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Resumo

O resultado do trabalho apresentado foi realizado na Biosurfit S.A. e tem como principal
objectivo o desenvolvimento de uma nova plataforma centrifuga de microfluidos de testes de
diagnéstico junto do paciente (“Point-of-Care Testing”). Esta dissertacdo descreve a
concepcao, prototipagem e teste de um micro dispositivo para aplicagdo em analises clinicas.
Permite medir dois pardmetros hematoldgicos, a velocidade de sedimentagao eritrocitaria e o
hematocrito, em plataforma centrifuga de microfluidos (tecnologia “Lab-on-a-disk”). Pretende-
se que o dispositivo funcione de forma analoga aos processos de medigédo utilizados nos
laboratorios de analises clinicas, permitindo um resultado fidedigno, num curto espago de
tempo. O dispositivo consiste num disco que roda de forma controlada, permitindo acelerar os
processos associados a sedimentagao das células, devido ao campo centrifugo criado no
disco. O teste utiliza uma amostra de sangue capilar com volume aproximado de 2 microlitros
e o resultado do teste deve ser obtido em menos de 10 minutos. A estrutura microfluidica
para determinacéo da velocidade de sedimentacéo eritrocitaria e do hematécrito é constituida
por um reservatorio de entrada, onde € colocada a amostra de sangue, um reservatorio
principal, onde é efectuada a medicao, e um reservatério para a saida do ar. O disco e as
estruturas microfluidicas nele gravadas foram prototipados com recurso a materiais
poliméricos de baixo custo, de modo a que o teste possa ser descartavel e comercialmente
competitivo. O dispositivo permite que os constituintes celulares se separem do plasma,
devido a presenca de um campo gravitico artificial gerado pela centrifugagdo, uma vez que
estes possuem uma densidade superior a do plasma. E feito um estudo comparativo dos
resultados obtidos em disco, com os resultados obtidos através da técnica convencional, de
forma a estabelecer a correlacdo existente entre os mesmos. Sdo ainda comparados os
resultados da velocidade de sedimentagdo eritrocitaria e do hematdcrito obtidos para
amostras de sangue venoso com anticoagulante (KsEDTA) e para amostras de sangue capilar
total. Os resultados obtidos para os dois tipos de amostra revelaram uma satisfatoria
correlacgo linear: R?=0.87 para a velocidade de sedimentacdo eritrocitaria e R?=0.85 para o
hematocrito. Os resultados experimentais obtidos em disco para a velocidade de
sedimentagcdo e hematdcrito foram satisfatorios relativamente ao método de referéncia,
R2=0.87 e R2=0.94, respectivamente. No entanto, para validagdo do método € necessario
executar mais testes, com valores de velocidade de sedimentagcido eritrocitaria e de
hematdcrito mais abrangentes, incluindo valores que estejam fora dos limites normais,

incluindo individuos com diferentes patologias.

Palavras-Chave: amostra de sangue, centrifugacdo, disco, hematdcrito, “Lab-on-a-disk”, micro

dispositivo, microfluidos, velocidade de sedimentagao eritrocitaria.






Abstract

The work presented here was developed in Biosurfit and aims to develop a new
centrifugal micro fluidic point-of-care platform for medical diagnostic. This thesis describes the
concept, prototyping and characterization of a micro device for application in clinical analysis.
Allows to measure two hematological parameters, the erythrocyte sedimentation rate and
hematocrit, in centrifugal micro fluidic platform technology (Lab-on-a-disk). It is intended that
the device works similarly to the measurement procedures used in clinical laboratories,
allowing a reliable result in a short space of time. The device consists of a disk that rotates in a
controlled manner, allowing accelerate the processes associated with sedimentation of the
cells, due to the centrifugal field created on disk. The test uses a sample of capillary blood
volume of approximately 2 microliters and the test result should be obtained in less than 10
minutes. The micro fluidic structure for determining the erythrocyte sedimentation rate and
hematocrit consists of a reservoir of entry, which are placed a blood sample, a main reservair,
where the measurement is made, and a reservoir for the air outlet. The disk and microfluidic
structures were prototyped using polymeric materials of low cost, so that the test can be
disposable and commercially competitive. The device enables cellular constituents to separate
the plasma, due to the presence of an artificial gravity field generated by the centrifuge, since
they possess a density greater than that of plasma. It is done a comparative study of the
results on disk with the results obtained using the conventional technique, in order to establish
the correlation between them. Are also compared the results of the erythrocyte sedimentation
rate and hematocrit obtained for samples of venous blood with anticoagulant (KsEDTA) and
capillary whole blood samples. The results for both types of samples showed a satisfactory
linear correlation: R®=0.87 for erythrocyte sedimentation rate and R?=0.85 for hematocrit. The
experimental results obtained on disk for the sedimentation rate and hematocrit were
satisfactory for the reference method, R?=0.87 and R2=O.94, respectively. However, to validate
the method it is necessary make more tests, with values of erythrocyte sedimentation rate and
hematocrit more comprehensive, including values outside normal limits, including individuals

with different pathologies.

Keywords: blood sample, disk, erythrocyte sedimentation rate, hematocrit, Lab-on-a-disk, micro

device, micro fluidics, spin.
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Introducao

1.1 Enquadramento do trabalho

O trabalho aqui apresentado foi realizado na Biosurfit e teve a duragdo de 12
meses. A Biosurfit desenvolveu uma nova plataforma centrifuga de microfluidos para
testes de diagndstico junto do paciente (“Point-of-Care Testing”), que presentemente se
encontra na fase de implementagao do processo de producgao.

O trabalho de estagio enquadra-se num plano de desenvolvimento tecnoldgico de
um micro dispositivo para realizagdo de novos testes clinicos, contemplando as fases de
projecto, prototipagem e caracterizagdo funcional desse dispositivo. No admbito deste
estagio, deu-se énfase a determinacdo de pardmetros hematoldgicos como a velocidade
de sedimentagao eritrocitaria (VSE) e hematécrito (Htc) em plataforma centrifuga de

microfluidos (tecnologia “Lab-on-a-disk”).

1.2 Motivacao e objectivos

Este trabalho contribui para a area de diagndsticos clinicos, através do
desenvolvimento e fabrico de um micro dispositivo. Pretende-se construir uma plataforma
centrifuga de microfluidos que determine a VSE e o Htc, que funcione de forma analoga
aos processos de medicdo utilizados nos laboratérios de analises clinicas, que tenha um
desempenho preciso e fiavel e cujo custo, quando produzido em massa, seja competitivo.
O teste utiliza uma amostra de sangue total de volume reduzido (aproximadamente 2
microlitros) e o resultado deve ser obtido em menos de 10 minutos.

O dispositivo consiste num disco polimérico com 60 mm de raio (dimensodes
equivalentes aos CD/DVD), cuja velocidade de rotagdo é controlada de modo a criar um
campo centrifugo que permita acelerar os processos inerentes a sedimentacdo das

células sanguineas no plasma.
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Apos a determinacao da VSE e do Htc em disco, pretende-se fazer o estudo
comparativo dos resultados obtidos com as técnicas convencionais, de forma a
estabelecer a correlacdo existente entre os mesmos e validar a prova de conceito

proposta neste trabalho.

1.3 Organizacao da dissertacao

Este capitulo inclui o enquadramento do estagio e estabelece a motivacédo e
objectivo deste projecto.

