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1. Importancia do estudo de técnicas de separacdo biomiméticas
em microfluidica

A separacdo e a identificacdo de células sdo essenciais em varias aplicacdes biomédicas,
incluindo a biologia celular e os métodos de diagndstico e terapéuticos.

O sangue é um fluido ndo-Newtoniano contendo inimeras informacdes preciosas sobre
o estado fisiolégico e patoldgico do corpo humano. No entanto, devido a sua
complexidade, existem actualmente poucos métodos de andlise precisos. A maioria das
técnicas convencionais usadas na separacdo e contagem de células sdo dispendiosas e
normalmente é necessario usar agentes externos adicionais para identificar as células [1-
3].

As técnicas biomiméticas de separacdo em microfluidica usam fendmenos
microfluidicos, que ocorrem a microescala, para realizar a separacdo de determinadas
células sanguineas. Estes fendmenos incluem a separacdo do plasma, a camada livre de
células (CLC), a migracdo dos globulos brancos (GBs), também designados por
leucdcitos, e a lei da bifurcacdo [1]. Recentemente, varios investigadores tém replicado
estes efeitos, que acontecem em ambientes in vivo, em sistemas microfluidicos, ou seja,
em ambientes in vitro. Nos microcanais, os globulos vermelhos (GVs), devido a sua
deformabilidade e ao gradiente de velocidades (as forcas de sustentacdo), tendem a
concentrar-se na zona central dos microcanais, enquanto os GBs e 0s GVs rigidos (tal
como, os GVs infectados com malaria) tendem a migrar para a CLC que se forma nas
zonas proximas das paredes. A lei da bifurcacdo estabelece, relativamente ao
comportamento dos GVs, que em microcanais com bifurcagdes eles tendem a escolher o
microcanal de sec¢do maior.

2. A biomicrofluidica: aplica¢des e desafios no diagnostico clinico

Durante a ultima década tém sido desenvolvidos varios dispositivos microfluidicos para
tirar vantagem destes fendmenos naturais da hemodinamica. Por exemplo, Shevkoplyas
e colaboradores [4] desenvolveram um microdispositivo com uma sucessdo de redes
microvasculares e, aplicando o efeito da marginalizagdo conseguiram separar 0s GBs a
partir de uma amostra de sangue composta por uma mistura de GVs e GBs, tal como é
demonstrado na Figura 1.
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Figura 1 - Um dispositivo microfluidico para isolar GBs de uma amostra de sangue utilizando o efeito da
marginalizacdo (adaptado de [4]).

Recentemente, investigadores da Universidade de Singapura propuseram um
microdispositivo biomimético para separar GVs infetados com maléria dos GVs
saudaveis [5]. Os GVs infetados com malaria perdem a capacidade de se deformarem e
ficam rigidos. Este fendbmeno proporciona uma migracdo destes GVs para junto das
paredes, 0 que consequentemente torna possivel a separacdo dos GVs rigidos infetados
com maléria dos GVs saudaveis, como é observavel na Figura 2.
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Figure 2 - Microdispositivo biomimético para separar GVs infetados com malaria dos GVs saudaveis.
(adaptado de [5]).

Outros investigadores encontraram diversas vantagens para controlar e manipular o
escoamento sanguineo em dispositivos microfluidicos. Fujiwara e colaboradores [6]
encontraram evidéncias de que nao sé é possivel criar uma CLC artificial sob adequadas
condi¢cbes hemodindmicas e geométricas, como também a espessura da CLC é
fortemente influénciada pela deformabilidade dos GVs. Também na Universidade de
Princeton, um grupo liderado por Stone desenvolveu uma contracgdo, seguida por uma
expansdo, com o intuito de separar o plasma a partir de uma amostra de sangue
composta por GVs suspensos em solugdo de dextrano e representada pela Figura 3.
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Figura 3 - Microdispositivo microfluidico capaz de extrair o fluido fisioldgico com uma pureza
semelhante a obtida com métodos convencionais de centrifugacéo (adaptado de [7]).

Este grupo de investigacdo foi ainda capaz de extrair o fluido fisiol6gico com uma
pureza semelhante a obtida com métodos convencionais de centrifugacdo, normalmente
usados em laboratérios clinicos [7]. Outros investigadores desenvolveram um outro
microdispositivo em que utilizaram a lei da bifurcacdo, para conseguir uma separacao
altamente eficiente do plasma. Neste microdispositivo foram fabricados microcanais
com ramos perpendiculares sucessivos ao longo do microcanal principal, de forma a
removerem o plasma. Este fendmeno de separacdo deve-se a elevada diferenca entre o
caudal no microcanal principal e o caudal existente nos microcanais derivados, fazendo
com que 0s GVs tendam a passar através do microcanal principal enquanto o plasma é
recolhido a partir dos microcanais derivados [8]. Muito recentemente, investigadores do
Instituto Politécnico Braganca em colaboracdo com colegas Japoneses da Universidade
de Tohoku, descobriram que também é possivel extrair o plasma por intermédio da
aplicacdo de bifurcacGes e confluéncias sucessivas [9], demonstrado pela Figura 4.
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Figure 4 - Microdispositivo microfluidico capaz de extrair as células sanguineas do fluido em suspenséo
por intermédio de uma confluéncia. (adaptado de [9]).

Actualmente investigadores do Instituto Politécnico Braganga em colaboragdo com
colegas do CEFT da Universidade do Porto e da Universidade de Tohoku encontram-se
a desenvolver um dispositivo microfluidico com intuito de realizar uma separacdo
parcial. A principal finalidade deste sistema é de realizar num Gnico microdispositivo
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diferentes tarefas, tais como, a separa¢éo e a determinagdo do indice de deformagédo dos
GVs [10-12], possibilitando uma maior compreensdo do comportamento celular
sanguineo e numa fase final, no desenvolvimento de um dispositivo biomédico simples
e de baixo custo para o diagnostico de algumas doencas relacionadas com a perda de
deformabilidade dos GVs. Na Figura 5 pode observar-se o microdispositivos em fase de
desenvolvimento.
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Figure 5 - Dispositivo microfluidico capaz de realizar num Gnico passo diferentes tarefas tais como a
separacdo e a determinacdo do indice de deformagdo dos GVs (http://csdchip.ipb.pt/index.html;
http://www.ipb.pt/~ruimec/).

Informac&o adicional relativa a este dispositivo microfluidico pode ser encontrada em:
http://www.ipb.pt/~ruimec/ ; http://csdchip.ipb.pt/index.html.
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