainda aplicado, para representar a propriedade de
adaptacdo dos GVs ao escoamento durante os 120 dias, que normalmente permanecem na
circulacdo [Reinhart e Sing (1990), Mohandas e Chasis (1993), Saad (2002) e Patavino et al.
(2006)]. O fenémeno da deformacdo dos GVs é dependente de varios fatores, como por
exemplo da geometria celular (dependendo da forma, volume e da relacdo superficie/volume
dos GVs), da viscosidade interna, que depende da concentracdo de hemoglobina e de
propriedades fisico-quimicas, e de propriedades viscoelasticas da membrana
eritrocitaria’. Ainda relativamente & viscosidade interna, é importante referir que as células
desidratadas com densidade interna mais elevada, tém a capacidade de se deformarem menos
[Reinhart e Sing (1990), Mohandas e Chasis (1993), Saad (2002) e Patavino et al. (2006)].

! A membrana eritrocitaria exerce um papel fundamental na aptiddo dos GVs se deformarem, além de manter a
sua integridade estrutural [Saad (2002)].
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2.6.1 Meétodos de estudo da Deformabilidade dos Eritrécitos

Os principais métodos utilizados para estudar a Deformabilidade dos Eritrocitos (DE),
sdo os seguintes: filtracdo, aspiracdo por micropipeta, (também designado de sucgdo por
micropipeta), hemolise osmotica, observacdo microscopica, ectacitometria e forca de
microscopia atomica [Chien (1981), Patavino et al. (2006)].

A técnica de filtracdo consiste na passagem de uma amostra de sangue, em filtros com
poros de distintas dimensdes, exercendo uma pressao constante. Quando se estuda o sangue
por este método, elementos como proteinas plasmaticas, GBs e plaquetas podem influenciar a
sua analise, o que limita o seu uso [Chien (1981) e Patavino et al. (2006)]. Pode ainda ser
referido, que os métodos de filtracdo de sangue total ou em suspensdes eritrocitaria, atraves de
filtros ou poros (Figura 11), com didmetro inferior aos globulares (aproximadamente 8 pm)
sdo os mais difundidos. Contudo, ostentam agentes condicionantes a serem tidos em conta,
como as condicdes de filtraco, tipo de filtro, meio de suspensdo e processo de determinagéo
[Dormandy (1983) e Kieseweter et al. (1991)]. Na Figura 11, pode-se visualizar GVs
adjacentes a poros de um filtro “Nucleopore”, possuindo esses poros um didmetro de 5 pum.
Em (a) observa-se um GV a deformar-se para atravessar o poro, ao passo que em (b),
observam-se GVs sem capacidade de deformacao, logo ndo conseguem atravessar 0s poros do
filtro [Silva e Saldanha (2005)].

Figura 11:Visualizagdo de GVs adjacentes a poros de um filtro “Nucleopore” [Adaptado de Silva e Saldanha,
(2005)].

O método “Single Pore Rigidometer” consiste na determinacdo do tempo de filtragdo
que cada GV demora a passar num Unico poro com diametro fixo. Esta técnica que

supostamente seria a mais exata, exige equipamento sofisticado e caro, pelo que ndo passou
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da fase de prototipo [Silva e Saldanha (2005)]. Na Figura 12, pode-se observar o equipamento
“Single Pore Rigidometer”, usado na medi¢ao da deformabilidade de GVs [Kieseweter et al.
(1991)].

A principal vantagem desta técnica € a sua simplicidade, ao passo que, tem como

inconveniente a interferéncia de varios fatores, como as propriedades dos filtros.

Figura 12:Equipamento “Single Pore Rigidometer” [Adaptado de Kieseweter et al. (1991)].

A Aspiracdo por Micropipeta baseia-se na medicdo da pressdo (estabelecida por
vacuo) exigida para aspirar cada GV ou parte da sua membrana, através de uma micropipeta
de vidro [Leblond (1973), Brooks e Evans (1987)]. Fundamenta-se ainda na aplicagédo de uma
pressdo negativa sobre a membrana eritrocitaria, fazendo com que a célula penetre no capilar
de vidro. A deformabilidade pode ser visualizada por micro-cinematografia, possibilitando
assim um estudo pormenorizado do fenémeno. E uma técnica morosa e permite apenas o
estudo de células individualizadas [Mohandas e Chasis (1993)].

A Hemodlise Osmotica € um dos métodos classicos usados na hematologia. Este
emprega solucdes hipotonicas, sendo os resultados da hemolise expressos em funcdo da
osmolalidade do meio. Este processo dispde de um equipamento informatizado que avalia o
modulo de elasticidade da membrana [Silva e Saldanha (2005)].

No Método de Visualizagdo Microscépica dos GVs num viscosimetro, os GVs
suspensos num meio de grande viscosidade (por exemplo Dextrano), séo visualizados ao
microscopio sob as divergentes forcas de corte induzidas no viscosimetro. Nestas condigdes,

0s GVs discoides convertem-se em elipticos, com o seu maior eixo, paralelo ao sentido do

20



SEGUNDO CAPITULO. Biomicrofluidica

escoamento. Esta técnica possibilita a observacdo direta das alteracdes da célula [Silveira et
al. (1997)].

A Ectacitometria foi relatada por Bessis e Mohandas, em 1974, e é uma técnica que
faculta a anélise dos distintos agentes que influenciam a deformabilidade eritrocitaria, sendo
exequivel estimar a relacdo area de superficie/volume, a geometria celular, a densidade
celular e a membrana citoplasmatica. Baseia-se no uso de um viscosimetro de escoamento
laminar, no qual as transformacdes da forma dos GVs sdo monitorizadas continuamente por
um feixe de raio laser e processados por um micro computador, que determina o indice de
deformabilidade (ID). Esta técnica possibilita, o estudo das células com distintas condicdes de
tonicidade, quando associadas a um gradiente de osmolalidade [Bessi e Mohandas (1974),
Streekstra et al. (1993), Johnson (1994), Streekstra et al. (1994), Shin et al. (2005) e Patavino
et al. (2006)].

O ectacitometro é considerado um instrumento versatil e sofisticado, com a primazia de
utilizar apenas uma reduzida porc¢éo de sangue e um coeficiente de variacao préximo de 1%, o
que eleva a sua sensibilidade. Neste instrumento a tenséo de corte? é fixa, ou seja, ndo existe
variacdo do recipiente onde a amostra € estudada, assim sendo, as alteragBes observadas
dependem de alteracdes proprias dos GVs. Estes, quando se encontram em repouso,
concebem um padrdo de difracdo circular no ectacitometro, sucedendo a modificacdo eliptica
e a orientacdo paralela ao fluxo, quando submetidos a tensdo [Bessis (1974) e Johnson
(1994)].

O estudo da deformabilidade dos GVs, atraves da técnica de ectacitometria tem vindo a
ser considerada como bastante promissora, face as técnicas ja existentes, representando um
dos passos fundamentais no diagndstico das patologias por defeito de membrana [Johnson
(1994), Streeksha et al. (1994) e Patavino (2006)]. Na Figura 13, pode-se visualizar o
equipamento usado na determinacdo automatica da deformabilidade eritrocitaria por difracédo

de laser.

2 A tensdo de corte na circulagdo normal é definida como a forca de resisténcia tangencial, produzida pelo
movimento do sangue na superficie vascular endotelial. A sua magnitude é diretamente proporcional ao
escoamento e a viscosidade do sangue, e inversamente proporcional ao cubo do seu raio.

21



SEGUNDO CAPITULO. Biomicrofluidica

Feixe de laser

Eixo de
accionamento

Rotacao do disco e

¥
~ S |
Camara da amostra H

- i Disco fixo il ! \
W § Cabeca do sensor

Figura 13:Equipamento “Rheodyn SSD (Myrenne, Roetgen, Germany) usado na determinacdo automatica da
DE por difragdo de laser [Adaptado de Silva e Saldanha (2005)].

i

O método de Forca de Microscopia Atomica (AFM) é empregue na avaliacdo
quantitativa de micro deformacédo, numa parte especifica do biomaterial.

Os objetos em andlise, neste caso 0s GVs, sdo colocados numa lamina de vidro, que por
sua vez, é colocada sobre uma zona do microscopio de luz invertida. A sonda do AFM atua
perto ou longe da amostra, mediante um posicionador piezoelétrico de ceramica que se

deforma em resposta da tensdo aplicada [Parot et al. (2007) e Radmacher (2007)].
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3 Micro-Fabricacéo

A industria eletronica passou por uma revolucdo significante, como resultado do
advento da miniaturizacdo de componentes eletronicos, como por exemplo o chip de silicio
[Regnier (1999)]. Muitos sistemas empregam micro estruturas integradas, fabricadas em vidro
ou outros substratos, para produzir dispositivos [Tom MacCreedy (2000)]. A fabricacdo de
dispositivos de microfluidica deve-se em muito a industria eletronica. Os uTAS (micro total
analysis systems), LOC’s (Lab on a chip), micro-chips ou microdispositivos usados em
microfluidica, podem ser fabricados através de tecnologias convencionais. Nas tecnologias
convencionais sdo empregues 0s processos de fotolitografia, ao passo que dentro das
tecnologias alternativas podem ser encontradas técnicas de micro-fabricacdo por moldacéo,
ablacdo a laser e por um processo de impressdo direta [Tom MacCreedy, (2000)]. Face as
tecnologias convencionais, existe a necessidade do uso de uma fonte de energia, para efetuar a
permutacdo da imagem dos micro-canais para 0 substrato usado. Normalmente, essa
permutacdo é inicialmente feita para a superficie de um polimero sensivel a radiacdo usada,
denominado de fotorresiste (polimero liquido, fotossensivel a luz UV) [Yong e Pépin (2001)].

A disponibilidade da fabricagdo e 0 equipamento necessario € talvez o fator chave na
escolha de material do substrato, para a fabricacdo de chips. A escolha da técnica de
fabricacéo e a escolha dos materiais a usar depende, em muito dos tamanhos pretendidos e da

aplicacdo em questdo (ver Figura 14).
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Figura 14:Escolha dos materiais relativamente & aplicacdo e ao tamanho pretendido [Adaptado de Yole

Developpement (2011)].

Outros fatores importantes na escolha do material incluem, a compatibilidade quimica e

as caracteristicas da superficie interna (ver Figura 15). Com o crescente nimero de métodos

de deposicdo disponiveis, a diversidade do material face ao substrato tem aumentado,

incluindo agora, polimeros e plasticos [Tom MacCreedy, (2000) e Yole Developpement,

(2011)].
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Figura 15: Principais materiais usados na microfluidica [Adaptado de Yole (2011)].
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Os moldes deste projeto véao ser fabricados pela técnica de Fotolitografia e os micro-
canais atraves da Litografia suave.
O diagrama apresentado na Figura 16 mostra a sequéncia de passos necessarios para a

fabricacédo dos canais.

1.Design
A 4
2.Impressao da mascara
A 4
3.Fabricacdo do molde por Fotolitografia
\ 4
4.Fabricacdo dos canais por Litografia Suave

Figura 16: Fabricacdo dos canais.

Visto ser a Fotolitografia com radiacdo ultravioleta a empregue para a realizacdo deste

projeto, sera aprofundadamente abordada no subcapitulo 3.1.

3.1 Fabricacédo do molde por fotolitografia

O processo de fotolitografia tem como intuito obter moldes em fotorresiste, sobre um
substrato. Este processo advém da tecnologia planar (constitui a base dos processos de
fabricacdo dos dispositivos e circuitos integrados) [Swart (2002)].

Para que o processo de fotolitografia se realize, é necessario seguir uma série de etapas.
Na primeira etapa, deposita-se uma fina camada de fotorresiste sobre o substrato por
centrifugacdo, com o auxilio de um spin coater. Seguidamente, o fotorresiste é curado a uma
temperatura apropriada (em estufa ou num disco de aquecimento, no projeto em questdo foi
usado o disco de aquecimento), para que se realize a evaporacdo do solvente e a solidificacdo
do fotorresiste. Posteriormente, a camada de fotorresiste é exposta a luz UV, através de uma
mascara, usando um equipamento que permita alinhar o substrato, mascara e luz UV. A
mascara é composta por partes claras e opacas que definem o padrdo, que posteriormente sera
passado para o filme do fotorresiste. ApOs a exposicdo, € efetuada a revelacdo quimica do

fotorresiste. O revelador tem como funcdo, dissolver as partes expostas ou nao expostas,
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dependendo do tipo de fotorresiste (positivo ou negativo) empregue no processo [Swart
(2002)]. O diagrama apresentado na Figura 17 mostra a sequéncia de passos do processo de

fotolitografia, usado neste projeto.

1.Limpeza

¥
2.Desidratacio

4
3.Aplicagdo do fotorresiste
¥

4.Cura para a estabilizac8o do fotorresiste

¥
5.Alinhamento e Exposicdo

¥

6.Revelacido

Depende dos filmes contidos no substracto.

Figura 17:Fases da Fotolitografia.

De seguida, sdo apresentadas e descritas as etapas padrdo usadas no processo de

fotolitografia, no decorrer do presente projeto.

3.1.1 Limpeza

O objetivo da limpeza é reduzir a0 méaximo os contaminantes que possivelmente se
tenham depositado na lamina durante o seu processamento, manipulacdo e transporte.
Dependendo do processo de fabrico, esta etapa pode ou ndo ser realizada, jA& que as
substancias empregues, nesta etapa, vao depender dos filmes presentes na lamina [Balloni
(1999) Junior (2004)]. As impurezas a serem eliminadas sdo essencialmente particulas de po e
materiais organicos, tendo esta etapa uma significante interferéncia sobre a adesdo do filme de
fotorresiste ao substrato (estando os problemas de aderéncia relacionados principalmente com
0S materiais organicos) e sobre a quantidade de imperfeicbes no filme de fotorresiste

depositado (estando este problema maioritariamente associado as particulas encontradas sobre
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a superficie da lamina), o que terd& um impacto significativo na qualidade final dos
microdispositivos [Balloni (1999) e Junior (2004)].

3.1.2 Desidratacao

A etapa de desidratagdo tem como finalidade reduzir de forma méxima a humidade
existente sobre a superficie do substrato. A desidratacdo é realizada através da evaporac&o,
pelo aquecimento do substrato num disco de aquecimento [Mishra (2002) e Junior (2004)].
Para um adequado controlo do processo de desidratacdo do substrato, deve-se dar especial
atencdo a variaveis como a humidade ambiente, a temperatura do disco de aquecimento, a

temperatura ambiente, o tempo de desidratacao, entre outras [Mishra (2002) e Junior (2004)].