O capitulo 2 apresenta a fundamentacéao teérica sobre plataformas centrifugas de
microfluidos. Além disso, contém uma breve descricdo da composicdo do sangue e
apresenta uma panoramica geral sobre os parametros hematologicos da VSE e do Hitc,
sua relevancia clinica e revisao de testes realizados em laboratorio.

O capitulo 3 descreve os materiais e processos utilizados para prototipagem do
dispositivo, projecto (CAD) da estrutura microfluidica, equipamento utilizado para
realizacao do teste e o procedimento experimental.

O capitulo 4 refere os resultados experimentais obtidos ao longo do trabalho. Essas
experiéncias incluem alguns testes preliminares tais como, comparagao das técnicas de
prototipagem, influéncia da geometria da estrutura microfluidica e protocolo de rotagao
nos resultados. As experiéncias finais incluem a determinacdo da VSE e do Htc em
sangue capilar e em sangue venoso, bem como a comparagéo dos resultados em disco
com uma técnica estabelecida num laboratorio de analises clinicas.

No capitulo 5 s&o discutidos os resultados experimentais a luz da bibliografia
apresentada, com o objectivo de validar a fiabilidade e reprodutibilidade dos resultados.

No capitulo 6 sdo enunciadas as conclusées finais do trabalho, cruzando toda a
aprendizagem feita com as expectativas iniciais do estagio e enumerando qual o trabalho
futuro que deve ser empreendido, para que a técnica proposta possa ser validada como

um método alternativo na medigédo da VSE e Htc.
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Neste capitulo irdo ser abordados varios conceitos, tais como o campo das analises
clinicas e bioldgicas em sistemas miniaturizados (tecnologia “Lab-on-a-chip”) e sistemas
microfluidicos em plataformas centrifugas (tecnologia “Lab-on-a-disk”). Também sera
apresentada uma breve descricdo de exames e aplicagdes na area “Lab-on-a-disk”.
Seguidamente, irdo ser descritos os parametros hematolégicos velocidade de
sedimentacao eritrocitaria (VSE) e hematocrito (Htc). Estes parametros sdo determinados
em laboratorios de analises clinicas e neste trabalho pretende-se que sejam

implementados em plataforma centrifuga de microfluidos.

2.1 Microfluidica

A microfluidica é uma area de investigacdo que abrange o estudo do
comportamento e manipulacdo do fluxo de pequenos volumes de liquidos (de fL a mL)

em canais a escala micro (1-1000 ym).

2.1.1 Microfluidos: “Lab-on-a-chip”

Durante as ultimas décadas a area das analises quimicas e biolégicas tem vindo a
sofrer um processo da miniaturizacao. Esses sistemas miniaturizados sao referidos como
dispositivos “Lab-on-a-chip” (LOC). Os beneficios associados a miniaturizagdo de
técnicas bioanaliticas incluem a reducdo do tamanho dos equipamentos, uma analise
rapida do resultado, reducao dos custos, operagdes em paralelo para multiplas analises e
a possibilidade dos dispositivos serem portateis.

De igual forma, as tecnologias microfluidicas LOC sofreram um grande progresso
nos ultimos quinze anos. Este campo iniciou-se a partir de separagdes analiticas e

técnicas de detecgdo, principalmente a partir de separagcdo cromatografica [1] e
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electroforese capilar [1], bem como sensores bioquimicos miniaturizados, incluindo
deteccao electroquimica ou de fluorescéncia [1]. No entanto, para o sucesso da
comercializagdo dos sistemas LOC, para além da miniaturizagdo, é fundamental uma
integracao completa, automatizagdo e processamento em paralelo de varios liquidos. A
microfluidica € uma tecnologia central neste dominio, uma vez que um dos seus
principais objectivos € a implementagdo e integracdo de componentes fluidicos de
manipulagdo, como a aplicacdo de bombas, valvulas e elementos de mistura de
amostras. No campo da microfluidica, os beneficios incluem reduzir o tamanho do
equipamento, minimizar o tempo de analise de teste, minimizar o consumo do volume de
amostra e reagentes necessarios para o teste, implementacdo e integracdo de
componentes fluidicos de manipulagdo, beneficiando o comportamento hidrodindmico

decorrente do fluxo de fluidos a micro escala. [1], [2]

2.1.2 Microfluidos em plataforma centrifuga (“Lab-on-a-disk”)

Na area da microfluidica, a microfabricacdo de estruturas microfluidicas em discos
constitui um tipo de sistemas LOC, denominado de plataformas “Lab-on-a-disk”,
introduzidas pela primeira vez em 1998 pelo grupo de Madou [3], [4]. Este tipo de
plataformas é desenhado com geometria radial e utiliza sistemas de rotagdo que criam
um campo centrifugo dentro do disco em movimento para a manipulagado controlada de
liquidos. Devido ao movimento rotacional do disco em torno do seu eixo central, o liquido
passa sequencialmente pelas estruturas microfluidicas dos raios mais internos (junto ao
eixo de rotagdo) para os raios mais externos, fazendo com que processos fluidicos
ocorram, como a sedimentagao do sangue [5], a medi¢cdo e a mistura da amostra, entre
outros. Este tipo de mecanismo de bombeamento traz algumas vantagens em relagao
aos sistemas de bombas tradicionais. Exemplos disso sdao as bombas mecénicas, dificeis
de integrar em sistemas microfluidicos, e bombas electro-osméticas, que dependem das
propriedades quimicas dos liquidos.

As plataformas “Lab-on-a-disk” possuem um grande potencial para um processo de
integracdo do manuseamento de liquidos e detecgdo de ensaios de diagndstico
miniaturizados, e do ponto de vista comercial ja existem produtos disponiveis em

empresas como a Gyros, a Tecan [4] e a Abaxis [2].

A Figura 2.1 ilustra um instrumento LabCD e o respectivo disco descartavel [4]. Ao
utilizar microfluidica de base centrifuga, o bombeamento fornece taxas de fluxo que

variam desde 10 nL/s até mais de 100 uL/s, dependendo da geometria do disco, da taxa
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rotacional (RPM) e das propriedades dos fluidos (como por exemplo: densidade,
viscosidade, capilaridade). Toda a gama de fungbes fluidicas, incluindo o valvulamento,
decantagao, calibracdo, mistura, medicdo, fraccionamento de amostras e separacao,
pode ser implementada nesta plataforma. A medi¢cao analitica pode ser electroquimica,

fluorescente ou baseada em técnicas de absorgao.

Leitor LabCD

Disco LabCD

Analise optica & Cuvette lida por
| ' espectrofotometria ki
' i p ' Distribuigao fluidica
. T__ i = Disco LabCD
| . (vista lateral)
Motor do disco
Cuvette : L :
Informatica Optica

Figura 2.1. Instrumento de LabCD e disco descartavel (adaptado de [4]).

2.1.3 Principios de microfluidos em plataforma centrifuga

A propulsdo de liquidos é alcancada através da forga centrifuga. A principal
vantagem de uma plataforma centrifuga € a evolugao da forga centrifuga, devido a inércia

das massas se deslocarem numa trajectéria circular (Figura 2.2).

e

Figura 2.2. Principios basicos de microfluidos em plataforma centrifuga. Um corpo de massa m,, roda com

uma frequéncia angular w, a um raio 7, e esta sujeito a uma forga centrifuga F,, e a uma forga de Coriolis F,.
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Um fluido de densidade de massa p num sistema em rotagdo operado a frequéncia

angular w, a distancia r do eixo central de rotagdo, esta sujeito a uma forga centrifuga,

F, = prw? (2.1)
€ a uma forca de Coriolis
F. = 2pwv (2.2)

onde v representa a velocidade do fluido.