3.1.3 Aplicacéo do fotorresiste

Esta etapa tem como finalidade depositar um filme de fotorresiste uniforme e de
espessura controlada sobre o substrato. Neste processo o fotorresiste é disperso sobre o
substrato usando um spin coater, através do mecanismo ou forca de centrifugacdo, ou seja,
depositando o fotorresiste no centro ou em toda a superficie da ldamina com esta em repouso,
aplicando de seguida 0 mecanismo ou forca de centrifugacéo [Mishra (2002) e Junior (2004)].

A Figura 18 exemplifica o processo referido anteriormente, onde inicialmente é
colocada uma fracdo de fotorresiste sobre o substrato, com um doseador, sendo de seguida

acionado o mecanismo de centrifugagao.

[j (=]
» -
_:‘l 7
P rein | Siaiee.t P T
ET T
'i\\\\_// = Q“\\ i
SR \E_;,
Aplicacio do Mecanismo de Fim do
Fotorresiste Centrifagacio Processo
_x Deposicio dw/dt>0  Spin-up dwidt=0 Spin-off

Figura 18:Processo de aplicacdo do fotorresiste [Adaptado de Mishra (2002) e Tamaiuolo (2008)].
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Esta etapa tem grande influéncia sobre a adesdo do filme de fotorresiste ao substrato e
sobre a espessura do filme de fotorresiste, salientando que as variaveis de maior interesse
nesta etapa sdo, a humidade do ar, a temperatura ambiente, a aceleracdo e a desaceleragéo do
mecanismo de centrifugacgéo, a velocidade e tempo de rotagéo e o controlo do fluxo de ar
sobre o substrato, [Mishra (2002) e Junior (2004)].

3.1.4 Curapara a estabilizagdo do fotorresiste

Nesta fase é usada um sistema de alinhamento, para se proceder ao alinhamento e
exposicdo do filme, através de uma mascara. Nesta parte do procedimento, é executado o
controlo do volume de solvente existente no filme, aumentando a aderéncia e aliviando as
tensbes mecanicas causadas pelo movimento centrifugo. Desta forma é concretizado o
objetivo desta fase, que é aumentar a estabilidade e uniformidade do filme, [Lin e Chen
(2001) e Junior (2004)]. Existe uma série de equipamentos que podem ser usados para a
execucdo desta fase, sendo que os mais usados sdo a estufa e o disco de aquecimento. Quando
esta se realiza na estufa, o aquecimento acontece da superficie para o interior do filme, ao
passo que, quando esta se realiza no disco de aquecimento (caso em estudo), este aquece a
lamina, e a prépria ldmina aquece o filme [Junior (2004)]. O uso do disco de aquecimento
proporciona uma maior adesé@o do filme ao substrato, fator de extrema importancia quando se
proceder a revelacdo. Deve-se ter em conta as disparidades entre as condutividades térmicas e
as espessuras dos materiais abrangidos, na selecdo do tempo de processo de prebake [Junior
(2004)].

3.1.5 Alinhamento e Exposicao do fotorresiste

O alinhamento € considerado crucial, nomeadamente quando se pretende fabricar
moldes com vérias layers ou camadas, ja que este é determinante na determinacdo das
posicdes corretas na lamina. A exatiddo deste alinhamento depende de fatores como, o
sistema mecanico de posicionamento da mesa, marcas que definem o alinhamento e o préprio
sistema usado para o reconhecimento das marcas [Junior (2004)].

Depois de feito o alinhamento, o filme vai ser exposto a luz UV através da méascara. As
regides do filme que forem expostas vdo sofrer modifica¢cbes quimicas. Logo, ap6s a

exposicdo a luz ultravioleta (UV), as seccGes do filme que ndo ostentam protecdo pela
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mascara, demonstrardo um acrescimo de solubilidade na solucdo reveladora, isto gracas a
alteracdo do inibidor de solubilidade [Junior (2004)]. Os equipamentos usados nesta fase de
exposicdo sdo equipamentos empregues para efetuar a transferéncia ou réplica dos padrdes da
mascara para o filme do fotorresiste.

3.1.6 Revelagao

A Ultima etapa do processo de fotolitografia denomina-se de revelagdo. Esta tem como
finalidade eliminar o filme de fotorresiste das areas excluidas durante o processo de exposi¢do

e preservacdo do filme exposto a iluminacdo UV [Junior (2004)].

3.2 Fabricacao de micro-canais por Litografia suave

O processo de Litografia suave consiste na fabricacdo de micro-canais planares em
polidimetilsiloxano (PDMS) ap6s a obtencdo dos moldes em fotorresiste, por intermédio do
processo de fotolitografia. Na Figura 19, € ilustrado o processo de litografia suave usado para
a fabricacdo de micro-canais em PDMS, usando os moldes gerados na fotolitografia como
explicado na secdo 3.1. Na ultima fase deste processo, o liquido precursor (PDMS) é
misturado com o seu agente de cura, sendo posteriormente espalhado sobre o molde, que
possui o design pretendido, (é importante frisar que o PDMS é normalmente curado a uma
temperatura de 80°C durante aproximadamente 2 horas) [Nianzhen et al. (2003)]. No final, a
réplica pode ser retirada do molde, referindo ainda que este molde pode ser utilizado para
fazer um grande numero de réplicas [Nianzhen et al. (2003)], como se pode visualizar na
Figura 19b).

Caracteristicas do
fotorresiste PDMS

~.

a—  _‘ < Descolagem .

Q Polimero

/’ (PDMS)
a =
_
\ /

a)

Figura 19:Processo global até a fabricacdo do modelo em PDMS e posterior descolagem do molde [Adaptado
de Nianzhen et al. (2003) e Tamaiuolo (2008)].
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3.2.1 Polimeros usados na Litografia suave

Em 1824, Berzelius descobriu o &tomo de silicio, seguido da descoberta da sintese dos
primeiros compostos organicos de silicio por Friedel e Craft em 1863 [Dias (2004)]. Em
1901, Kipping descreveu compostos que possuiam como férmula quimica R,SiO, que por
semelhanca a cetonas designou de silicones, assimilando seguidamente estruturas poliméricas,
que equivaliam ao polidimetisiloxano (PDMS). Em 1940, quando Hyde Dow Corning
evidenciou que estas substancias possuiam uma elevada estabilidade térmica e uma grande
resisténcia elétrica, estas substancias tornaram-se comerciais [Dias (2004)].

Os silicones sdo denominados de polimeros sintéticos de formula quimica R,SiO, onde
atomos de silicio se encontram ligados a 4&tomos de oxigénio, formando deste modo cadeias
de siloxano. Nestas cadeias de siloxano, os atomos de silicio, estdo habitualmente ligados a
dois diferentes grupos, onde a ligacdo mais comum é a dos grupos metil, formando neste caso
os polidimetilsiloxanos [Arruda, (2004)]. Na Figura 20, pode-se visualizar a estrutura do
PDMS.

CH3 CH'; CH3

Figura 20:Estrutura do polidimetilsiloxano, onde n representa o nimero de unidades monomeéricas, [Adaptado
de Somosundaran et al. (2006)].

O PDMS é considerado quimicamente estavel, o que significa que ndo ira reagir com
muitos outros polimeros. A permeabilidade do PDMS a gases e ao vapor de agua, deve-se a
geometria da molécula, que além de apresentar um maior comprimento de ligacdo Si-O do
que C-O, apresenta um angulo de ligacdo Si-O de 130°, enquanto o C-O possui um angulo de
ligacdo de 111°, tornando a molécula mais plana, facultando assim a permeabilidade a gases e
vapor de agua [Arruda (2004)].

3.2.2 Vantagens e Inconvenientes do PDMS

Como todos os polimeros, 0 PDMS também possui vantagens e inconvenientes, sendo

estes referidos seguidamente.
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Uma das vantagens do PDMS € a reduzida energia livre de superficie. Outro fator
importante é o facto do PDMS se deformar mecanicamente, com esta caracteristica pode-se
conseguir alterar as formas pela aplicacdo de forca. E também considerado um elastémero
suave, 0 que o torna flexivel tendo a vantagem de ndo quebrar [Bokhorst (2010)]. Pode-se
ainda referir que este polimero, ajusta-se em superficies curvas ou mesmo em 3D de
tamanhos a escala micron [Banks (2002)]. Este polimero é impermeavel a liquidos e
permeavel a gases. Por esta razdo se por casualidade entrarem bolhas de ar nos micro-canais,
estas podem ser forcadas a sair atraves das paredes [Arruda (2004)]. O facto de este possuir
uma boa transparéncia Otica, torna-se uma vantagem em visualizacbes de escoamento.
Apresenta ainda boas propriedades de adesdo a materiais rigidos, o que € util quando os
micro-canais necessitam de ser selados com placas de vidro, sendo termicamente estavel até
186°C, o que torna possivel a cura térmica [Bokhorst (2010)].

Este polimero é bastante duradouro, uma vez que depois de desenvolvido o seu molde
pode ser usado diversas vezes (cerca de 50 vezes) sem que ocorra qualquer deterioracéo
suscetivel [Wang et al. (1997)]. As propriedades de superficie do PDMS podem ser alteradas
por funcionalizacdo de moléculas, tratamento com plasma ou alterando a taxa de ligagdes
cruzadas. Por todas estas razdes, pode-se referir que o PDMS é um polimero de grande
versatilidade, para ser empregue como biomaterial [Tejal (2000)]. Contudo, 0 PDMS também
possui inconvenientes como o facto de este polimero passar por um processo de encolhimento
até 1%, apos a cura. Pode-se ainda referir que com elevados caudais, a pressdo sera alta e isso
pode resultar na expansdo e deformacdo dos canais. Para finalizar, o facto de o PDMS ser
hidrofobico, pode provocar bolhas aprisionadas nos cantos dos micro-canais [Bokhorst
(2010)].

3.3 BIioMEMS, Uma Nova Geracédo de Micro-Canais

Durante os ultimos anos, varios investigadores obtiveram resultados discordantes entre
0S ensaios experimentais obtidos in vivo e os ensaios obtidos in vitro, com a utilizagdo de
capilares de vidro. Uma forma bastante promissora de superar as limitagcdes dos capilares de
vidro, é através da utilizacéo de sistemas micro eletromecénicos (MEMS) para a fabricacdo de

microdispositivos com caracteristicas mais proximas dos sistemas in vivo.
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3.3.1 BioMEMS

Os sistemas eletromecanicos (MEMS), sdo usados na fabricacdo de micro- dispositivos
para subsequentes estudos in vitro do escoamento sanguineo, num ambiente mais proximo
daquele existente nas condicdes in vivo, através de dispositivos BIoOMEMS ou simplesmente
bio chips.

O processo de litografia suave possibilita fabricar micro-canais com complexas
geometrias, semelhantes as arteriolas do sangue humano e as redes capilares. A capacidade de
se replicar geometrias complexas do sistema micro-cardiovascular, com elevada preciséo,
fizeram da litografia suave um método muito benéfico para o estudo das células [Abkarian et
al. (2006)]. No entanto, a litografia suave tem como principal inconveniente, o facto da secgéo
transversal dos micro-canais ser retangular e ndo circular, sendo a circular, a tipica nos vasos
sanguineos [Xia e Whitesides (1998]. Em canais retangulares, a area de contato das células
confinadas com as paredes dos micro-canais é reduzida, e o perfil das células difere para um
canal onde a sec¢do existente é circular, [Pries et al. (1994) and Suzuki et al. (1996)].

Como curiosidade, pode-se referir que ja foram produzidos projetos para micro-canais
com seccdo transversal circular. Num deles, os canais foram fabricados por fundicdo do
PDMS, em torno de modelos como o vidro [Perry et al. (2007)], hastes de aco inoxidavel
[Stadnik et al. (2005), Dahlin et al. (2005) e Jia et al. (2008)], fios e nylon [Verma et al.
(2006)]. Na Figura 21, pode-se observar um método muito Gtil que inclui a fabricacdo de
canais de PDMS com uma seccdo transversal retangular, seguido por uma transformacéo,

que os torna circulares [Linsey et al. 2010)].

Preenchimento do canal com uma solucio de
oligomeros de silicio em hexanos

Introducio de uma corrente de gis de
N2

Polimerizacio do PDMS e evaporacio do
hexano

Figura 21:Desenho esquematico da fabricacdo de micro-canais com seccOes transversais circulares [Adaptado de
Linsey et al. 2010)].
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Quarto Capitulo

4 Fabricacdo e Caracterizacdo dos Micro-

Canais

Neste capitulo serdo expostos e explicados quais 0s equipamentos usados na modelacao
geométrica, fabricacdo e caracterizacdo dos micro-canais, bem como o funcionamento destes
mesmos. A sequéncia apresentada na Figura 22 mostra o fluxograma das etapas desde a
modelacdo geométrica até a caracterizacdo dos micro-canais.

1.Software de desenho (AutoCAD)

¥
2.Fabricacdo do molde (EVG 620)

¥

3.Medicdo da espessura do fotorresiste
(Perfilometro Tencor P-6)

¥

4 Tratamento de superficie {(cdmara de oxigénio e
plasma)

¥

5.Caracterizacdo dos canais (Sputeer coater,
SEM)

Software de desenho utilizado

Equipamentos usados nas diferentes etapas

Figura 22: Etapas desde a modelagdo geométrica até a caracterizagdo dos micro-canais realizadas no CEIT.
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4.1 Meétodos e Materiais

Neste capitulo seré referido, todo o tipo de material e equipamentos utilizados no centro
de investigacdo CEIT, desde a modelacdo geométrica até a caracterizacdo dos micro-canais.

4.1.1 Confecado da Méascara Litogréfica

O passo inicial, no processo de desenvolvimento do microdispositivo biomédico para a
separacdo e deformacdo de eritrocitos, € a modelacdo geométrica para um posterior fabrico
das méscaras litograficas. As geometrias dos micro-canais foram desenhadas através do
software AutoCAD (Computer Aided Design), onde os padrdes serdo posteriormente
transmitidos para a lamina de silicio. O AutoCAD, é um software standard com desenho
assistido por computador (CAD). Este, abrange os programas com func¢des aptas de conceber
e /ou modificar desenhos vetoriais [Marques et al. (2004)].

Na Figura 23, podem ser visualizadas as primeiras méscaras desenvolvidas numa

primeira fase deste projeto.

S Novais - 2011

Figura 23:Geometrias iniciais para estudar a separacdo dos GVs.

Estas geometrias tém como principais diferencas estruturais o comprimento e largura
dos canais principais e formato das entradas dos canais, como se pode visualizar na Figura 24.
Exemplificando a geometria 1 e a geometria 3, sdo iguais e ttm 5000 pum de comprimento do
micro-canal principal e 300 um de largura. Nos mesmos pontos em questdo (comprimento do

micro-canal principal e largura do micro canal), a geometria 2, possui um comprimento de
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5000 um ¢ uma largura de 500 um. A geometria 4, tem as mesmas dimensdes que a
geometria 2, variando apenas o formato da entrada. A geometria 5 e 6 sdo iguais, possuindo

um comprimento de 10000 um e uma largura do micro-canal de 500 um.

p o Hl—

Figura 24:Diferencas estruturais das geometrias.

4.1.2 Processo de Fotolitografia (fabricacao do molde)

Em sistema de microfluidica, a redugdo de tamanho e volume possibilita definir e
manipular o ambiente em questdo. Para fabricar este sistema foi usado o processo de
fotolitografia para se proceder a fabricacdo do molde. Este processo foi realizado na sala
limpa do centro de investigacio (CEIT), tendo-se usado a insoladora / alineadora, EVG 620°,
equipamento referido de seguida. De uma forma geral, este equipamento designado de
insoladora/ alineadora EVG, modelo 620, é usada no alinhamento e na projecdo de luz
ultravioleta em wafers até 150x150 mm. Possui uma precisdo de alinhamento de 1 micron e
uma resolucdo de 1 micron em vacuo. Na Figura 25, é exequivel a observacdo de duas
imagens relativas a este equipamento, que se encontram na sala limpa do CEIT, de classe sala
100. A imagem do lado esquerdo da Figura 25 representa o equipamento no seu todo, e a
imagem do lado direito da figura, apenas representa o local apropriado para a colocagdo das
wafers. Aqui, estas serdo alinhadas sendo posteriormente realizada a transferéncia ou
replicacdo dos padrfes da mascara, para o filme do fotorresiste. Face a esta transferéncia, as
areas pretendidas serdo definidas.

¥ O EVG ®620 tem como fabricante a EVGroup.
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Equipamento completo da Local apropriadopara a colocagio dos
Fotolitografia. substratos.

Figura 25:Representacdo do equipamento de fabrico do molde -EVG® 620.

4.1.3 Medicao da espessura do fotorresiste depositado na wafer

Nesta fase e apos a fabricacdo do molde através do processo de fotolitografia, foi
necessario assegurar-se, que o fotorresiste depositado sobre a wafer atingiu a espessura
desejada, sendo possivel posteriormente fazer uma analise correta do pretendido. Para tal,
usou-se 0 equipamento Perfilémetro Tencor P-6*. Este equipamento encontrava-se na sala
limpa, classe 10 000 B, no CEIT. Em termos gerais, o perfilometro mecénico P-6 faz
varrimentos de comprimento maximo de aproximadamente 60 mm, e uma espessura maxima
de 4 cm. Sendo ajustavel numa forca entre 0,1-50 mg e em mais de 40 parametros de
superficie de forma automatica. Permite ainda uma analise macroscopica topografica, e um
estudo microscopico aprofundado das superficies (camadas de deposito, resinas) tanto em 2D
como em 3D.

Um perfilbmetro é usado, para estudar e analisar rugosidades e topografias de
superficies oticas e fibras, polimeros, semicondutores, entre outras. No caso em questdo,
usou-se para medir profundidades, dimensdes de estruturas e espessuras de filmes finos. O
principio fisico de funcionamento de um perfilometro baseia-se numa ponteira conetada

diretamente ao nucleo de um Transformador Diferencial Variavel Linear (LVDT) [Ribeiro,

* Este equipamento de versdo 7.31 tem como fabricante o KLA-Tencor.
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(2008)]. A medicdo € realizada a partir do movimento horizontal da ponteira, sobre a
superficie do substrato. As alteracdes e rugosidades da superficie fazem com que a ponteira
seja deslocada verticalmente [Ribeiro, (2008)]. E através do LVDT que o deslocamento na
vertical é monitorizado, sendo o sinal elétrico na saida amplificado, digitalizado, processado e
posteriormente mostrado num monitor de video. Para se efetuar andlises de rugosidade, a
ponta é movida num comprimento, para que seja permitido expressar-se o desvio medio do
perfil da amostra [Ribeiro, (2008)]. Este perfil € uma distribuicdo de valores da altura dos
picos e vales, onde é criado uma curva de distribuicdo de amplitudes reconhecidas no perfil,
[Ribeiro, (2008)]. Na Figura 26, pode-se visualizar o equipamento referido e um exemplo de

um perfil obtido por este equipamento.

Local de analise de rugosidades e topografias
de superficies dticas . entre outras
caracteristicas. LW

Perfil obtido pelo Perfilometro. Imagem obtida da anlise.

Figura 26:Representacdo do equipamento mecénico Perfildmetro P-6 e exemplo de um perfil obtido por este
equipamento.
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4.1.4 Fabricacdo dos moldes em PDMS (litografia suave)

Nesta fase, procede-se ao fabrico dos moldes em PDMS, para posteriormente se efetuar
o tratamento de superficie dos substratos e moldes em PDMS. De uma forma sucinta, o

esquema representado pela Figura 27, explica as fases da fabricacdo dos moldes em PDMS.

Colocagio da waferna

placa de petri Jungdo das porgdes pretendidas de

PDMS ¢ agente de cura. Mistura do PDMS e do agente de

cura durante 3 min.

Derrame da solugido criada
(PDMS + agente de cura), sobre a
placa que contém a wafer.

Levar ao forno durante 2
horas a 60°C-65°C. Eliminar as bolhas de ar.

Figura 27:Fases da fabricagdo dosmoldes em PDMS.

4.1.5 Tratamento de superficie

Nesta fase foi necessario fazer o tratamento de superficie, onde neste caso, sdo levados
os chips (de PDMS) a cadmara de plasma, antes de estes serem selados ao substrato final. Para
tal, recorreu-se a cdmara de oxigénio e plasma, que se encontra na sala limpa, classe 10 000 B
do CEIT.

O equipamento de tratamento de superficie denomina-se Plasma-Surface- Technology®

(camara de oxigénio e plasma).

> O “Plasma-Surface-Technology” tem como fabricante o Diener electronic.

38



QUARTO CAPITULO. Fabricacéo e Caracterizacdo dos Micro-Canais

O tratamento de superficie por oxigénio e plasma tem como finalidade, limpeza e
adesdo permanente [McDonald et al. (2000) and Li et al. (2003)]. Inicialmente, é importante
referir que, 0 PDMS pode replicar com precisdo e com elevada fidelidade, caracteristicas sub-
micron, podendo formar uma adesdo reversivel com superficies lisas (dai se poder usar micro
estruturas de superficie em PDMS, para se formar sistemas de micro-fluidica) e quando
oxidadas por uma simples exposi¢cdo ao oxigenio e plasma, ele pode ficar irreversivelmente
ligado a si mesmo, ou ao vidro, silicone, poliestireno, entre outros, desde que estas superficies
também tenham sido expostas ao plasma, [McDonald et al. (2000) and Li et al. (2003)].

Contudo, é importante mencionar que o PDMS é hidrofobico, o que pode constituir
alguns desafios em aplicacdes de micro-fluidica, devido as elevadas pressdes existentes nos
micro-canais. No entanto, gracas ao tratamento de oxigénio e plasma realizado, a superficie
de PDMS foi tornada hidrofilica podendo recuperar a sua hidrofobicidade em poucos minutos
guando em contacto com o ar [Yuan (2009)].

Na Figura 28, pode ser observado os principais passos para realizar este tipo de
tratamento. Em termos gerais, inicialmente colocou-se 0 equipamento com 0s parametros
indicados pelo fabricante, (como valores de pressGes, tipo de gas a usar, entre outros), e
posteriormente levou-se os substratos de vidro e os chips de PDMS a camara de plasma
durante 30 minutos. Finalmente, procedeu-se a selagem destes chips ao substrato, efetuando

uma adeséao irreversivel.
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Introducio dos parimetros indicados

pelo Fabricante Introduzir os substratos de vidro e os

chips de PDMS na cimara.

Aderir permanentemente os chips ao Permanéncia dos substratos e dos chips
substrato. num periodo de 30 min na cimara.

Figura 28:Demonstracdo dos principais passos a seguir na camara de oxigénio/plasma.

4.1.6 Caraterizacdo dos canais

Numa proxima fase e relativamente a caracterizacdo dos canais, foi necessario proceder-
se a realizacdo de alguns passos, de forma a se poder continuar com a analise/estudo em
questdo. Para tal, no caso em estudo, foi necessario verificar a precisdo dos padrbes das
mascaras, efetuadas no software AutoCAD que, posteriormente através do processo de
fotolitografia foram transferidas ou replicadas para o filme de fotorresiste. Posto isto, foi
necessario averiguar se todos processos /etapas ndo alteraram em nada as medidas iniciais
colocadas no AutoCAD, bem como observar a definigdo/ precisdo dos canais desenhados. Para
tal, recorreu-se ao Microscopio Eletronico de Varrimento (MEV), mas antes teve de se usar a
técnica de sputerring, para tornar condutora a amostra que posteriormente se vai utilizar no
MEV.
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Para se efetuar a caraterizacdo dos micro-canais recorreu-se ao Sputter Coater®. Face a
este equipamento € importante referir que, a deposicao de filmes finos é considerada, um dos
conjuntos de técnicas de maior importancia. Normalmente, esta deposicdo de filmes pode ser
realizada de duas maneiras, ou através de técnicas de deposi¢do fisica ou por outro lado,
através de deposicdo quimica. A técnica de pulverizacdo catddica (sputtering, técnica usada
neste projeto) pertence a classe das técnicas de deposicéo fisica de filmes finos. Neste tipo de
técnica, o material a depositar denomina-se por alvo (target). E através do sputter coater, que
se pode proceder a técnica de Sputtering [Correia e Carmo (2010)]. Esta técnica (sputtering)
permite a deposicdo de materiais, sem uma adulteracao significante da composicao inicial do
material a depositar (alvo). Mediante o bombardeamento do alvo com um feixe de ides, 0s
atomos ou as moléculas do alvo sdo exibidas da sua superficie, e depositadas sobre o
substrato. E necessario ter em conta que antes de se realizar a deposicdo de filmes finos
através deste tipo de técnica (sputtering), a pressdo no interior da camara de vacuo deve no
minimo estar abaixo de 10 ™ Pa [Lorenzo e David (2009), Martins (2010) e Correia e Carmo
(2010)]. Seguidamente, o material a depositar (alvo) é bombardeado por um fluxo de ides
oriundo de um plasma, gerado a partir de um gas inerte (normalmente é usado o argon). Nesta
fase os iGes formados no plasma séo acelerados em direcdo ao material a ser depositado por
um campo elétrico [Lorenzo e David (2009), Martins (2010) e Correia e Carmo (2010)].

Na Figura 29, pode-se visualizar o equipamento de deposicao catddica (Sputter coater).

Figura 29:Equipamento de deposicdo catddico (Sputter Coater).

® Este equipamento tem como fabricante a Emitech.
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Apdbs se ter tornado a amostra condutora, recorreu-se ao microscopio eletronico de
varrimento (MEV). Pode-se referir que o primeiro microscopio eletronico de varrimento
(MEV’) surgiu em 1932, desenvolvido por Max Knoll e Ernest Renka Rusca, na Alemanha. O
método de microscopia eletrénica de varrimento (MEV ou SEM?®) faculta a observacdo e a
caracterizacdo de materiais organicos e inorganicos, numa escala micrométrica [Rezende
(2007)]. As imagens que se obtém através desta técnica sao formadas a partir da interacdo de
um feixe de eletrdes focado sobre a amostra, e que varre a sua superficie ponto a ponto. As
interacbes que ocorrem entre os eletrGes do feixe priméario e a amostra podem dar origem a
eletrbes secundarios, eletrdes retroespalhados, eletrdes Auger, fotbes de distintas energias,
entre outros [Rezende (2007)]. Estes eletrfes sdo obtidos em volumes de emissdo especificos
no interior da amostra, e demonstram relevantes caracteristicas da mesma, como por exemplo,
a composicdo elementar, o potencial elétrico, entre outras propriedades [Rezende (2007)]. Na
imagem eletronica de varrimento, os tons de cinza representam 0 mapeamento e a contagem
de eletrdes secundarios, (SE®) e retroespalhados (BSE'®) emitidos pelo material analisado,
[Duarte et al. (2003)]. Na Figura 30, pode ser visualizado um esquema geral do microscopio

eletrénico de varrimento.

Fonte de electres

Anodo

Coluna em
alto vacuo

Condensadoras

Bobinas de
Varredura

Objectiva

Camara em
alto ou baixo
vacuo

Amostra

Bombas de
vacuo

Figura 30:Esquema geral do MEV/SEM [Goldstein et al (1992)].

” A sigla MEV sera usada tanto para designar a técnica (microscopia) como o equipamento (microscépio).
8 SEM, do inglés scanning electron microscopy (ou microscope). Ambas as siglas (MEV ou SEM) sdo
igualmente usadas.
%'SE, do inglés secondary electron.
19 BSE, do inglés backscattered electron.
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A utilizacdo deste tipo de microscopia traz uma vasta gama de vantagens, entre elas a
sua elevada resolucdo, que pode chegar a ser da ordem de 2 a 5 nm, ao passo que 0
microscopio Otico convencional atinge apenas uma resolu¢do de 0.5 um [Goldstein et al.
(1992)]. Além do mais, as imagens fornecidas através desta técnica possuem aparéncia
tridimensional, consequéncia da elevada profundidade de campo que pode ser obtida, e dos
efeitos de contraste (claro-escuro) originados pelos eletrdes secundarios e retroespalhados
[Goldstein et al. (1992) e Rezende (2007)]. Esta técnica possui uma profundidade de campo
na ordem dos 10 um para aumentos de cerca de 10.000 X, chegando a 1 cm para aumentos de
20 X [Castro (2002)]. O facto de esta técnica permitir obter imagens com uma gama de
aumentos muito variavel, faz dela um instrumento vantajoso de aplicacdo [Rezende (2007)].

De referir ainda que a preparagdo das amostras é acessivel, visto ndo precisarem de
possuir transparéncia eletrénica. As amostras eletricamente isoladoras sdo revestidas por
peliculas muito finas de materiais condutores, como € o caso da grafite, 0 ouro ou entdo uma
liga ouro-paladio [Rezende (2007)]. Este revestimento amplia a producdo de eletrdes
secundarios, 0 escoamento de cargas elétricas e a dissipacdo de energia térmica, concebidos
pela incidéncia do feixe de eletrfes [Rezende (2007)]. Para finalizar, no MEV/SEM a amostra
pode ser inclinada e em rotacdo sob o feixe eletronico em todas as orientagdes [Castro
(2002)].