A intensidade destas forgcas pode ser directamente controlada pela frequéncia de
rotacao,
w = 2mv (2.3)

A velocidade média de um liquido ©, segundo a teoria centrifuga é dada por:
U = Dipw?7Ar/32ul (2.4)

onde Dy, é o didmetro hidraulico do canal (definido por 4A/P, onde A é a area de secgao
da recta e P é o perimetro molhado do canal), p é a densidade do liquido, w é a
velocidade angular do disco, ¥ é a distancia média do liquido nos canais ao centro do
disco, Ar é a extensao radial do fluido, u € a viscosidade da solugao e L € o comprimento

do liquido no canal capilar (Figura 2.3).

Centro do disco

@

T lar
g

r
Liquido

Figura 2.3. llustragdo esquematica de um disco microfluidico. Estdo representados dois reservatérios

conectados por uma camara microfluidica (adaptado de [4]).

Para a implementacgao integrada e automatizada de protocolos de manipulagao de

liquidos, este tipo de plataformas tém de conter um conjunto de operag¢des microfluidicas,
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chamadas operacgdes unitarias. Estas operacgbes incluem a implementagao de valvulas, a

medicao, mistura e separacao de volumes. [4], [6]

Valvulas

As valvulas sido elementos de gestdo do fluxo de fluidos, interrompendo ou
permitindo o avango dos mesmos de forma controlada. Podem ser construidas através de
trés estruturas diferentes, como é esquematizado na Figura 2.4.

A Figura 2.4 a) ilustra uma valvula muito simples, a valvula capilar, definida através
da expansdo abrupta da secg¢ao de um canal. O liquido avanga até a expansao do canal
por capilaridade e para quando essa expansdo é atingida. Essa barreira € superada
através do aumento da velocidade angular.

Capilaridade é um fendmeno associado ao comportamento dos fluidos, cuja
progressao em canais muito finos, como é o caso dos canais microfluidicos, ocorre em
oposigao ao campo gravitico.

Para capilares com seccdes rectas assimétricas, como é o caso da valvula capilar
(Figura 2.4 a)), a pressao hidrostatica maxima na barreira capilar, expressa em termos da

energia livre interfacial € dada por:

PCb = 4ya15inec/Dh (25)

onde y,; € a energia de superficie por unidade de area da interface liquido-ar, 6, € o
angulo de contacto em equilibrio e D, € o didametro hidraulico.

Assumindo que as velocidades do liquido sdo baixas, a dinamica do fluxo pode ser
assumida como o balango entre a forga centripeta e a pressao da barreira capilar. A
pressao do liquido junto ao menisco, devido a forga centripeta a actuar no liquido, pode

ser descrita pela seguinte equacao:

P, = pw?TAr (2.6)

onde p é a densidade, w é a velocidade angular, ¥ é a distdncia média desde o liquido

até ao centro do disco e Ar é o comprimento radial da amostra de liquido.

Outra forma de fazer com que o fluxo de um liquido pare é criar uma zona
hidrofébica no canal, que funciona como uma barreira energética para o liquido, como
mostra a Figura 2.4 b). Esta valvula é quebrada se a frequéncia de rotacao for superior a

frequéncia de ruptura critica.
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A terceira valvula, ilustrada na Figura 2.4 c), baseia-se num canal de sifao hidrofilico
em forma de U. Sob rotacdo, os raios do menisco do liquido no reservatério e no sifao
igualam-se (sistema de vasos comunicantes). Abaixo da frequéncia angular critica o
liquido avanga pelo sifao por capilaridade, contrariando o campo centrifugo dado que a
forga capilar supera a forga centrifuga. Apds o liquido ultrapassar a altura do liquido no
reservatorio e a inversdo do canal definida no sifao, a frequéncia angular pode ser
aumentada, permitindo que o liquido seja escoado pelo sifao, esvaziando completamente

o reservatorio.

a) b)

Zona
hidrofébica

Figura 2.4. llustragdo esquematica de valvulas usadas em plataformas centrifugas. a) Valvula capilar, obtida

por uma subita expansao no didmetro do canal, b) Valvula hidrofébica, c) Valvula com sifédo (adaptado de [2]).

Medicdo de volumes

A medicao de volumes pode ser feita através da adigdo de uma valvula no canal de
saida de um reservatdrio e de um canal para escoamento do excesso de liquido numa
posicao radial mais interna do disco. O volume que fica definido entre os dois canais

permite que se obtenha uma medig&o controlada de volumes [7].

Excesso de
volume
re -
NN Escoamento
de residuos
Volume
medido
‘ ( )— Saida
T ==
Valvula
r Volume
residual

Figura 2.5. Reservatério para medicdo de volumes constituido por um canal de escoamento do excesso do
liguido numa posigéo radial mais interna do disco (r<), e por uma valvula que blogueia o canal de saida.
Enquanto a valvula estiver a bloquear o canal de saida em r>, o canal é fechado e o excesso do liquido
transborda através do canal de escoamento de residuos. Apos a superficie do liquido baixar até r<, a valvula
é aberta e é definido o volume ( Ar =r > —r <). Pode-se utilizar uma valvula hidrofébica (Figura 2.4.b) ou

baseada num canal de sifao hidrofilico (Figura 2.4.c) (adaptado de [6]).
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Mistura de volumes

Diferentes regimes de mistura de volumes tém sido propostos em plataforma
centrifuga [8], [9]. Considerando-se a mistura de fluxos de liquidos dentro de um canal
radial em rotacdo, a forga de Coriolis que estd dirigida perpendicularmente,

automaticamente ira gerar o fluxo transversal do liquido.

Separacdao

Através da aplicagdo do campo gravitico artificial, elementos de diferentes
densidades podem ser facilmente separados através do processo da sedimentagao,
mecanismo que esta na base da aplicagdo desenvolvida no trabalho apresentado na
tese.

Alguns tipos de estruturas foram demonstrados e implementados, com vista a

separar os componentes celulares do plasma [10].

2.1.4 Aplicacdes em “Lab-on-a-disk”

Diversas aplicagdes nas areas das ciéncias biolégicas e de vida e diagndstico in
vitro foram demonstradas em plataformas centrifugas. Estas plataformas focam-se
principalmente em testes de quimica geral e imunoensaios, usando técnicas de detecgcao
como a absorcao, aglutinagdo ou fluorescéncia. Também a preparacdo de amostras de
proteina para posterior andlise ja esta a ser comercializada. Testes de acidos nucleicos
tém sido realizados em plataforma centrifuga de disco, incluindo etapas como, lise celular

[11], extracgdo de DNA e reacgao da cadeia de polimerase (PCR) [12].

O trabalho aqui apresentado incide sobre testes clinicos ao sangue, nomeadamente
a determinagdo de dois pardmetros hematoldgicos, a velocidade de sedimentagao
eritrocitaria (VSE) e o hematdcrito (Htc) em plataforma centrifuga de microfluidos.

As tecnologias centrifugas também provaram a capacidade de integracdo de
protocolos para ensaios de sangue. Estes testes incluem a determinagdo do grupo
sanguineo, determinagdo do nivel de alcool no sangue [13], separacdo do plasma do

sangue total através da centrifugacao [10].