4.2 Fabricacao

Neste subcapitulo vai-se fazer referéncia a todo o processo de otimizagdo do protocolo
de fabricacdo do molde das geometrias em silicio, até se ter atingido os requisitos minimos
para se proceder a essa mesma fabricacdo. Uma série de obstaculos foram surgindo, mas no
final foi possivel obter alguns resultados minimamente aceitaveis para se realizarem 0s
escoamentos.

Antes de iniciar este subcapitulo, € importante referir que para se proceder a
fabricacdo do molde, foi necessario usar um tipo de resina, designado também de fotorresiste
negativo SU-8. A SU-8 tem como caracteristica ser biocompativel, frequentemente utilizada
em BioMEMS [Rivera (2009)]. No projeto em questao, efetuaram-se testes com dois tipos de
SU-8, usou-se a SU-8 5 e a SU-8 2015. A SU-8 é um fotorresiste do tipo negativo tendo

como caracteristicas, as apresentadas na Tabela 3.

43



QUARTO CAPITULO. Fabricacéo e Caracterizacdo dos Micro-Canais

Tabela 3:Caracteristicas do fotorresiste negativo [Adaptado de Rivera (2009)].

Parametros Fotorresiste negativo
Adeséo ao Si Excelente

Base do Revelador Orgéanico

Custo Relativo Menor
Quimicamente Inerte Excelente

Para a realizacdo de todo o respetivo procedimento ao método de fotolitografia, foi
necessario recorrer a varias salas, denominadas de limpas, onde s6 com acompanhamento

profissional e equipamento personalizado e altamente esterilizado se poderia entrar.

4.2.1 Material e Equipamentos (Sala Limpa, classe 100™)

Ao longo deste protocolo, usou-se acido sulfurico, agua destilada, camara de fluxo,
cristais, fato proprio da Sala Limpa, folha de aluminio, gobelés, um disco de aquecimento
aberto e dois discos de aquecimento isolados, luvas, insoladora (equipamento da
fotolitografia), micropipetas, papel absorvente préprio (ndo levanta particulas), peroxido de
hidrogénio, pincas, pistola de nitrogénio (N.), placa de petri, proveta, resina (SU-8 5 e numa
fase posterior a SU-8 2015), revelador de SU, spin coater, tesoura, waffer’s (substrato de

silicio) de 4 polegadas (4”).

4.2.2 Procedimento Experimental com a SU-85

Apos varias tentativas de melhorar o protocolo, pois foram surgindo varios obstaculos
na fabricacdo do molde, acabou por se usar o procedimento experimental referido
seguidamente. Mesmo assim ndo se obtiveram os resultados pretendidos, como

posteriormente se podera visualizar nos ensaios experimentais.

4.3 Ensaios experimentais e discussao dos resultados

Neste subcapitulo, vao ser expostos 0s ensaios experimentais, ou seja, 0s testes iniciais

necessarios para se poder passar a fase de testes do escoamento.

11 Designa-se “Classe 1007, uma vez que nesta sala, s6 existem 100 particulas por m®.
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Inicialmente, foi necessario efetuar a fabricacdo do molde nos substratos de silicio,

(fase realizada na sala branca, classe 100 dos laboratérios do CEIT). Tal como ja fora

referido, nesta parte inicial ocorreram bastantes problemas, dai se ter realizado esta fase mais

que uma vez. Com o fotorresiste SU-8 5, pretendia-se obter uma espessura minima de

fotorresiste de 15 pm, para se poder prosseguir numa fase posterior (testes do escoamento).

Foi com os parametros apresentados na Tabela 4, que foram realizados 0s primeiros testes.

Tabela 4:Pardmetros experimentais do processo de fotolitografia com o fotorresiste SU-8 5 (15 pm no total).

Processo Detalhes
Limpeza Piranha Desionizada Desionizada Desionizada
(H2S04+H,0,) H,0 (1) H.0 (2) H,0 (3)
5minutos Imine 30 Imine 30 Imine 30
segundos segundos segundos.
Desidratacao Temp. (°C): 200°C Tempo: 20min

Pausa de 5 minutos a temperatura ambiente

Coating Resina: SU-8 5 Velocidade:
500rpm— 5 segundos
1000rpm— 30 segundos
Prebake Passo 1: Passo 2:
65°C— 2min 95°C— 5min
Pausa de 5 minutos a temperatura ambiente

Exposicéo Ciclos: 3 Energia: 64 [mJ] (Total:192 mJ)
Pausa de 10 minutos a temperatura ambiente

Postbake Passo 1: Passo 2:
65°C— 1min 95°C— 2min
Pausa de 10 minutos a temperatura ambiente

Revelacao Solucdo: PGMEA (Solucéo reveladora) Tempo: 3min
Agitar com IPA (isopropanol).

Para um melhor entendimento da Tabela 4, sera feita uma abordagem explicita do que

realmente se fez em cada etapa.
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Na 12 etapa, adicionou-se 30 ml de Acido Sulfdrico (H,SO4) a 30 ml de Per6xido de
Hidrogénio (H20,) num gobelé, solucdo denominada de Piranha.

Seguidamente, colocou-se a wafer cuidadosamente com o auxilio de uma pinga no
interior do gobelé, aproximadamente 5 minutos, de forma a eliminar residuos ndo desejados.
Apds os 5 minutos, (novamente com a ajuda de uma pinca) passou-se a wafer que se
encontrava dentro da solucéo piranha, para um gobelé que apenas possuia agua, durante cerca
de 1 minuto e 30 segundos e realizou-se novamente este passo, para outros gobelés que
novamente apenas contenhiam agua. Terminando este passo, retirou-se a wafer da agua, e
com a pistola de pressédo de nitrogénio (N2) secou-se.

Na 22 etapa, ligou-se o disco de aquecimento a 200°C e colocou-se a wafer durante 20
minutos, seguindo uma pausa de aproximadamente 5 minutos a temperatura ambiente.

Na 32tapa, colocou-se a wafer no spin coater durante 5 segundos a uma velocidade de
500 rpm e depois durante 30 segundos a 1000 rpm.

Na 42 etapa, sincronizou-se um dos equipamentos existentes na sala 100, para que se
aquecesse um dos discos de aquecimento isolados a 65°C, durante 2 minutos e o0 outro a 95°C
durante 5 minutos. Apds se proceder a pausa de 5 minutos a temperatura ambiente, colocou-se
a wafer no interior do spin coater e depositou-se cerca de 5 ml de resina SU-8-5.

Na 52 etapa, ocorreu a exposi¢do, onde inicialmente se colocou o desenho das mascaras
impressas no “acetato”, sobre o cristal indicado e introduziu-se este acetato juntamente com o
cristal no equipamento de fotolitografia (insoladora). De seguida, colocou-se também a wafer
na insoladora durante um periodo de 3,5 a 4 minutos, onde foram realizados 3 ciclos com uma
energia de 64 mJ (num total de 192 mJ).

Na 62 etapa, sincronizou-se novamente o equipamento usado na etapa 4 e repetiu-se 0
passo em que a wafer vai inicialmente ao 1° disco de aquecimento a 65°C durante 1 minuto,
seguida do 2° disco de aquecimento a 95°C durante 2 minutos.

Por fim, na 72 etapa, depositou-se uma pequena por¢édo da solucdo reveladora de SU-5
para um gobelé e outra porcao de isopropanol noutro gobelé, tendo este tltimo como objetivo,
a limpeza final. Colocou-se a wafer no gobelé que contém revelador, durante
aproximadamente 3 minutos e a mesma wafer no gobelé com isopropanol, durante uns
segundos. Com a pistola de Ny, secou-se a wafer e colou-se esta mesma no spin coater

durante aproximadamente 30 segundos.
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Na Figura 31, pode ser visualizado o resultado final das geometrias, replicadas numa

wafer de silicio oxidado de 4 polegadas.

J

P A

Figura 31:Resultado final das geometrias na primeira fase de testes.

Ao realizar esta fase com estes parametros, ndo existiam indicadores de qualquer
problema. Dai se ter passado para uma fase posterior (a medicdo de espessura do
fotorresiste). Para efetuar esta medicédo, foi necessario recorrer ao Perfilometro Tencor P-6,
presente na sala limpa, classe 10 000 B* do CEIT. Com a ajuda deste perfilémetro foi
possivel aferir a existéncia de uma espessura muito pequena do fotorresiste SU-8 5. Com este
fotorresiste, conseguiu-se obter no m&ximo uma espessura de aproximadamente 12 pm,
quando no minimo deveria ter 15 pm, para que numa fase posterior se pudessem colocar duas
camadas de fotorresiste, de forma a perfazer os 30 um necessarios para efetuar a
caracterizacdo/estudo dos micro-canais. Ainda através deste equipamento, verificou-se que as
imagens conseguidas dos micro-canais apareciam um pouco “repartidas”, como se pode ver
na Figura 32, parte superior. Este facto pode ter ocorrido pela ma colocacdo de algum
parametro durante o processo de fotolitografia (dai a tentativa de otimizacdo do protocolo).
Na Figura 32, pode-se visualizar os resultados obtidos relativamente a qualidade das imagens

(parte superior da figura) e a espessura do fotorresiste (parte inferior da figura).

12 A classe 10 000 B, tanto como a 10 000 A da sala limpa, sdo assim denominadas devido & existéncia de
apenas 10 000 particulas por m? na mesma.
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Level 0000 1353
Deta 0000 1353

Ret: 0000

L Mot 334 A
R Hegre: 31 91m
2 Hesgrt: 11 Gm
Victre 154 8um
TR 11.83%m

Figura 32:Perfil representativo da espessura em diferentes locais da geometria e em diversas geometrias.

Ap0s retirar o valor da espessura em varios pontos da wafer, foi possivel aferir, que esta
ndo era uniforme em toda a sua area, fator que influencia possiveis resultados. Visto ndo se ter
conseguido obter a espessura desejada, os parametros do protocolo de fotolitografia foram
alterados uma série de vezes na tentativa de se conseguir os resultados esperados, 0 que ndo
se veio a verificar.

Numa tentativa de melhorar estes resultados, pensou-se em repetir algumas das fases
do protocolo de fotolitografia de forma a aumentar a espessura, colocando duas camadas de
resina, em vez de uma, como se tinha feito até agora. Para tal, usaram-se 0s parametros
apresentados na Tabela 5. Com este protocolo, pretendia-se obter uma espessura de

aproximadamente 25 pm.
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Tabela 5:Parametros experimentais do processo de fotolitografia com o fotorresiste SU-8 5, duas camadas (25
pm no total).

Processo Detalhes
1 Limpeza Piranha Desionizada Desionizada Desionizada
(H2S04+H;0,) H,0 (1) H.0 (2) H,0 (3)
5minutos I1mine 30 Imine 30 Imine 30
segundos segundos segundos
2 Desidratacéo Temp. (°C): 200°C Tempo: 20min

Pausa de 10 minutos a temperatura ambiente

3 Coating (1) Resina: SU-8 5 Velocidade:
500rpm— 10min
1000rpm— 30min
4 Prebake (1) Passo 1: Passo 2:
65°C— 2min 95°C— 4min
Pausa de 5 minutos a temperatura ambiente

5 Coating (2) Resina: SU-8 5 Velocidade:
500rpm— 10min
1000rpm— 30min

6 Prebake (2) Passo 1: Passo 2:

65°C— 2 min e 30 segundos 95°C— 6min
Pausa de 5 minutos a temperatura ambiente

7 Exposicéo Ciclos: 3 Energia: 73 mJ (Total:219 mJ)
Pausa de 5 minutos a temperatura ambiente

8 Postbake Passo 1: Passo 2:
65°C— 1min 95°C— 3min
Pausa de 5 minutos a temperatura ambiente

9 Revelacéo Solugdo: PGMEA (Solucéo reveladora) Time: 4min
Agitar com IPA (isopropanol).

Nesta fase do projeto, procedeu-se a realizacdo das mesmas etapas que as experiéncias
anteriores (Tabela 4), com a excecdo da alteracdo de certos pardmetros na fase de Prebake,

Postbake e Revelacdo. Procedeu-se a uma nova realizacdo das fases de coating e prebak, e na
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fase da aplicacdo de fotorresiste efetuou-se a deposicdo de duas camadas de resina SU-8 5
(para que finalmente fosse exequivel perfazer uma camada de fotorresiste de
aproximadamente 25 pum).

Passando a sala limpa, classe 10 000 B (sala onde se encontra o perfilometro) quando se
mediu a espessura, observou-se que o facto de se ter efetuado a deposi¢édo de duas camadas de
SU-8 5, realmente proporcionou um aumento de espessura, apesar de ndo ser a teoricamente
esperada. No entanto, dentro dos resultados esperados este protocolo pode ser considerado
positivo.

Com duas camadas de resina, sendo teoricamente cada uma das camadas de
aproximadamente 12 pum esperava-se uma espessura que se incluisse numa gama de 25-
27 um, aproximadamente. Contudo, obteve-se distintas espessuras, entre 0os 27 um e os 40
um. Um fator positivo deste protocolo, é o facto de que, ao verificarmos a espessura de uma
Unica geometria em divergentes locais da mesma, afere-se que em toda ela, a espessura é
muito semelhante, sendo assim, é possivel prosseguir com os testes posteriores.

Na Figura 33, pode-se observar mais uma vez os resultados obtidos no que diz respeito

a espessura com o0 novo protocolo.

4000 Height

Length: 100,00 pm
Speed: 5.00 pivs
Rate: 100 Hz
Direction -=
Repeals. 1

Force, 0.5 mmg

Melse Fiter: 0.42 um

35.00m

Cursors 30.00pm

Lemt  Rignt
Meas 3776 1013
Defta 3776 13
Level 0000 6S36 25.00pm
Defta 0000 3475

RET nn
L Height: -34.4 1 20.00pm
R Height: (1 79, m0
St Height: 31 79m
Widih:  £3.56pm
TIR: 3 ggm 15 nfyen

10,00

a) Inicio da geometria
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ursors

Left  Fight
ez 438) 1005
Jeta 4300 1005
evd 0000 §475
Geta 0001 4728

el 0.000

. Height: 1183 A AN Nifyen
3 Heightt <37 3T

5t Height: <31 2um

. 5774

T HStr 15.00pm
-000pm

=2500um

13000pm

b) Fim da geometria

Figura 33:Perfis representativos das diferentes geometrias.

Visto terem sido estes os melhores resultados, prosseguiu-se para uma proxima fase
(fazer a replicacdo do molde, agora em PDMS). Para realizar esta fase, usou-se sempre 0
mesmo procedimento. Foram necessarios distintos materiais como: agente de cura, balanca,
bata, bisturi, bomba de seringa, equipamento de vacuo, espéatula, estufa, etanol, gobelé, luvas,
Mixer (equipamento que mistura o PDMS), PDMS, pinca, pistola de ar comprimido, placas de
petri, pontas de agulha e wafers. Para se preparar o PDMS, tem de se seguir uma série de
etapas, estando estas referidas seguidamente.

Na 12 etapa, pegou-se na wafer ja com os padrbes das geometrias replicados e
verificou-se se esta ndo possuia depdsitos de poeira (caso possuisse, usava-se a pistola de ar
comprimido de forma a limpar a wafer).

Numa 22 etapa, com o0 auxilio da balanca, pesou-se o vidro isoladamente e colocou-se a
tara a zero. Usou-se uma por¢do de 20:1 de PDMS e agente de cura (por exemplo, 100g de
PDMS e 10g de agente de cura). Depois de adicionadas as duas solugdes, com o auxilio de
uma espatula, misturou-se o melhor possivel.

Na 32 etapa, programou-se o Mixer (equipamento de mistura de PDMS e agente de
cura) a uma velocidade de 300rpm (visto ser a velocidade méxima para o silicone), e um
tempo de 3,5 minutos (podendo este tempo variar).

Numa 4?2 etapa, colocou-se a placa de petri, com a respetiva wafer na balanca e

depositou-se a quantidade pretendida da mistura de PDMS e agente de cura. Se existirem
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bolhas de ar, deve-se levar a placa de petri com a wafer ja com ambas as solug¢fes ao sistema
de vacuo com o intuito de eliminar por completo as bolhas de ar.

Finalmente, na 52 etapa e ap0s a supressao de bolhas de ar (caso existissem), colocou-se
a placa de petri na estufa, durante aproximadamente 2 horas, com uma temperatura
compreendida entre o 60-65°C (ou também se poderia deixar a temperatura ambiente durante
um prazo de 24 horas).

ApOs esta etapa, deve-se retirar o PDMS da wafer (ver Figura 34). Antes de passar a
fase de testes de escoamento, deve-se cortar determinados pontos de diferentes geometrias e
observar esses pontos ao microscopio Gtico de varrimento, e verificar se as dimensdes que se
colocaram inicialmente no AutoCAD, ndo sofreram alteraces, devido a qualquer processo
intermédio.

o oo Com o auxilio de um bisturi e uma
A caixa de petri ainda com a wafer e g :
a sohaciode PDMS: espatula retira-se a wafer e o molde de

PDMS da caixa de petri.

I_+

Por fim, recorta-se as geometrias
como pretendido.

Com bastante cuidado descola-se a
wafer de formaanio a danificar.

Figura 34:Molde em PDMS.

Numa proxima fase, (ap6s retirar o PDMS), efetuou-se parte da caracterizagdo dos
micro-canais, isto €, levaram-se pequenas porcOes de cada geometria para analisar no

microscopio eletronico de varrimento de forma a verificar se as dimensdes destas
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correspondiam ao real. Na Figura 35, pode-se visualizar um esquema exemplificativo do

processo de preparagdo da amostra para levar ao MEV.

Corte do molde de PDMS em Colocagio destas amostras
locais estratégicos. de PDMS em s7ubs. Levar as amostras ao
supteer coater. LW

Leva-se a amostra de PDMS  Atécnica de supitering. tem
ja condutora ao SEM/MEV. como fungio tornar as
amostras condutoras.

Visualizagdo da defini¢do dos canais.

Figura 35:Processo de preparacdo da amostra.

Apbs o corte das geometrias de PDMS nos locais pretendidos, estes sdo colocados numa
l&amina de vidro. De seguida, colocam-se as por¢des de PDMS em Stubs e introduzem-se estes
no suporte apropriado do supteer coater. Depois, este mesmo suporte vai ao equipamento, no
qual vai ocorrer a técnica de supttering.

Tal como j& fora referido, a técnica de supttering, vai permitir a deposicdo de materiais
sem alterar significativamente a composi¢éo inicial do material a depositar. Mais importante
ainda, esta técnica vai tornar a amostra condutora, facultando deste modo a visualizacdo dos
canais no MEV. Sé assim, foi possivel averiguar se 0s canais estavam ou ndo rompidos, e se
estes possuiam as mesmas dimens@es que as inicialmente colocadas no AutoCAD. Na Figura
36, podem ser visualizados os resultados obtidos no microscépio eletrénico de varrimento,

apos a aplicacdo da técnica de supttering.
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Figura 36:Visualizagdo dos canais ao MEV.

No lado esquerdo da Figura 36, pode ser observada a amostra com o suporte que é
levado ao Sputter, numa observacdo no MEV, e do lado direito da Figura 36, pode-se
visualizar as dimensfes que o micro-canal possui na realidade. Assim, através desta analise,
foi possivel aferir que o canal se encontrava em perfeitas condi¢cdes, apesar das dimensdes
terem variado ligeiramente das propostas inicialmente. Esta variacdo pode ter ocorrido
durante o processo de fabricacéo, na fotolitografia.

Seguidamente, levou-se alguns moldes de PDMS a camara de oxigénio e plasma para
aderir irreversivelmente o PDMS ao substrato de vidro, efetuando de seguida os testes de
escoamento sanguineo. Na Figura 37, observa-se o estado final apds a adesdo e na Figura 38,
podem ser observados alguns dos resultados obtidos a partir do escoamento sanguineo.

Colocagio do substrato de vidro Adesio dos modelos de PDMS ao
na Cimara, durante 30 min. substrato de vidro permanentemente.

Figura 37:Moldes de PDMS fixados ao substrato de vidro.
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Camada de Plasma

Figura 38:Resultados do escoamento obtidos.

Através da Figura 38, é possivel aferir que com esta geometria existe a formacéo da
camada de plasma. Contudo, os resultados ndo foram os pretendidos, tendo sido exequivel
concluir que as geometrias criadas nao foram as apropriadas para obter a finalidade
pretendida. Com o auxilio da Figura 39, sera feita uma pequena explicacdo do porqué das

geometrias criadas ndo serem as apropriadas, e o porqué de se ter criado novas geometrias.

Figura 39:Representacdo exemplo das geometrias criadas na primeira parte deste projeto.

A geometria apresentada na Figura 39 representa o conjunto de geometrias criadas na
parte inicial deste projeto, uma vez que o padrdo € em muito semelhante com as restantes,
variando apenas a forma das entradas e a largura do micro-canal que liga a entrada as saidas.
Contudo, ndo sdo estas pequenas diferencas que implicam a ndo funcionalidade destas

geometrias para o objetivo pretendido. Em termos gerais, a existéncia de constri¢cfes na zona
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1 provoca a formacdo de uma camada de plasma junto das paredes.Contudo, existem ainda
varios inconvenientes nas zonas 2, 3 e 4. A existéncia na zona 2 de uma grande regido de
estagnacdo e pelo facto das saidas 3 e 4 serem demasiadamente grandes, o fluido vai-se
deslocar praticamente todo por essas saidas, ndo ocorrendo assim a separacdo parcial
pretendia (plasma e GVs).

Face a estes resultados, foram criadas novas geometrias e realizadas novamente todas as
fases anteriormente expostas. Para estas novas geometrias foi utilizado um fotorresiste
diferente.

Durante o processo de fotolitografia, usou-se o novo tipo de fotorresiste SU-8 2015, ao
passo que para os testes anteriores tinha-se usado a SU-8 5. O uso da SU-8 2015 proporciona
uma secagem mais rapida, tem excelentes caracteristicas de imagem, possuindo elevadas
transmissdes Oticas [MicroChem]. Uma vez que nos testes experimentais anteriores, ja foram
explicados todos 0s passos, nesta fase do projeto serdo sd apresentados e discutidos os
resultados. Na Figura 40 sdo expostas as novas geometrias e na Tabela 6, sdo apresentados 0s

novos parametros usados na fotolitografia para a concecdo das novas geometrias.

Figura 40:Novas geometrias para testar o escoamento.
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Os micro-canais representados pelas letras a), b), ¢) e d) possuem alturas de 50 um, 200

um, 20 um e 400 um, respetivamente.

Tabela 6:Parametros usados nas novas geometrias, com a SU-8 2015.

Processo Detalhes
1 Limpeza Piranha Desionizada Desionizada Desionizada
(H2S04+H;0,) H,0 (1) H.0 (2) H,0 (3)
5minutos Imine 30 1mine 30 Imine 30
segundos segundos segundos
2 Desidratacéo Temp. (°C): 200°C Tempo: 20min

Pausa de 5 minutos a temperatura ambiente

3 Coating Resina: SU-8 2015 Velocidade:
500rpm— 20 segundos
1500rpm— 30 segundos

4 Prebake Passo 1: Passo 2:

65°C— 1min 95°C— 4min
Pausa de 5 minutos a temperatura ambiente

5 Exposicéo Ciclos: 3 Energia: 50 mJ (Total:150 mJ)
Pausa de 10 minutos & temperatura ambiente

6 Postbake Passo 1: Passo 2:
65°C— 30 segundos 95°C— 5min
Pausa de 5 minutos a temperatura ambiente

7 Revelacdo Solugdo: PGMEA (Solugdo reveladora) Tempo: 4min
Agitar com IPA (isopropanol).

Ap0s este processo, mais uma vez, foi necessario medir a espessura da wafer com o
auxilio do Perfilometro Tencor P-6. Com a nova resina, espera-se obter uma espessura entre
0s 27 nm e os 30 pm. Na Figura 41, podem ser observadas algumas das imagens dos novos

micro-canais retiradas através do Perfildmetro.
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Figura 41:Novos micro-canais quando observados no Perfilometro.

Através da analise destas imagens, pode-se aferir que 0s micro-canais aparentam
possuir uma boa definicdo e ndo se romperam. Contudo, no interior das geometrias aparecem
uma série de “quebras”, que podem levar a pensar que a geometria esta danificada, o que ndo
se verifica, pois estas quebras em nada influenciam os resultados. Na Figura 42, pode-se

visualizar o perfil correspondente a espessura do fotorresiste.

Recipe | E—
ANARAB_SU. L3

Site Natne: Meas: ] L
Length: 122.00 pm 35.00um Height

Speedt 5.00 pmis
Rate: 100 Hz

Direction >

Repests: 1

Force: 0.5 mg

Naise Fiter: 0.42 pm

Cursors

Left  Right
Meas 2044 5052
Delta 2044 8052
Level 0000 0000
Delta 0000 2322

Ret. 0000
L Height: -39 & 15.00um
R Height: 27 B5pm
St Height: 27 BB
idth. 60.08m
TR 27.83m 10.00um

5.00um

0.00um

Figura 42:Perfil correspondente & medicdo da espessura no Perfilometro.

Tendo em consideracdo o perfil em questdo, foi possivel aferir que se obteve a
espessura dentro dos parametros pretendidos, encontrando-se a wafer com uma espessura de

27.66 um e possuindo uma uniformidade com os requisitos minimos.
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Feitos os moldes em PDMS das geometrias, estes novamente foram levados ao suptter,
para serem analisados no MEV. Na Figura 43, podem ser visualizados os resultados obtidos
no MEV.

Figura 43:Resultados obtidos no Microscépio Eletrénico de Varredura.

Atraveés dos resultados obtidos no MEV, pode-se afirmar que os micro-canais possuem
uma boa definicdo, ndo se tendo rompido (tal como se tinha concluido a partir do
perfilometro). No entanto ocorreu uma pequena alteragdo das dimensGes iniciais face as finais
visualizadas através do MEV. Mais uma vez, estas alteracGes possivelmente ocorreram
devidos aos processos intermédios realizados nesta fase. Face a estes resultados, foi possivel
fazer um estudo do escoamento sanguineo, tendo sido esta fase realizada em Portugal, no

Instituto Politécnico de Braganca, (ver capitulo 5).
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4.4 Conclusao

A investigacdo consumada para a realizacdo desta fase inicial do trabalho (CEIT),
permitiu adquirir novos conhecimentos face a novos assuntos. Pode-se referir ainda que, o
manuseamento e a familiaridade com novos equipamentos como a EVG 620 (processo de
fotolitografia) o Perfildémetro Tencor P-6 (medigdo de espessuras de fotorresistes), o Plasma
Surface-Techonology (tratamento de superficies), o Sputter Coater e o Microscopio
Eletronico de Varrimento (caracterizacdo de canais) permitiu a aquisicdo de novas
competéncias, tanto a nivel pessoal como profissional, o que € uma mais-valia futuramente.

Relativamente aos primeiros parametros usados durante o processo de fotolitografia,
inicialmente com o fotorresiste SU-8 5, foi possivel concluir que nédo se obteve a espessura do
fotorresiste pretendida (15 um) e ainda se obteve uma ndo uniformidade deste fotorresiste
pela superficie total da wafer. Face aos resultados obtidos, mediante os segundos pardmetros
usados no processo de fotolitografia (ainda com a SU-8 5), onde se efetuou a deposicéo de
duas camadas de resina aferiu-se que, devido a estas duas camadas, a wafer ficou com uma
grande quantidade de impurezas, tendo sido assim necessario repetir a etapa de revelagdo
mais uma vez, passando a mesma wafer duas vezes pela solucdo de isopropanol. Foi
exequivel aferir ainda que, quando a wafer foi levada ao perfilometro verificou-se que a
espessura do fotorresiste realmente tinha aumentado face aos primeiros parametros, ainda que
se tivessem obtido valores diferentes do teoricamente esperados. Apesar de serem esperadas
espessuras dentro da gama de 25 um a 27 um, obtiveram-se espessurar que variam entre os 27
pm e 0s 40 pm.

Contudo, apesar de se ter verificado uma ndo uniformidade de espessura, aferiu-se que,
em distintos pontos da mesma geometria, a espessura do fotorresiste era em muito
semelhante, o que permitiu a possibilidade de se proceder aos testes de escoamento. No
entanto, antes de prosseguir para os testes de escoamento, foi necessario fazer a visualizacdo
das geometrias no microscépio eletrénico de varrimento, com o objetivo de se verificar se as
dimens@es inicialmente colocadas no AutoCAD eram as mesmas face a todos os
procedimentos intermedios. Verificou-se uma ligeira diferenga das dimensdes iniciais para as
finais, no entanto nada significativo, sendo assim possivel prosseguir para os testes seguintes.