A Figura 2.6 ilustra a estrutura de separagao do plasma do sangue total [10].
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rotagdo T—g sy
entrada ar e

plasma

canal de pellet _

transbordo ~ valvula celular
camara de canal de camara de
medicdo drenagem decantagdo

Figura 2.6. Esquema ilustrativo do fluxo de uma estrutura de decantagao para a separagédo do plasma do
sangue total. A amostra de sangue flui da cAmara de medicdo através do canal de drenagem para a cAmara
de decantacéo, onde é feita a separacéo final. Na cAmara de decantacao o plasma purificado transborda para
um reservatério de separagdo, enquanto o pellet celular continua no fundo da cdmara de decantagéo
(adaptado de [10]).

A determinacdo do hematécrito foi igualmente desenvolvida e implementada em
disco (Figura 2.7) [14], [15]. Riegger e o seu grupo introduziram um novo teste de
hematdcrito, que demora cerca de 5 minutos, requer uma amostra de sangue total de 5 a

20 pL e possui uma boa linearidade (R?= 0.995).

(@)~

-
Htc

Figura 2.7. Determinacdo do hematdcrito em plataforma centrifuga. (a) Apds a sedimentagéo, o hematdcrito
pode ser determinado através da leitura do resultado na escala impressa ao longo do canal. (b) Este teste

pode ser executado numa drive de CD-ROM standard (adaptado de [14]).

O trabalho aqui apresentado pretende desenvolver um novo conceito de “Lab-on-a-
disk”, porque para além de determinar o Htc, também determina a VSE, que nao existe
implementada em disco. Devido ao disco estar sujeito a um movimento rotacional e sob a
accao da forga centrifuga, € possivel acelerar facilmente os processos de sedimentagao
envolvidos nos dois parametros hematolégicos que se pretendem determinar. O teste tem
inumeras vantagens em relagdo ao teste tradicional, porque utiliza um volume pequeno
de amostra de sangue total (2 uL), € um tempo de teste de apenas 5-10 minutos, em vez
dos tradicionais 60 minutos. Visa ainda diminuir os custos de teste e o risco de exposicéo

a material potencialmente infeccioso.

10
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2.2 Amostra: Sangue Total

O sangue é uma suspensao de células no plasma. O plasma é composto por agua
e por proteinas dissolvidas (Tabela 2.1). As células sanguineas sao constituidas por
eritrocitos (globulos vermelhos), leucocitos (glébulos brancos) e trombdcitos (plaquetas).

A principal fungdo de um eritrocito é transportar oxigénio e didéxido de carbono. A

Figura 2.8 mostra a forma e dimensdes tipicas dos eritrocitos.

-

Figura 2.8. Eritrécitos saudaveis com forma discoide. A vista lateral mostra que os eritrocitos tém uma forma

2 um

\\__-J

Vista lateral

Vista superior

bicdncava discoide. A vista superior mostra que os eritrécitos s&o circulares.

O gloébulo branco é uma célula esférica com um diametro médio de 6-8 pm.

As plaquetas tém uma forma discéide redonda ou oval com uma dimensdo maxima
de 2 ym, sendo mais pequenas do que os outros tipos de células.

Os eritrocitos constituem a maior fraccdo de volume dos componentes celulares,

como se pode observar na Tabela 2.1.

Tabela 2.1. Constituicdo do sangue e suas fracgdes volumicas.

Constituintes Fracgdes Volumicas (%)
Plasma 45-65
Agua 90.2-92.2
Electrdlitos ~ 1
Proteinas 6-8
Albumina
Globulina
Fibrinogéno
Outros ~ 1
Glucose
Enzimas
Hormonas
Vitaminas
Constituintes celulares 35-59
Eritrocitos 929
Leucdcitos 0.5
Trombdécitos 0.5

11
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O plasma sanguineo é constituido por agua, electrélitos e proteinas. O sangue
pode ser modelado como uma suspensao onde uma fraccdo de particulas comeca a
sedimentar por ac¢do do campo gravitico, pois a sua densidade de massa é maior que a
densidade de massa do plasma (ppiasma = 1027 Kg/m? < peritrscitos = 1060 Kg/m?).

O processo de sedimentacdo de sangue num tubo fechado, pode ser acelerado
através da aplicagdo de um campo gravitico artificial, gerado pela forga centrifuga (F,))

(Figura 2.9).

Centrifugagao

Shm

Plasma

Interface —— % Viotal

N / Ve

Tubo com fundo - .
fechado

Figura 2.9. Sedimentacdo dos constituintes celulares do sangue acelerada por centrifugagéo. O processo
termina quando a interface entre o plasma e as células, que s&o principalmente eritrocitos (RBC), ja nédo

avanga mais e atinge o hematdcrito.

A sedimentagdo da amostra de sangue é uma das mais importantes etapas do
processamento em diagndsticos médicos, e a determinacdo do hematécrito e da

velocidade de sedimentacgéao eritrocitaria depende dela.

12
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2.3 Velocidade de Sedimentacéao Eritrocitaria

O teste da Velocidade de Sedimentagdo Eritrocitaria (VSE) € um teste de
laboratério simples e acessivel, de baixo custo e dos mais antigos ainda em uso
actualmente. E um teste ndo especifico, porém util como teste de triagem, quando altas
concentracoes de proteinas da fase aguda estao presentes [16].

E utilizado mundialmente em medicina para avaliar condicdes associadas &
inflamacdo aguda e crénica, incluindo infecgdes, neoplasias e doengas auto-imunes.
Actualmente, mesmo com a disponibilidade de exames complementares mais
sofisticados, o teste da VSE continua a ser solicitado com muita frequéncia pelos
reumatologistas, que o utilizam no diagnéstico e no acompanhamento clinico de doencas
como a artrite reumatoéide [17].

Em 1897, Edmund Biernacki, referiu pela primeira vez que o aumento da VSE em
individuos doentes esta relacionado com a presenca do fibrinogénio. Em 1918, Robin
Fahraeus promoveu o trabalho de Biernacki. A sua motivagao inicial para estudar a VSE
foi na gravidez, mas o seu interesse expandiu-se para o estudo da VSE em estados
patolégicos. Em 1921, Alf Westergren, melhorou a técnica e relatou a sua utilidade na
determinagdo do progndstico em pacientes com tuberculose. Uma variacdo desta
metodologia foi publicada por Wintrobe em 1935. Em 1973, o “International Council for
Standardization in Haematology” (ICSH) recomendou a adopg¢ao do método de
Westergren como método padrdo e de escolha em todo o mundo [18]. Este método ira

ser descrito na secgao 2.3.4 deste capitulo.

2.3.1 Principio do teste e factores envolvidos

Quando uma amostra de sangue é colocada num tubo vertical em repouso, os
eritrocitos tendem a descer, devido a forca gravitica. O teste mede a distancia em
milimetros que os eritrécitos percorrem num determinado tempo, hoje padronizado em 60
minutos [16], [19].

Os eritrécitos sedimentam para o fundo do tubo lentamente, devido a duas forgas
que retardam o processo de sedimentacéao [20]:

1) Os eritrocitos repelem-se uns aos outros devido as cargas negativas
presentes nas suas superficies (potencial zeta);

2) Em condi¢bes normais, a razao entre a area de superficie e o volume de um

eritrocito é grande, o que faz com que estes resistam a sedimentagao.
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A taxa de queda de eritrécitos numa coluna de sangue é também influenciada pela
sua agregacao. Os trés principais factores associados a este fendmeno sdo a energia
livre da superficie, a carga da superficie dos eritrocitos e a constante dieléctrica do meio
que envolve as células em suspensao [21].