Apos a realizacdo dos testes de escoamento, conclui-se que as geometrias inicialmente

criadas, ndo eram as indicadas para 0s objetivos pretendidos, pois apesar de através destas
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geometrias se conseguir a formacdo da camada de plasma, ndo era possivel efetuar a
separacdo parcial, devido as baixas profundidades dos micro-canais e a existéncia de uma
regido de estagnacao de elevadas proporcdes a jusante da zona de separacdo. Assim, optou-se
pela criacdo de novas geometrias.

Nas novas geometrias foi usado um novo tipo de fotorresiste, SU-8 2015. O uso da
SU-8 2015 proporciona uma secagem mais rapida que a SU-8 5, tem excelentes
caracteristicas de imagem face ao fotorresiste anteriormente aplicado, e possui elevadas
transmissOes Oticas. Relativamente aos resultados obtidos jA com as novas geometrias, é de
referir que so foi testado um tipo de par@metros, face a limitacdo do tempo disponivel, dai ndo
se ter otimizado o protocolo com este novo fotorresiste.

Face aos parametros utilizados, conclui-se que se obteve uma espessura dentro da
gama do esperado, uma vez que se esperava obter uma espessura de fotorresiste de 27 um a
30 pum e obteve-se uma espessura de 27.66 um e uma relativa uniformidade da wafer. Pode-se
ainda mencionar que tal como quando se usou a resina SU-8 5, as dimens@es das geometrias
sofreram uma ligeira alteracdo, no entanto em nada impediram de se prosseguir para os testes

de escoamento, como aconteceu, ja em Portugal, no Instituto Politécnico de Braganga.

45 Trabalhos Futuros

Face ao trabalho desenvolvido no CEIT, seria muito interessante e importante otimizar
o protocolo do processo de fotolitografia, com o fotorresiste SU-8 2015, de forma a fabricar

moldes com uma melhor qualidade.
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Quinto Capitulo

5 Ensaios Experimentais Executados no IPB-

Parte 1: a separacao com celulas saudaveis

O escoamento do sangue na micro-circulacdo promove varios fendmenos fisioldgicos
bastante interessantes que podem ser usados para desenvolver dispositivos micro-fluidicos
para a separa¢do do sangue e posterior andlise clinica [Lima et al. (2011)].

A camada de plasma (CP), também designado de cell free layer (CFL), é um fenémeno
fisioldgico que acontece no sangue quando este flui em micro-vasos. Este fendmeno acontece
tanto in vivo como in vitro [Caro et al. (1978), Faivre et al. (2006), Fujiwara et al. (2009) e
Lima et al. (2012)]. A CP tem sido amplamente estudada in vivo e in vitro. Contudo, embora a
formacdo desta camada in vivo seja de grande interesse ja ha muitos anos, pouca informacéo
sobre esta € disponibilizada, devido as limitacdes das técnicas de medicdo e a complexidade
da rede vascular.

Segundo Sangho Kim [Sangho et al. (2009)] e seus colaboradores, a CP depende do
didmetro do vaso, do caudal usado e das propriedades reoldgicas do sangue, incluindo o
hematocrito, a agregacdo de GVs e a deformabilidade. Ainda segundo estes investigadores, a
largura da camada de plasma, geralmente diminui com o aumento do hematdécrito [Sangho
et al. (2009)]. Este fendmeno (CP) ocorre devido a tendéncia dos GVs se submeterem a
migracao axial, devido ao perfil de velocidades parabdlico, que resulta em elevadas tensdes de
corte em torno da parede, forcando os GVs a se deslocarem na direcdo central do canal [Lima
et al. (2011) e Meireles et al. (2011)].

A maioria dos estudos relativos a este fendmeno tem como objetivo a extragdo completa

das células do plasma, ao passo que no estudo em quetdo apenas se pretende a extracdo
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parcial. O dispositivo biomédico desenvolvido visa obter uma CP com uma concentracdo de

GVs suficiente para medir e avaliar a deformabilidade dos GVs.

5.1 Materiais e Métodos

Os fluidos de trabalho usados neste estudo foram o Soro fisioldgico (NaCl) e o
Dextrano 40 (Dx 40), contendo cerca de 5%, 10% e 15% (isto é, foram feitos testes com
hematocritos, Hct=5, 10 e 15) por volume de glébulos vermelhos.

O sangue foi recolhido a partir de um ovino saudavel tendo sido adicionado heparina a
fim de impedir a sua coagulacdo. As células foram separadas do sangue por centrifugacéo
(2000 rpm durante 15 minutos). Os GVs foram lavados duas vezes com uma solucdo de NaCl
e foram colocados em suspensdo com Dx 40 para perfazer a concentracdo de GVs pretendida.
As amostras de sangue foram armazenadas hermeticamente a 5°C, tendo sido realizadas as
experiéncias a uma temperatura ambiente (aproximadamente 20°C). Os micro-canais testados
neste estudo, foram fabricados usando a técnica de litografia suave e consistem em canais
retos de 200 um de largura com regides de contracdo de 50 um, e 400 um de largura com 20
um de contragao.

No IPB, procedeu-se de forma distinta para produzir os moldes em PDMS.
Inicialmente, adicionou-se PDMS ao agente de cura numa por¢do de 20:1 (para se espalhar
sobre a wafer) e a parte efetuou-se outra adicdo de PDMS e agente de cura mas agora numa
razdo de 10:1 (para espalhar sobre as laminas ou lamelas). Feitas estas adicdes, vazou-se a
porcao da solucdo de 20:1 na wafer, e com um sistema de vacuo retiraram-se as bolhas de ar
formadas. Retiradas as bolhas, levou-se a placa de petri com a wafer ja com 0 PDMS a estufa
durante 20 minutos, para curar. Enquanto se esperou esses 20 minutos, pegou-se numa lamina
de vidro, vazou-se uma pequena quantidade da porcdo de 10:1 e levou-se ao spin coater. Este
equipamento, esta programado para efetuar 3000 rpm a 60 segundos e 4000 rpm e 60
segundos com o intuito de espalhar uniformemente o PDMS e o agente de cura. Com esta fase
concluida, levou-se a lamina a estufa durante 20 minutos, para que decorra um tratamento
térmico. Passados os 20 minutos de cura (wafer + PDMS), retirou-se a placa de petri e
descolou-se o PDMS, cortando o chip que se pretende. Descolado e cortado o PDMS,
procedeu-se a realizacdo dos furos nas entradas e saidas dos micro-canais, para

posteriormente se efetuarem os testes de escoamento.
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Passados mais 20 minutos, a ldmina foi retirada da estufa e aderida ao molde em PDMS
e levada novamente a estufa, agora durante um periodo de 24 horas. De referir que, quando se
efetua o tratamento térmico, tem-se como finalidade, tentar efetuar uma adesdo irreversivel do
molde em PDMS a lamina, para possibilitar o teste de escoamentos com pressdes mais

elevadas.

5.2 Testes Experimentais

Na Figura 44 a), pode ser observado o sistema de microscopia usado na Escola Superior
de Tecnologia e Gestdo, Braganca, no decorrer dos estudos do escoamento. O sistema de
microscopia é composto por: (1) um microscopio invertido (IX71, Olympus, Portugal)
combinado com uma camara de alta velocidade (3), (i-SPEED LT). Ainda na Figura 44 a),
pode-se observar a bomba de seringa (2) (Harvard Apparatus PHD ULTRA™) usada para
bombear os fluidos de trabalho em sistemas de microfluidica. Foram ainda utilizadas seringas
de 5 ml (TERUMO ® SYRING).

c) Ecra de visualizacdo e armazenamento b) Micro-canal em PDMS.
das imagens /videos.

Figura 44:Sistema de microscopia utilizado na ESTIG, IPB.

Para efetuar os estudos do escoamento sanguineo foram realizados testes com um Hct

de 5%, 10% e 15%, com caudais de 2, 5 e 10 ul/min. Na Figura 44 b), pode ser visualizado o
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micro-canal (replicado através da fotolitografia) em PDMS. Ja na Figura 44c) pode-se
observar a camara de alta velocidade (Olympus, i-SPEED CDU) utilizada para visualizar e

gravar imagens/videos (de 60 fps até 2000 fps) para posterior tratamento.

5.3 Analise de Imagem/Video

Um video é considerado uma sequéncia de imagens, sendo cada uma denominada de
frame, expostas numa frequéncia demasiado rapida, impedindo assim que o olho humano se
aperceba da cadéncia de imagens. Tendo em consideracdo que duas imagens consecutivas do
mesmo video sdo muito semelhantes, é possivel a aplicacdo de metodologias de localizacdo
de objetos com base em técnicas de Processamento de Imagem [Sousa (2005)].

No presente trabalho, todas as imagens foram capturadas no plano central dos micro-
canais com uma objetiva de 20x mais o zoom de 1.6x, com uma velocidade de 600 frames /
segundo. As imagens gravadas foram transferidas para o computador e, em seguida, 0
tratamento de imagem foi feito no software de imagem Image J (Image Processing and
Analysis in Java, desenvolvido pelo National Institutes of Health). Este software permite
editar, analisar, processar, exibir e guardar imagens de 8, 16 e 32 bits. Faculta ainda, a leitura
de uma série de formatos de imagem, como TIFF, PNG, JPEG, BMP, DICOM, entre outros
[Ferreira e Rasband (2011)].

Primeiramente, 0s videos capturados foram convertidos para uma sequéncia de imagens
estaticas, tendo sido necessario inicialmente, converter a imagem em tons de cinza. De
seguida recorreu-se ao comando Set Scale para calibrar, atribuindo a cada pixel um valor em
microns, inserindo o valor de referéncia de 20 um e 50 um (mediante a geometria utilizada).
Posteriormente, dentro do menu Process usou-se o comando Filters (Unsharp Mask de
Radius= 10), para realcar a imagem. No menu MtrackJ, usa-se 0 comando Add tracks que
através da sequéncia de imagens permitiu obter a trajetéria da camada de plasma, assim
sendo, os valores pretendidos extraidos mediante o0 comando Measure Tracks.

O método empregue é suficiente e relativamente eficiente para os dados que se
pretendem analisar. Contudo, é bastante moroso para o utilizador, pois os GVs sdo de
pequena dimensdo e por vezes possuem velocidades muito reduzidas, o que torna ainda mais
exigente ao utilizador marcar a posi¢do de imagem a imagem, de forma a conseguir seguir a

“linha” da camada de plasma. De referir, € que este método é suscetivel a erros por parte do
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utilizador. Na Figura 45, é possivel observar uma sequéncia exemplo do tratamento de

imagem realizado no presente trabalho.

a) Imagem original. b) Imagem filtrada.

T ——
BT80S Y IS Y o LSBT

¢) Imagem com a trajetéria da CP.

Figura 45:Tratamento de imagem efetuado no presente trabalho.

Onde, a) representa a imagem original, b) a imagem filtrada com um unsharp mask
(radius 10) e c) a imagem ja com o seguimento da trajetéria da camada de plasma através do
comando MtrackJ. Ainda na Figura 45 c) € possivel observar uma tabela, onde através do
comando Measure, se retiram os valores pretendidos da parede do micro-canal e dos pontos

que formam a camada de plasma.

5.4 Resultados

Neste subcapitulo, serdo expostos 0s resultados obtidos quando comparados 0s
diferentes hematdcritos e os diferentes caudais para a geometria 1 e a 2. Na Figura 46, sdo

apresentadas as geometrias usadas.
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Geometria 1-chip 4 Geometria 2-chip 9

Figura 46:Geometrias usadas na apresentacdo dos resultados.

Na geometria 1, o nimero 1 representa um micro-canal de largura 200 um e 0 nimero
2 representa um micro-canal de largura 50 um, ao passo que na geometria 2, 0 micro-canal 3,
possui uma largura de 400 um e o micro-canal 4, uma largura de 20 um.

A razdo de expansao (re) pode ser definida por:
W (2)

onde Wy, corresponde a largura maior e 0 W, corresponde a largura menor. Assim, a
geometria 1 tem uma razdo der expansao de 4 e a geometria 2 tem uma razao de expanséo de
20.

5.4.1 Resultados obtidos na geometria 1

Nesta fase do trabalho, sdo expostos os resultados da camada de plasma (CP) face a
geometria 1, antes e depois da constricdo, ou seja, como foram utilizados 3 distintos
hematdcritos (5%, 10% e 15%) e 3 diferentes caudais (2 pl/min, 5 pl/min ¢ 10 ul/min). Os
resultados expostos sao os dos hematdcritos em funcéo dos diferentes caudais.

Na Figura 47, podem-se observar em particular as zonas exatas onde foram feitas as
medicdes da CP (tanto para a geometria 1 como para 2, pois 0 que Vvai distinguir uma
geometria da outra, € apenas a largura e comprimento de alguns canais), a0 passo que na
Figura 48, 49 e 50 podem ser visualizados os resultados obtidos da CM para o Hct 5%, 10% e

15% respetivamente, relativamente aos 3 distintos caudais.
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Figura 47:Geometria 1 com visualizacao das diferentes areas de medi¢do da CP (antes e depois).

Hematécrito 5%

14
f:; 12
5 10 §
8 —— Antes—-Depois
6
4 —
2 R
0
2 5 10
Q(pl/min)

Figura 48:Estudo da espessura da CP do Hct 5% em funcdo dos diferentes caudais.

Atraveés da Figura 48, € possivel fazer a analise da CP de um Hct de 5%, em funcéo dos
caudais, 2, 5 ¢ 10 ul/min. Os resultados sugerem que a CP diminui ligeiramente com o
aumento do caudal. Adicionalmente, comparando a CP antes e depois da constricdo, 0s
resultados sugerem que a CP apds a constricdo é cerca de 2.9 vezes'® maior que a CP antes.

Relativamente aos erros expostos na representacao grafica da Figura 48, pode-se aferir
que para o caudal 2, existe um erro bastante superior quando comparado com os erros dos

13 Média dos caudais depois da constricdo, dividida pela média dos caudais antes de constricéo.
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outros caudais. Estes erros mais elevados podem ter sido gerados devido a existéncia de

micro-bolhas durante o escoamento e a erros por parte do utilizador durante o processamento

de imagem.
20 Hematécrito 10%
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Figura 49:Estudo da espessura da CP do Hct 10% em funcédo dos diferentes caudais.