A energia livre da superficie dos eritrécitos, resultante do fendmeno de tensao
superficial, actua como for¢a de atracgao devido as forcas de Van der Waals envolvidas.
A carga a superficie dos eritrocitos € negativa, actuando como forga repulsiva entre os
mesmos. A constante dieléctrica do meio depende da concentracdo e simetria das
proteinas plasmaticas, aumentando com a sua assimetria [21].

A densidade de carga nas superficies dos eritrocitos, caracterizada pelo potencial
zeta, determina a intensidade da repulsao electrostatica entre os mesmos (Figura 2.10
a)), sendo que a sua associagcdo com proteinas plasmaticas positivamente carregadas ira
provocar a diminuigdo deste potencial e assim facilitar a formacao de agregados celulares
(Figura 2.10 b)) - rouleaux [21]. A VSE é proporcional a quantidade e dimensao dos
rouleaux, sendo que a presenga destes agregados ira provocar um decréscimo da razao

entre a area de superficie e o volume, acelerando assim o processo de sedimentacao.

Dupla camada eléctrica que b .n‘
(a) contém o potencial zeta ( ) " o
--\
Eritrécitos

Camada positivamente \
' carregada (proteinas) / Roleaux

Particula negativamente
carregada (eritrocito)

Figura 2.10. (a) Representagdo esquematica da agregagao de proteinas (cargas positivas) ao eritrécito
(carga negativa). O potencial zeta presente na dupla camada eléctrica determina a intensidade da repulsao

electrostatica entre eritrécitos. (b) llustracéo de eritrocitos e agregados de eritrocitos (rouleaux).

A presenca destas proteinas de alto peso molecular no plasma, principalmente
quando tém carga global positiva, aumenta a viscosidade e favorece a formag&o de
rouleaux, fazendo aumentar a VSE. Algumas dessas proteinas sdo o fibrinogénio e as
globulinas, sendo o fibrinogénio o agente da fase aguda mais abundante e o que tem
maior efeito no aumento da VSE. Assim, qualquer condicdo que faga aumentar o
fibrinogénio, como por exemplo, gravidez, diabetes mellitus, fase final da insuficiéncia
renal, doencgas cardiacas, doengas do colagénio, neoplasias, pode aumentar a VSE [19],
[20], [22].

A anemia e a macrocitose também aumentam a VSE. Na anemia, como o valor do

hematocrito € baixo existem mais espacos livres entre os eritrocitos, facilitando a
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sedimentacdo mais rapida dos agregados. Uma diminui¢gdo entre a razdo da area de
superficie e o volume dos eritrocitos, como acontece na macrocitose, faz igualmente com
que as células sedimentem mais rapido [23].

Uma diminuicao na VSE esta associada a uma série de doengas do sangue em que
os glébulos vermelhos possuem uma alteragdo no tamanho e na forma. A VSE pode ser
diminuida através de condicbes que interferem com a formagdo dos rouleaux ou
condicbes que fagam aumentar a razdo entre a area de superficie e o volume. A
formacado de rouleaux é prejudicada pela esferocitose, pela doenca falciforme, pela
microcitose, pela policitemia, pela variagcdo no tamanho dos eritrécitos (anisocitose), e por
algumas drogas. Um aumento extremo de células brancas no sangue, como acontece na
leucocitose extrema, faz diminuir a VSE.

Factores técnicos e mecanicos podem afectar negativamente o resultado do teste.
Temperaturas demasiado altas ou baixas podem levar a um aumento ou decréscimo nos
resultados da VSE. A temperatura recomendada é entre 18 e 25°C [17], [19].

Uma diluicdo impropria do sangue pode alterar o resultado [17], [19]. Se a
concentracao do anticoagulante for maior que a recomendada, o resultado da VSE ira ser
mais elevado.

A amostra deve ser bem misturada antes de ser usada, e deve ser guardada a 4°C
até um periodo de 24 horas.

Algumas causas que podem aumentar ou diminuir a VSE estdo resumidas na
Tabela 2.2. [17], [20], [22].

Tabela 2.2. Factores que podem afectar a Velocidade de Sedimentagéao Eritrocitaria (VSE).

Categoria Factores que aumentam a Factores que diminuem a

VSE VSE

Recém-nascido
Diminuicao dos niveis de

Idade avangada
Sexo feminino

Gravidez fibrinogénio
Elevagao dos niveis de
fibrinogénio
Infecgéo
Inflamagéao
Malignidade
Anomalias nos Anemia Esferocitose
eritécitos Macrocitose Microcitose
Acantocitose
Talassemia
Policitemia
Talassemia
Anomalias nos Leucemia Leucocitose extrema
leucdcitos
Factores Diluigao Diluigao
técnicos Aumento da temperatura Diminuigao da temperatura

Tubo inclinado

Coagulagéo da amostra
Mistura inadequada
Bolhas na coluna
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A dindmica do processo de sedimentacdo de eritrocitos apresenta trés fases

distintas: agregacgao, sedimentacao e empacotamento [19].

12 Fase - Agregacdo: Ocorre durante os primeiros 5 a 10 minutos da reaccéo e
reflecte o periodo em que os eritrécitos formam os agregados. Nesta fase ocorre pouca
sedimentacao e durante este periodo nao foi estabelecida qualquer correlagdo com um
estado de doenca. No entanto, o grau de células agregadas vai determinar a taxa de
sedimentacao durante a segunda fase.

22 Fase - Sedimentacdo: Nesta fase ocorre a maior parte da sedimentacdo dos
eritrocitos. A sedimentacao € linear durante a maior parte desta fase e nela é atingida a
velocidade maxima de sedimentagao.

32 Fase - Empacotamento: A medida que a sedimentag&o ocorre a densidade de
eritrocitos aumenta no fundo do tubo, com diminuicdo do espaco entre eles.
Consequentemente o espaco para progressao diminui e as forgas de repulsdo entre
eritrocitos ganham relevo com influéncia na diminuicdo da velocidade de sedimentacao.
Esta ¢ a fase do empacotamento, onde o sangue se divide em camadas distintas:
eritrécitos, leucocitos e plasma.

Se a sedimentacio da interface entre o plasma e os eritrocitos for desenhada em

funcao do tempo é obtida uma curva sigmoidal, como mostra a Figura 2.11.

3)

2)

Sedimentacio

0 Minutos 60

Figura 2.11. Esbogo de uma curva tipica de VSE em fung¢ao do tempo. A reaccéo pode ser dividida em trés
fases: 1) Agregacgéao, 2) Sedimentagéo, 3) Empacotamento.

O tamanho dos agregados formados na fase de agregagcdo é critico para o
resultado da sedimentagdo. As taxas de agregacido e sedimentacdo sdo manifestacdes
da instabilidade do sangue em suspensao, que é resultado do efeito reciproco entre a
superficie da membrana do eritrécito e as proteinas de fase aguda do plasma. Por um

lado, essas proteinas tém alta afinidade com as glicoproteinas de membrana eritrocitaria,
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mas por outro, tém um tamanho molecular suficiente para formar pontes entre os

eritrocitos [19].

2.3.2 Relevancia clinica

O teste da VSE é um indicador nao especifico de inflamagao e necrose, infecgoes
agudas e cronicas, tumores, doencas degenerativas e doencas auto-imunes. E nao
especifico, porque pode ajudar a detectar a existéncia de uma doenga, mas nao a sua
gravidade.

A VSE é util no diagnéstico de doencas inflamatérias especificas, como a arterite
temporal e a polimialgia reumatica. Uma VSE elevada é um dos resultados principais do
teste utilizado para apoiar o diagnostico. Este teste também é usado para monitorizar a
actividade da doenga e a resposta a terapia em ambas as doencgas.

Uma VSE moderadamente elevada ocorre quando existe inflamag&o, mas também
com anemia, infeccdo, gravidez e com o avancar da idade. Uma VSE marcadamente
elevada tem geralmente uma causa 6bvia, como um aumento acentuado de globulinas,
que pode ser devido a uma infecgdo grave ou a uma inflamacg&o. Outras condigdes que
podem produzir uma elevacao acentuada de VSE incluem: a artrite reumatéide, uma
doenga auto-imune que causa uma grave inflamagédo nas articulagdes; o mieloma
multiplo e a macroglobulinemia de Waldenstrom (tumores que produzem grandes
quantidades de imunoglobulinas).

Uma VSE baixa pode ser detectada devido a uma policitemia (presenga de muitos
eritrocitos) ou a uma leucocitose extrema (presenca de muitos leucocitos).

A VSE pode fornecer informagbes valiosas para o rastreio, diagnostico e

monitorizac&o da actividade da doenga ou resposta terapéutica [17], [20], [23], [22].

Rastreio

Pacientes assintomaticos: Embora o teste da VSE tenha sido utilizado no passado

como um teste de rastreio geral, os ensaios clinicos ndo demonstraram qualquer valor de
VSE para triagem de individuos assintomaticos. Nestes casos, a histéria completa do
paciente e um exame fisico € a melhor opg¢éo.

Sintomas n&o especificos: Uma VSE elevada na presenca de sintomas nao

especificos pode ajudar a justificar ou a fazer uma avaliagcdo mais directa, porque
elevacbes moderadas na VSE sdo comuns em infecgbes, doengas inflamatérias e

neoplasias. No entanto, uma VSE normal ndo exclui a presenga de uma doencga.
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Diagnéstico

Arterite temporal: E uma doenca inflamatéria dos vasos sanguineos, que afecta
principalmente a artéria temporal. Se o tratamento nao for instituido em algumas horas,
existe um alto risco de trombose da artéria oftalmica, levando a cegueira. O diagndstico
definitivo é feito através de uma bidpsia temporal da artéria, mas este exame geralmente
nao pode ser executado com a rapidez suficiente para orientar a terapia inicial. Em
pacientes com arterite temporal, a VSE média & superior a 90 mm/h (método de
Westergren) e excede os 30 mm/h em 99% dos casos.

Polimialgia Reumatica: Manifesta-se através de dores musculares difusas,

nomeadamente no pescogo, ombros, ancas e regido lombar. O diagnéstico clinico para a
polimialgia reumatica so6 é feito apds a exclusédo de outras doengas reumaticas, vasculites
sistémicas, neoplasias, e infecgdes cronicas.

Outras doencas inflamatérias: A VSE ¢ utilizada no departamento de emergéncia,

para ajudar na avaliagdo de suspeita de apendicite, doenca pélvica inflamatdria, artrite

séptica e outras doencgas inflamatorias.

Monitorizacéo

Arterite Temporal e Polimialgia Reumatica: A VSE é geralmente muito elevada

nestes pacientes. Uma diminuigdo significativa da VSE, em combinagcdo com uma
melhoria do quadro clinico, € indicativa de uma boa resposta terapéutica. A continuagao
de uma VSE elevada, mesmo com uma melhoria nos sintomas, sugere uma ma resposta
a terapia.

Neoplasias: Uma VSE elevada pode ter uma correlagdo com um progndéstico ndo
especifico de varios tipos de cancro, incluindo a Doenga de Hodgkin, o carcinoma
gastrico, o carcinoma de células renais, a leucemia linfocitica crénica, o cancro de mama,
0 cancro colo-rectal e da prostata. Em pacientes com tumores sélidos, uma VSE superior
a 100 mm/h normalmente indica doenga metastatica. Mas para a maioria dos tumores
este progndstico ndo especifico tem de ser complementado com testes de diagndstico

mais precisos.
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2.3.3 Valores de referéncia

O intervalo de referéncia utilizado para o teste da VSE deve ser estabelecido pelo
laboratério que realiza o teste. As mulheres tendem a ter valores de VSE mais elevados,
assim como os idosos. Por razées desconhecidas, em pessoas obesas também foi
notado um ligeiro aumento da VSE [17].

Na Tabela 2.3 estio indicados os valores de referéncia da VSE para o método de

Westergren [24].

Tabela 2.3. Intervalos de referéncia da VSE para o método de Westergren em adultos saudaveis (adaptado
de [24]).

Adultos (Método de Intervalo de
Westergren) referéncia (mm/h)
Idade < 50 anos

Homem 0 aos 15

Mulher 0 aos 20
Idade < 50 anos

Homem 0 aos 20

Mulher 0 aos 30

2.3.4 Estado da Arte

Ao longo dos ultimos anos foram introduzidas inovagdes técnicas e dispositivos
semiautomaticos que visam eliminar ou diminuir o risco de exposi¢do a material
potencialmente infeccioso, como o sangue. Estes novos procedimentos sdo considerados
menos perigosos [19], [25].

Muitos métodos estdo comercialmente disponiveis para a realizacdo do teste da
VSE. A maioria dos testes sio feitos através das técnicas padrdo de Westergren ou

Wintrobe, enquanto outros sio realizados por métodos alternativos.

Métodos padréo

Método de Westergren: é o método mais utilizado hoje em dia. O método requer a

colheita de 2 mL de sangue venoso para um tubo com 0.5 mL de citrato de sédio. O
sangue anticoagulado com EDTA é diluido na proporgédo de uma parte de citrato de sédio
ou solucédo de cloreto de sddio para quatro partes de sangue, e colocado numa coluna de
200 mm de comprimento com um didmetro interno nao inferior a 2,55 mm [26]. O tubo

utilizado é de plastico ou de vidro, transparente, circular e € operado na posicéo vertical,
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a uma temperatura entre os 18 e 25°C [19]. O resultado da VSE é medido através da
distancia que as células sedimentaram ao fim de uma hora, em unidades de mm/h [21].

Algumas vantagens do método de Westergren modificado incluem:

1) Conveniéncia na utilizacdo de sangue com EDTA, pois preserva as
caracteristicas morfolégicas das células, aumentando a sua estabilidade, e evitando a
coagulacao do sangue.

2) VSE elevadas podem ser detectadas devido a altura da coluna;

3) Este método é recomendado pelo ICSH [16] e pelo NCCLS [19].

Método de Wintrobe: é realizado de uma forma similar ao método de Westergren,

excepto nas dimensdes da coluna, pois utiliza um tubo com 100 mm de comprimento, no
volume de sangue venoso utilizado (1 mL) [21], [27], e no tipo de anticoagulante usado
(oxalato de potassio) [23]. A diferenca para o método de Westergren é o comprimento da
coluna de sangue, pois resto do procedimento € comum aos dois métodos, incluindo o
tempo de teste de uma hora. A coluna mais curta torna este método menos sensivel que
o método de Westergren, pois VSE elevadas s&o dificeis de detectar. O intervalo de
referéncia para o método de Wintrobe (Homens: 0-6.5 mm/h; Mulheres: 0-16 mm/h) [22] é

menor do que para o método Westergren.