Feito um estudo semelhante ao efetuado na Figura 49, mais uma vez se pode concluir
que o caudal ndo tem grande influéncia na camada de plasma e é facilmente observavel que a
camada de plasma aumenta consideravelmente depois da constricdo. Em temos gerais, a
camada de plasma depois da constricdo é cerca de 2.1 vezes superior a camada de plasma

antes da constricao.
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Figura 50: Andlise da espessura da CP do Hctl 5% em funcdo dos caudais.

Relativamente a Figura 50, pode ser feita 0 mesmo tipo de anélise que foi feita para as
figuras anteriores (48 e 49). Mais uma vez € visivel que o efeito da CP depois da constri¢do é
bastante superior, tendo esta sofrido um aumento de cerca de 1.9 vezes relativamente a CP

antes da constricao.

5.4.2 Resultados obtidos na geometria 2

Neste subcapitulo, sera feita a mesma andlise de dados, s6 que desta vez para a
geometria 2. Através das Figuras 51, 52 e 53, pode-se analisar quantitativamente a espessura

da CP, quando comparados os Hct 5%, 10% e 15%, com os caudais 2 pl/min, 5 pl/min e 10

pl/min.
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Figura 51:Estudo da camada de plasma para o Hct de 5%.

Tal como no subcapitulo 5.4.1, também aqui se efetuou o estudo da camada de plasma
antes e depois da constricdo na geometria 2, para diferentes caudais. Em termos gerais, mais
uma vez se pode concluir que o caudal ndo tem grande influéncia na espessura da CP (ver
Figura 51).

Fazendo o mesmo tipo de analise que nas figuras anteriores, pode-se aferir que depois
da constricdo a CP aumentou aproximadamente 4.6 vezes.
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Figura 52:0bservacdo da camada de plasma quando usado um Hct de 10%.

Além das consideracgdes feitas nas figuras anteriores no que diz respeito a influéncia do
caudal na CP, pode-se ainda referir que relativamente a Figura 52, mais uma vez € visivel o
aumento da espessura da CP depois da constri¢do, tendo esta sofrido um aumento médio de

cerca de 5.9 vezes.
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Figura 53:Estudo da camada de plasma quando usado um Hct de 15%.
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Relativamente a Figura 53, e utilizando o Hct de 15%, a CP depois da constri¢do sofreu

um aumento médio de cerca de 4.4 vezes.

5.5 Discussao dos Resultados

Nesta seccdo sdo apresentados e discutidos os resultados da visualizacdo do
escoamento, avaliando o efeito da constri¢do na variagdo da espessura da CP.

5.5.1 Comparacdao da Camada de Plasma e da diferenca das

constrigoes para diferentes Hct’s para as geometrias 1 e 2.

As Figuras 54 e 55 correspondem a andlise da variagdo da CP, antes e depois da
constricdo para todos os escoamentos testados na geometria 1. Na Figura 54, estdo
representados os resultados da CP antes e depois da constricdo para todos os Hct e caudais
utilizados neste trabalho. Na Figura 55, sdo comparados todos os Hct no que diz respeito a

diferenca (Acp = cpD-cpA) entre a camada de plasma antes (cpA) e depois da constrigdo
(cpD).

Hct5%, 10% e 15% Vs Caudal

-m-Hct 5% (Antes)
16 - ~=~Hct 5% (Depois)
—&—Hct 10% (Antes)
14 4 ——Hct 10% (Depois)
-@—Hct 15% (Antes)
12 - =o-Hct 15% (Depois)
—)
10 ) \
— —)
S
28
0o
O
6 -
4 -
2 -
0 T T
2 5 10

Q(ul/min)

Figura 54: Anélise da camada de plasma, antes e depois da constricdo para todos os Hct em estudo.
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Analisando a Figura 54, pode-se concluir que para todos os Hct estudados, a constri¢éo
proporciona um aumento da espessura da CP. Por outro lado, os resultados obtidos da CP a

jusante da constri¢cdo sugerem que o aumento do Hct promove uma ligeira diminuicdo da CP.

20 A(constricdes) Vs Caudal
18
16
14 -@-Hct 5%
- Hct 10%
12
o - Hct 15%
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=
8 ®
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6
4 \7“
2
0
2 5 10
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Figura 55:Diferenca das constri¢cGes para todos os Hct quando comparadas com os distintos caudais (Acp= cpD-
cpA) entra a camada de plasma antes (cpA) e depois da constrigdo (cpD).

Na Figura 55, sdo apresentados os resultados da diferenca da CP antes e depois da
constricdo para todos os Hct estudados, ou seja, Acp = cpD-CpA. Os resultados sugerem que a
medida que se aumenta o Hct, a CP tem a tendéncia a reduzir, o que corrobora os resultados
da Figura 54. Quantitativamente e analisando por exemplo o caudal 2, afere-se que para um
Hct 5%, tem um Acp = 7.2, para um Hct 10%, tem um Acp = 5.9 e por fim para um Hct de
15%, tem-se um Acp = 5.4.

As Figuras 56 e 57 séo referentes a geometria 2. Na Figura 56 foi efetuado o estudo da
camada de plasma antes e depois da constri¢do para todos os hematdcritos. Ja na Figura 57, é
feita uma analise para todos os hematdcritos no que diz respeito a diferenga (Acp = cpD-CpA)

da camada de plasma antes e depois da constrigéo.
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Figura 56:Andlise da CP, antes e depois da constri¢do para os Hct 5%, 10% e 15%.

Através da Figura 56, pode-se concluir o mesmo que se concluiu para a Figura 54.
Contudo, é importante referir que a linha que define o Hct 15% (a jusante) deveria ter um
comportamento mais linear, mas tal ndo acontece, podendo este resultado ter sido
condicionado por possiveis erros no decorrer do presente estudo de escoamento ou no

tratamento das imagens, por parte do utilizador.

40 A(constrices) Vs Caudal
35
30
25 N <
2 -
3 — o ° ——Hct 5%
20

-o-Hct 10%
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15
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Figura 57:Diferenca das constri¢des para todos os Hct quando comparadas com caudal de 2, 5 € 10 ul/min.
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Mais uma vez, tal como na Figura 55, pode-se concluir que um aumento de Hct implica
uma reducdo na diferenca das constri¢des da CP (ver Figura 57). Novamente tomando como
exemplo o caudal 2, a conclusdo efetuada anteriormente é reforcada, uma vez que se verifica
que para um Hct de 5% tem-se um Acp de 22.8, depois com um Hct 10%, ha uma reducdo da

Acp para 0s 21.7. Por ultimo, para o Hct de 15 %, encontra-se 0 menor da Acp de 12.4.

5.5.2 Comparacédo da geometria 1 e 2 relativamente a diferenca entre
constricdes

Nesta fase do trabalho, sera feita uma comparacdo das duas geometrias criadas, de
forma a aferir com qual delas se obtém uma maior CP face aos distintos hematdcritos. E
importante relembrar que a geometria 1 tem uma constricdo de 50 pm, enquanto a geometria
2 possui uma constricdo de 20 pm. Um dos objetivos desta anélise € averiguar qual o efeito da
constrigdo na camada de plasma.

A Figura 58, 59 e 60 s&o referentes ao Hct 5%, 10% e 15% respetivamente, para a

geometria 1 (50 um) e para a geometria 2 (20 pum).

A(constrigdes) Vs Caudal

25

20

15

< =«+= Geometria 20um (Hct5%)
o
< —=— Geometria 50um (Hct5%)
10
5 » =] —m—
=1
0
2 5 10
Q(ul/min)

Figura 58:Comparagdo das duas geometrias face a diferenga das constri¢des, para o Hct 5%.

Comparando os resultados das duas geometrias, estes demostram que a geometria 2

(20um) possui uma maior Acp, o que leva a concluir que ¢ nessa geometria que existe a
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formacdo de uma maior camada de plasma a jusante da constricdo. Pode ainda ser
mencionado que a geometria 2 (20 um) possui um valor médio de 23.9 da Acp, ao passo que
a geometria 1 (50 um) possui um valor médio de 7.8 da Acp , ou seja, a geometria 2 possui
uma diferenca de constricbes 3.1 vezes maior que a geometria 1. Neste caso, (Hct=5%)

existe uma ligeira tendéncia da Acp aumentar com o aumento do caudal.

A(constrigdes) Vs Caudal
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-+- Geometria 20pm (Hct10%)
—=— Geometria 50pm (Hct10%)

A(D-A)

10

2 5 10
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Figura 59:Comparagdo das duas geometrias face a diferencga das constricdes para o Hct 10%.

O mesmo acontece com os resultados apresentados na Figura 59, sendo notério que a
geometria 2 (20 um) possui uma maior camada de plasma a jusante da constricdo. A
geometria 2 apresenta um valor médio de 22.3 para a Acp, enquanto a geometria 1, apresenta
um valor médio de 5.2 o que leva a concluir que a geometria 2, possui uma Acp de 4.3 vezes
superior a geometria 1.

De salientar que neste caso, ou seja para um Hct=10%, contrariamente ao caso anterior

(Hct=5%), existe uma ligeira tendéncia do Acp diminuir com o aumento do caudal.
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Figura 60:Comparacao das duas geometrias face a diferenca das constrigdes para o Hct 15%.

Por fim, face a este tipo de anélise, mais uma vez é a geometria 2 (20 um) a que possuli
uma maior Acp relativamente a CP. Assim, conclui-se que é aquela que maior CP possui a
jusante da constricdo (ver Figura 60). Relativamente aos valores da Acp, a geometria 2 possuli
um valor médio de 13.95 e a geometria 1 possui um valor médio de 4.4. Face a estes valores
afere-se que a geometria 2 tem uma Acp 3.2 vezes superior a geometria 1. Neste caso (Hct =
15%) e em particular, os resultados obtidos na geometria 1 sugerem uma ligeira tendéncia do
Acp em diminuir com o aumento do caudal, corroborando assim, os resultados obtidos com
um Hct de 10%. Em termos gerais, estes resultados sugerem que o Hct influencia a

“dimensao” da camada de plasma formada a jusante da constricao.
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Sexto Capitulo

6 Ensaios Experimentais Executados no IPB-
Parte 2: a separacdo com células sujeitas a

um tratamento térmico

Esta fase do trabalho teve como finalidade o estudo da camada de plasma com a
utilizacdo de GVs saudaveis e GVs sujeitos a um tratamento térmico de forma a aumentar a
rigidez das células sanguineas.

Segundo Sangho e seus colaboradores (Sangho Kim et al. 2009), uma ligeira
diminuicdo da espessura da camada de plasma, ocorre na presenca de uma diminuicdo da
deformabilidade dos GVs em ensaios experimentais in vivo e in vitro, ou seja, a rigidez
celular provocara uma diminuicdo da CP [Sangho et al. (2009)].

E importante referir que, para o estudo desta fase apenas foi usada a geometria 1, uma
vez que, teoricamente foi aquela que melhores resultados obteve, ndo esquecendo a elevada
quantidade de dificuldades que surgiram na geometria 2, devido a sua pequena constri¢do (20
um). A titulo de curiosidade pode ser referido que a grande facilidade de entupimento no
canal de 20 pum foi 0 grande obstaculo dessa geometria.

Inicialmente, foi necessario ter a certeza que 0os GVs se deformavam. Para proceder a
realizacdo desta etapa, recorreu-se a sangue humano (GVs de tamanho superior aos GVs de

ovino), uma vez que o processo da deformacdo de GVs se tornaria de mais facil visualizagéo.

6.1 Materiais e Métodos

Nesta fase foram necessarios materiais como, balanga, centrifugadora, Dextrano 40, Hct

5%, micropipetas, pipetas, sangue, soro fisioldgico e tubos de centrifuga.
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Todo o procedimento de lavagem do sangue foi efetuado, tendo-se realizado as lavagens
do sangue com soro fisiolégico com o auxilio da centrifugadora (onde foram realizadas duas
lavagens do sangue com soro, uma primeira vez durante 15 minutos a 2000 rpm, seguido de
uma segunda etapa com as mesmas caracteristicas). Completa a fase de lavagem sanguinea,
passou-se a fase de testes num micro-canal.

Aqui usou-se um micro-canal hiperbdlico com caracteristicas adequadas para se
visualizar deformacdes. Na Figura 61, pode-se observar a geometria usada para comprovar a
deformagéo dos GVs.

Figura 61:Geometria usada na deformacgéo de GVs.

Antes de se passar a visualizacdo das células, colocou-se uma amostra de sangue em
banho-maria, a 45°C e durante 40 minutos. Seguidamente procederam-se aos testes da
visualizagdo da deformagéo.

Nas Figuras 62 e 63, € possivel visualizar as regides onde se analisou a deformabilidade
dos GVs. Foram estudadas quatro regides distintas, sendo estas definidas por regido 1, 2, 3 e
4,

Figura 62:Regido 1 do micro-canal onde se estudou o indice de deformagdo com tratamento.
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Figura 63:Regido 1 do micro-canal onde se estudou o indice de deformagao sem tratamento.

Quando comparadas as Figuras 62 e 63, onde se pode visualizar o estudo feito sobre a
deformacéo, é mais que evidente que para a regido 1 sem tratamento, o0 GV sofre uma maior

deformagéo.

Nas Figuras 64 e 65 estdo representadas as regides 2, 3 e 4 do micro-canal em estudo.

0
Regido4

Figura 65: Regibes (2, 3 e 4) do micro-canal de analise do indice de deformagdo sem tratamento.

Ao se proceder a analise das regides 2, 3 e 4 das Figuras 64 e 65, mais uma vez se pode
concluir que, quando ndo se efetua tratamento existe uma maior deformacao por parte dos
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GVs. Contudo, nas regides 3 e 4 sem tratamento nao € muito visivel a existéncia de mais
deformacdo. No entanto, quando se procede aos calculos do indice de deformacdo, consegue-
se provar que realmente em todas as regides de estudo quando ndo se efetua o tratamento
térmico, o indice de deformacgdo é superior quando comparadas as regides onde ocorreu
tratamento (ver Tabela 7).

Com o auxilio de uma bomba de seringa, um microscépio invertido e uma camara de
alta velocidade foi possivel medir o indice de deformacdo dos GVs em varias regides do
micro-canal hiperbdlico. Na tabela 7 e na Figura 67 sdo apresentados os resultados do indice
de deformacdo dos GVs em distintas regifes com e sem tratamento, e a representacdo grafica
destes resultados.

A deformacdo dos GVs foi caracterizada pelo indice de deformacdo (ID), como se
mostra na Figura 66, em que o X e Y se referem aos maiores (primario) e menores
comprimentos (secundaria) do eixo da elipse, sendo esta elipse equiparada a célula. Como se
pode aferir pela Figura 66, quando o ID se aproxima de zero, pode-se concluir que ndo existe

deformacéo, e que quando se afasta de zero, comega a aumentar o grau de deformacao.