Métodos de teste alternativos

A evolucédo do teste de VSE para outros métodos alternativos foi impulsionada
principalmente por duas limitagdes dos métodos padréo:
1) Longo tempo de analise (60 minutos);

2) Volumes de amostra relativamente grandes (1 a 2 mL).

“Zeta Sedimentation Ratio” (ZSR): Este método utiliza um dispositivo centrifugo

(Zetafuge) que faz girar os tubos capilares, acelerando a formacgédo dos agregados € a
sedimentacao dos eritrocitos. Pode ser concluido em poucos minutos, requer 100 pyL de
sangue, ndo é afectado pela anemia, e correlaciona-se razoavelmente com o método de
Westergren quando os valores de VSE sdo moderadamente elevados [28]. As suas
desvantagens sdo a necessidade de equipamentos especiais e origina resultados

ligeiramente elevados, em comparagcdo com o método de Westergren.

VES-matic: Utiliza 1 mL de sangue venoso com anticoagulante (citrato de sédio). O

tubo é colocado numa posigdo com um angulo de 18° em relagéo a posigéo vertical para
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acelerar a sedimentacao. O resultado é determinado apds 20 minutos [29]. Os resultados
do VES-matic correlacionam-se bem com os resultados do método de Westergren e

oferecem vantagens, como a diminui¢cao do tempo de teste.

Micro-ESR: A base deste método é a reducdo do volume de amostra necessario.
Utiliza uma coluna com um diametro interno de apenas 1 mm em vez dos 2,5 mm. Um
dos métodos de Micro-ESR usa uma coluna de 230 mm de comprimento, enquanto outro
usa uma coluna de 75 mm [30]. Ambos os meétodos sdo direccionados para uso

pediatrico, onde € desejavel a redugdo dos volumes da amostra.
Novos métodos estdo a ser continuamente introduzidos, sendo que o objectivo

principal é reduzir o tempo de teste, a simplificacdo do procedimento de ensaio e a

reducéo dos volumes de amostra [31].
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2.4 Hematdcrito

O hematdcrito (Htc) € um dos marcadores mais importantes no diagnostico médico
e na rotina de exames de sangue, indicando a presenga de certas doengas, como a
anemia e policitemia, bem como de condigbes fisiolégicas graves, como hemorragia e
desidratacao.

O hematécrito define-se como sendo a razao entre o volume dos eritrocitos (Vgpc) ©

o volume total de sangue (Viota1):

Htc = LREC 2.7)

Vtotal

A camada entre os eritrcitos e o plasma representa aproximadamente 1% da
coluna total. E constituida por glébulos brancos e plaquetas e ndo deve fazer parte da
medi¢do do hematdcrito. A unidade do hematdcrito exprime-se em fracgao decimal ou em

percentagem.

2.4.1 Relevancia clinica

Um hematdcrito baixo reflecte um baixo niumero de eritrocitos no sangue e é um
indicador de uma diminuicdo na capacidade de transporte de oxigénio. Exemplos de
condi¢des que possam causar uma diminuigdo do hematdcrito incluem:

e Hemorragia interna ou externa;

¢ Insuficiéncia renal cronica;

e Anemia perniciosa (deficiéncia na vitamina B12);

e Hemolise, associada a reacgdes transfusionais.

Um hematodcrito baixo pode também ser encontrado em doencas auto-imunes e

falhas de medula éssea.

Um hematécrito elevado pode reflectir um aumento no nimero de eritrécitos, ou
uma diminuigdo no volume do plasma, em condi¢gdes como:
o Desidratacédo grave, por exemplo em caso de queimaduras, diarreia ou uso
excessivo de diuréticos;
o Eritrocitose (producao excessiva de eritrécitos);
o Policitemia vera (aumento anormal das células sanguineas);
o Hemocromatose (doenca na qual ocorre depésito de ferro nos tecidos em

virtude do seu excesso no organismo).
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2.4.2 Método de determinacéo

O método de referéncia recomendado pelo “National Committee for Clinical
Laboratory Standards” (NCCLS) para a determinagdo do hematdcrito € o
microhematdécrito [32].

Este método utiliza uma pequena quantidade de sangue total, um tubo capilar e
uma centrifuga. Apés cinco minutos de centrifugagao (10,000-15,0000 g), o hematdcrito
pode ser medido, enquanto os tubos ainda estdo na posi¢do horizontal. Uma coluna
distinta de eritrocitos é visivel numa das extremidades do tubo capilar. Os eritrécitos sdo
seguidos por uma pequena camada turva, constituida por glébulos brancos e plaquetas,
e em seguida pela coluna de plasma (Figura 2.12). A medigdo deve ser realizada dentro

de 10 minutos para evitar a fusdo das camadas [32], [33].

Volume total
de sangue

—— et

== Plasma

100%

.| Gloébulos
brancos

45%
Eritrécitos

Figura 2.12. Tubo capilar utilizado no teste do microhematécrito. E possivel distinguir trés fases na coluna:

plasma, glébulos brancos e plaquetas, eritrocitos. Exemplo da leitura do valor de hematorito (45%).

2.4.3 Valores de referéncia

A Tabela 2.4 mostra os intervalos de referéncia do método do microhematdcrito,

para adultos entre os 20 e os 50 anos.

Tabela 2.4. Valores de referéncia para o teste do hematdcrito [33].

Sexo Valores de
referéncia (%)
Feminino 37 -47
Masculino 40 - 52
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Materiais e Métodos

Este capitulo descreve os métodos de prototipagem que foram usados para fabricar
a estrutura microfluidica para medigdo de VSE e Htc, o desenho (CAD) da estrutura, o
equipamento utilizado para a realizacdo do teste, o procedimento experimental e método
de medicao.

Os substratos utilizados neste trabalho foram o policarbonato (PC) e o polimetil-
metacrilato (PMMA). O PC possui uma densidade entre 1,19 e 1,24 g/cm3, € um
substrato resistente aos alcoois e acidos; ndo € resistente aos hidrocarbonatos, as
cetonas e ao hidréxido de potassio. O PMMA possui uma densidade de 1,19 g/cm®, é
resistente aos acidos, bases, 6leo e petréleo; ndo é resistente aos alcoois, a acetona e a
radiacdo UV [34]. Ambos os substratos sdo transparentes e com acabamentos de

superficie que os tornam compativeis com métodos de detecgao oOptica.

3.1  Técnicas de Prototipagem

Para desenvolver dispositivos microfluidicos € necessario conjugar precisao e
reprodutibilidade da técnica, bem como rapidez na prototipagem das estruturas
microfluidicas.

Neste trabalho foram testadas trés técnicas de prototipagem: ablagdo a laser,
fotolitografia e plotter de corte para cortar dry film. A seguir é descrito o funcionamento de
cada uma das técnicas. No Capitulo 4 sdo apresentados alguns resultados de testes
preliminares feitos para verificar e escolher a melhor técnica para prototipar a estrutura

microfluidica.
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3.1.1 Ablacgéo a Laser

Um método rapido para a prototipagem de estruturas microfluidicas € a ablagao a
laser. Um feixe de luz de alta intensidade é focado no material e a energia concentrada
do feixe evapora o material nesse ponto focal [34].

As estruturas microfluidicas sao criadas através da remocgao de material de um
substrato, neste caso o substrato utilizado foi o polimetil-metacrilato (PMMA), ja que o
acabamento em PC é de fraca qualidade.