ID=0 <
ID=05_>

XY
X+Y

Figura 66:Formula de calculo do indice de deformagéo.

De uma forma sucinta, os videos capturados foram convertidos para uma sequéncia de
imagens estéticas. De seguida, a fim de reduzir o ruido nas imagens, uma imagem de fundo
foi criada e subtraida de todas as imagens originais. Este processo resultou em imagens que
possuem apenas o0s globulos vermelhos visiveis. Para melhorar a sua qualidade, a filtragem de

imagem foi feita usando ImageJ.

Tabela 7:indice de Deformag#o nas distintas regides.

Indice de Deformagéo
Regidol | Regido2 | Regido3 | Regido4
Com Tratamento 0.32 0.42 0.14 0.08
Sem Tratamento 0.49 0.51 0.22 0.15
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Figura 67:Indice de deformagc&o nas diferentes regides.

Através da Tabela 7 e da Figura 67 (onde os numeros 1, 2, 3 e 4 sdo referentes as
distintas regides), é possivel aferir que o indice de deformacédo é superior em todas as regides
quando n&o se efetua tratamento térmico. E ainda exequivel concluir que é na regio 1 e 2 que
se verifica um maior indice de deformacéo, sendo atingido o pico méaximo de deformacdo na

regido 2 sem tratamento (ID = 0.51).

6.2 Métodos de Inducédo da Rigidez Celular

Terminada a fase anterior (testes de deformacdo), era necessario como ja fora referido
anteriormente induzir rigidez celular, de forma a ser exequivel fazer o estudo relativo a
camada de plasma aquando da rigidez. Para tal, foi necessario criar diferentes protocolos,
tendo por finalidade a inducdo da rigidez.

Na Tabela 8, sdo apresentados os protocolos que foram criados na tentativa de induzir a
rigidez celular, tendo em conta que apenas foi usado um Hct de 5% com uma temperatura
ambiente de 22.2 °C.
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Tabela 8:Pardmetros dos protocolos criados.

Células Saudéaveis Dx 40+ 3 horas (5°C) - Testar

Protocolo 1 Soro+ 40min (45°C) + centrifugacdo+ Dx
40+3horas (5°C) - Testar

Protocolo 2 Dx 40 +3 horas (5°C) +40 min (45°C)-> Testar

Protocolo 3 Dx 40 +40 min (45°C)->Teste

Protocolo 4 Dx 40 +40 min (45°C) + 2-3 horas (5°C)-> Testar

Protocolo 5 Soro - Testar

Protocolo 6 Soro + 40 min—> Testar

Face a todos os estes protocolos, foi conseguido com sucesso induzir a rigidez celular
através de 3 deles (protocolo 1, 2 e 3), por conseguinte apenas serdo apresentados 0s

resultados para estes 3 protocolos.

6.3 Resultados

Na Tabela 9 apresentam-se os resultados numéricos obtidos através destes protocolos
para a CP, e nas Figuras 68 e 69 sdo expostos os resultados obtidos quando se compara a CP
antes e depois da constri¢do para os caudais 5 e 10 pl/min e quando se compara a diferenga da
CP antes e depois da constrigdo relativamente aos protocolos em que se obteve sucesso. Na
Figura 70, pode-se visualizar a representacdo grafica, quando se estuda a diferenca de

constri¢Bes (antes e depois) para todos os protocolos em funcdo dos distintos caudais.

Tabela 9:Valores obtidos a partir dos protocolos criados.

Células Saudaveis Protocolo 1
Caudal 5 Erro 10 Erro | Caudal 5 Erro 10 Erro
Antes 3.4551 [ 0.2059 2.4529 | 0.2527 | Antes 2.9658 | 0.2279 2.4355 | 0.1921
Depois 11.3104 | 0.2282 10.8212 | 0.2911 | Depois 8.88 | 0.3875 7.544 | 0.3896
A(D-A) 7.8553 8.3683 A(D-A) 5.9142 5.1085
W2/W1 3.273538 4.411594 W2/W1 2.994133 3.097516
Protocolo 2 Protocolo 3
Caudal 5 Erro 10 Erro | Caudal 5 Erro 10 Erro
Antes 2.03883 [ 0.1689 2.0887 | 0.1748 | Antes 2.6424 | 0.2343 1.7204 | 0.1391
Depois 8.4009 | 0.3643 8.2473 | 0.3868 | Depois 8.2481 | 0.3701 8.7028 | 0.6387
A(D-A) 6.36207 6.1586 A(D-A) 5.6057 6.9824
W2/W1 4.120451 3.948533 W2/W1 3.121443 5.058591
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Observando a Tabela 9 e comparando os resultados obtidos das células saudaveis face
aos trés restantes protocolos, € possivel concluir que os protocolos criados realmente
induziram rigidez nas células saudaveis, isto porque ao comparar-se os resultados obtidos da
camada de plasma antes e depois da constricdo dos protocolos 1, 2 e 3, conclui-se que 0s
valores da CP sdo sempre inferiores aos valores da CP das células saudaveis.

Relativamente a taxa de erro que se pode encontrar durante os trés protocolos criados,
é possivel afirmar que a taxa de erro é bastante diminuta, encontrando-se 0 maior erro no
protocolo 3, caudal 10, depois da constricdo com um valor de 0.6387, e é ainda neste

protocolo, no mesmo caudal, mas agora antes da constri¢do, que também se encontra 0 menor

8.4009 g 7481

erro, sendo este de 0.1391.

Q=5 pl/min
11.3104

12 4

10
8.88

B C.Saudaveis
mpP1l

P2
mP3

CP (um)

3.4551

2.9658

2.6424

2.03883

Antes Depois

Figura 68:Estudo da CP antes e depois da constri¢do para todos os protocolos e para um caudal de 5 pl/min.

A Figura 68, expOe a representacdo grafica da CP quando comparados os protocolos 1,
2 e 3 com as celulas saudaveis. Relativamente a esta representacdo, é possivel aferir que os
protocolos 1, 2 e 3 usados nas células saudaveis induziram rigidez, isto porque, tanto antes
como depois da constricdo, o valor da camada de plasma é sempre superior para as células
saudaveis. E mais uma vez visivel que depois da constri¢io, a CP é sempre superior.

Ao se efetuar a razdo da camada de plasma depois e antes da constri¢do, observa-se que
existe uma razdo de 3.273, 2.994, 4.120 e 3.121 para as células saudaveis, P1, P2 e P3,
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respetivamente. Assim, pode-se concluir que o protocolo que melhores resultados obteve na
inducdo celular para o caudal 5 pul/mim foi 0 P1, pois foi aquele com o qual se obteve um

menor valor para a CP comparativamente as células saudaveis.

=10 pl/min
o -
10.8212 .

10

B C.saudaveis
mP1

P2
mP3

CP (um)

2.4529 2.4355
2.0887
1.7204

Antes Depois

Figura 69:Estudo da CP antes e depois da constri¢do para todos os protocolos e para um caudal de 10 ul/min.

Para 0 caudal 10 ul/min, (ver Figura 69) procedeu-se ao calculo da razdo da camada de
plasma depois e antes da constri¢do, tendo-se obtido os seguintes valores: células saudaveis
(4.4), P1 (3.1), P2 (3.9), P3 (5.1). Face a estes resultados é possivel confirmar que tal como
para o caudal 5 pl/mim, o protocolo que melhores resultados obteve para realizar a inducéo
celular foi o P1, uma vez que, relativamente as células saudaveis, foi aquele que obteve

menor valor para a CP.

6.4 Discussao dos Resultados

Seguidamente, na Figura 70, serd apresentado sob forma grafica, a relacdo existente
quando se compara a diferenca de constrigdes (antes e depois) com os distintos caudais (5 e

10), para as células saudaveis, protocolo 1, protocolo 2 e protocolo 3.
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A (D-A) Vs Q (Hct-5%)
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Figura 70:Diferenca de constri¢des (antes e depois) em funcéo de distintos caudais para todos os protocolos.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 70, pode-se concluir que o Acp
correspondente as células saudaveis corresponde ao valor mais elevado para ambos os caudais
estudados. Por outro lado, os resultados sugerem que para células saudaveis, o aumento do
caudal tende a aumentar ligeiramente o Acp. Relativamente as células sujeitas a um
tratamento térmico, o Acp é sempre inferior para todos os protocolos testados. No entanto,
neste caso, enquanto que para o protocolo 1 e 2 o Acp tende a diminuir com o caudal, no caso
do protocolo 3 tal fenédmeno nédo se verifica. Assim, em termos futuros é necessario realizar

ensaios experimentais adicionais de forma a obter resultados mais conclusivos.
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Sétimo Capitulo

7 Conclusoes e Trabalhos Futuros

Este capitulo resume o trabalho apresentado neste projeto e sugere direcdes para mais

trabalhos de investigagéo.

7.1 Conclusdes

A finalidade deste projecto consiste no desenvolvimento de um biochip, com a
capacidade de, num unico passo, executar a separacdo e a deformacédo das células sanguineas
existentes na camada de plasma. O sucesso do desenvolvimento deste biochip integrado
podera suprimir horas de trabalho laboratorial e minorar possiveis erros de manuseamento,
amplificando deste modo, a exatiddo do diagndstico de diversas doencas.

Este projeto divide-se em duas partes principais. A primeira parte, compreende todo o
processo de design e fabricacdo do microdispositivo por litografia suave usando moldes
fabricados por fotolitografia criados a partir de desenhos produzidos no software AutoCAD. A
segunda parte, baseia-se no estudo do escoamento sanguineo nestes dispositivos dando
especial atencdo a deformacao e rigidez celular.

As conclusfes sumarias e principais deste projeto sdo apresentadas seguidamente.
Relativamente a primeira parte do projeto, pode-se aferir que as geometrias dos micro-
canais para efetuar o estudo da micro-circulacdo sanguinea, separacdo e deformacdo das
células da camada de plasma foram projetadas e fabricadas com sucesso. Usando técnicas de
analise como o perfilometro e 0 SEM, pode concluir-se que o controlo dimensional e
geométrico foi suficiente para o tipo de experiéncias em questdo. O uso do polimero PDMS
empregue durante o processo de fabricacdo permitiu o desenvolvimento de micro-canais para
o0 estudo in vitro do escoamento sanguineo a micro escala. De salientar, que a técnica de

fotolitografia usada durante o processo de micro-fabricagdo foi uma mais-valia para a
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realizacdo deste projeto, tendo demostrado grande qualidade na replicacdo dos padrdes
pretendidos.

Relativamente as conclus@es tiradas na segunda parte do projeto (na analise da
variacdo da espessura da camada de plasma), pode-se afirmar que, relativamente as duas
geometrias criadas, a geometria 1 com uma razdo de expansdo de 4 e a geometria 2 com uma
razdo de expansao de 20, o estudo efetuado com a geometria 2, conduziu a uma serie de
obstaculos, como a obstru¢cdo dos micro-canais devido ao tamanho muito reduzido da
constricdo. Contudo é importante referir, que foi com a geometria 2, que se obteve maiores
valores para a camada de plasma, dai se poder concluir que a razdo de expansao tem uma
elevada influéncia na espessura da camada de plasma, ou seja, quanto maior a razdo de
expansao, maior a camada de plasma. Adicionalmente, os resultados também demostram que
a camada de plasma é sempre superior a jusante da constricdo. Quando comparados os valores
da diferenca da espessura da camada de plasma (jusante -montante), é evidente que o fluido
com um Hct de 5% é aquele que possui maiores valores, seguido do fluido com um Hct de
10% e por fim o fluido com um Hct de 15%. Quando comparados estes valores da diferenca
da espessura, € bastante visivel que € sempre na geometria 2 que se obtém os maiores valores.
Relativamente aos estudos referentes a deformacdo, rigidez e novamente a espessura da
camada de plasma, conclui-se que apenas trés dos sete protocolos resultaram com sucesso na
inducdo da rigidez celular, uma vez que os valores da camada de plasma depois da utilizacédo
destes protocolos reduziam significativamente quando comparados aos valores da camada de
plasma das células saudaveis.

Como concluséo final, pode-se ainda mencionar que foi o protocolo 1, aquele que
obteve melhores resultados na inducdo da rigidez, uma vez que foi aquele que quando
comparado com as celulas saudaveis obteve uma menor camada de plasma. Este resultado
corrobora outros estudos onde verificaram que uma maior inducgéo de rigidez celular implica

uma diminuig&o na camada de plasma.
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7.2 Trabalhos Futuros

A pesquisa realizada nesta tese fornece a base para novos trabalhos de investigacdo em

varios desafios cientificos no campo biomédico. Alguns dos muitos topicos de investigacdo

possiveis que devem ser tratados num futuro proximo séo:

Micro-canais de PDMS circulares- A técnica de fotolitografia tem a
capacidade de fabricar micro-canais em PDMS de forma retangular, com
caracteristicas precisas, reprodutiveis e versateis. Usando esta técnica, &
possivel criar geometrias complexas do sistema micro cardiovascular, que
imitam na perfeicdo arteriolas e capilares por exemplo. No entanto, o
comportamento do escoamento sanguineo através deste tipo de micro-canais
pode apresentar caracteristicas diferentes do que realmente acontece nos vasos
sanguineos. Desta forma, é imperativo o desenvolvimento de micro-canais
circulares em PDMS de forma a imitar ambientes in vivo, tal como foi referido
no subcapitulo 3.3.1.

Repeticdo de testes- Seria interessante repetir novamente alguns testes com
uma camara de alta velocidade e objetiva com maiores potencialidades, de
forma a melhorar a resolugdo das imagens e validar alguns dos resultados
obtidos.

Aumento das variaveis- Com a finalidade de obter uma vasta gama de
resultados, seria interessante aumentar o niamero de hematdcrito e o nimero de
caudais estudados. Deste modo poder-se-ia confirmar se o caudal tem ou néo
realmente influéncia sobre a camada de plasma.

Método automatico- Dentro do software ImageJ, usou-se comando Add tracks
do plugin MtrackJ para obter a trajetoria da camada de plasma. Apesar de ser
um método eficiente, é bastante moroso para o utilizador, fazendo com que
este esteja suscetivel a cometer erros. Assim sendo, torna-se importante a
criagcdo de um método automatico de forma a reduzir o tempo, e evitando deste
modo um trabalho tedioso para o utilizador.

Propostas- Face ao grande interesse por esta area de investigacdo, seria
pertinente/interessante, proceder a investigacdo/teste, do efeito da camada de

plasma por parte de células cancerigenas.
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