Neste trabalho foi utilizado um laser de CO, para gravar as estruturas
microfluidicas. A maquinagao com um laser de CO, é considerado um processo térmico,
pois o material do substrato que se pretende remover evapora directamente por aplicagcao
de calor, através do feixe laser. Quando o substrato é atingido pelo feixe laser, a
temperatura aumenta drasticamente num curto espaco de tempo, levando primeiro a
fusao e posteriormente a evaporacido do material.

Para instruir o sistema laser sobre o que desenhar, foi utilizado um programa de
desenho assistido por computador (CAD), o Autodesk AutoCAD. O laser funciona como
uma impressora, onde os desenhos do CAD sao impressos no substrato de PMMA, o que
torna este processo muito facil e rapido de utilizar.

O equipamento de laser utilizado possui parametros que podem ser directamente
ajustados, tais como a poténcia do foco, a velocidade do feixe e o nimero de passagens
que o feixe faz sobre o material.

Possui dois modos de operagao: o modo vector e o modo raster. No modo vector, o
laser descreve caminhos lineares e € utilizado para gravar canais. Estes caminhos
lineares sao definidos no desenho de CAD como linhas. O modo raster é utilizado para
fazer cavidades e reservatérios. E criada uma area definida no substrato, através do
preenchimento dessa area com varias linhas paralelas.

Neste trabalho, foram maquinados reservatoérios com uma profundidade de 100 uym
para definir a estrutura de sedimentacdo. Foi utilizado o modo raster e os parametros

utilizados para esta profundidade foram uma poténcia de 40% e uma velocidade de 40%.
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3.1.2 Fotolitografia

A fotolitografia € uma técnica que consiste em transferir um padrdo de uma
mascara para uma superficie revestida com um filme fotossensivel (dry film resist (DFR)),
através da exposigao selectiva a luz ultra-violeta (UV), seguida da revelagado das porgdes
do material exposto, dando origem a remoc¢éo do material. A mascara é obtida atraves da
impressdo numa folha de acetato transparente do desenho CAD da estrutura
microfluidica.

Nesta técnica a profundidade das estruturas é definida pela espessura do dry film,
havendo varias espessuras disponiveis (20, 30, 50, 100, 120 uym).

Neste trabalho todas as estruturas feitas por fotolitografia utilizaram um filme
fotossensivel negativo.

No caso do DFR negativo, o filme é exposto a luz UV nos locais onde ndo se
pretende remover o material. A exposi¢ao a luz UV faz com que o filme polimerize nesse
local e seja assim mais dificil de dissolver. Deste modo, o DFR mantém-se na superficie
e a solugao reveladora remove apenas as porgoes de material ndo expostas a luz UV, ou

seja as areas néo polimerizadas.

O processo da fotolitografia realizado consiste nos seguintes passos (Figura 3.1):

1) O DFR é laminado sobre um disco de policarbonato (PC) com espessura
de 0,6 mm. A laminadora utilizada possui dois parametros (temperatura e
velocidade) que podem ser ajustados. Esta laminacdo foi feita a uma
temperatura de 95°C e a velocidade 1;

2) Alinhamento da mascara no disco e posterior exposicao a luz UV durante
15 segundos. O alinhamento da mascara € uma etapa crucial no processo,
por isso a mascara deve ser precisamente alinhada com o disco de PC;

3) Apds a exposicao é realizada a cozedura do DFR a uma temperatura de
85°C durante 5 minutos;

4) A revelacao é feita durante 15 minutos em solucdo aquosa de carbonato
de potassio (0,8%). As partes de DFR que nao foram expostas a luz UV
sdo selectivamente removidas;

5) Uma vez definidas as estruturas fluidicas no disco de PC este é assemblado
com um segundo disco de PC (tampa) que define o volume fechado das
estruturas microfluidicas. Este passo foi completado na laminadora usando
os parametros no passo 1). A tampa de PC contém furos que permitem o

acesso a estrutura microfluidica (para entrada do sangue e fuga do ar).
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Figura 3.1. Esquema de descrigdo do processo de fotolitografia de DFR.
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3.1.3 Dry film cortado na plotter de corte

Este método de prototipagem utiliza uma plotter de corte na qual uma caneta com
uma lamina metalica faz cortes no DFR, de acordo com o desenho CAD da estrutura
microfluidica que é carregado no equipamento. E utilizado o software ROBO Master Pro
para enviar o desenho para a plotter e definir a for¢a e velocidade do corte.

Este método é bastante rapido e simples de utilizar.

O processo consiste nos seguintes passos:

1) Colocar o DFR na plotter de corte e imprimir o desenho CAD desejado. A
plotter faz cortes no DFR segundo pardmetros ajustaveis. Neste caso
foram utilizados para o corte forga 7 e velocidade 1;

2) Remover as zonas cortadas de DFR;

3) O DFR é laminado sobre um disco de policarbonato (PC) de 0,6 mm de
espessura. A laminacao foi feita a uma temperatura de 95°C e a uma
velocidade 1;

4) Uma vez definidas as estruturas fluidicas no disco de PC este é assemblado
com um segundo disco de PC (tampa) que define o volume fechado das
estruturas microfluidicas. Este passo foi completado na laminadora usando
os parametros no passo 3). A tampa de PC contém furos que permitem o

acesso a estrutura microfluidica (para entrada do sangue e fuga do ar).

Nesta técnica a profundidade das estruturas também é definida pela espessura do

dry film, tal como acontece na fotolitografia.
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3.2 Desenho CAD do disco e estrutura microfluidica

O disco e a estrutura microfluidica foram projectados num programa de desenho
assistido por computador (AutoCad).

A estrutura microfluidica é constituida por um reservatério de entrada por onde a
amostra de sangue é colocada, um canal principal onde é efectuada a medi¢do da VSE e
do Htc e um reservatério para a saida do ar (Figura 3.2).

A estrutura tem uma profundidade de 100 um. O canal de medigdo tem 20 mm de

comprimento e 1 mm de largura.

(@)

Reservatério de : . Reservatorio de
entrada do sangue saida de ar

_ Canal de medicéo
da VSE e Htc

20

T
(b) H™

Figura 3.2. (a) Disco microfluidico com as estruturas de medi¢cdo da VSE e do Htc. O disco possui 12
estruturas dispostas radialmente. O disco esta sujeito a um movimento rotacional com uma certa frequéncia
de rotacdo v(t) e sob a acgao da forga centrifuga (l?(,,). (b) A estrutura microfluidica € composta por um

reservatério de entrada do sangue, um canal de medigdo e um reservatorio de saida de ar.
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O funcionamento da estrutura consiste em:

1) Inicialmente a amostra sangue é carregada no reservatério de entrada e o
enchimento é feito por capilaridade. O volume do reservatério de entrada foi definido de
modo a acomodar a totalidade do sangue utilizado no teste, sem que este entre para o
canal de medic&o. Neste passo o disco ainda ndo se encontra em rotacao;

2) Quando o disco inicia a rotacao, o sangue desce por centrifugacao para o
canal de medi¢cdo, com consequente troca entre o sangue e o ar do canal, o qual se

escapa pelo reservatorio do ar.
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3.3 Equipamento e componentes

Os testes foram efectuados no equipamento representado na Figura 3.3.
O equipamento é constituido por 3 principais componentes:
e Motor: modelo cool muscle 2 e permite velocidades de rotagdo até 8000
RPM (aproximadamente 133 Hz).
e Illuminacdo: pode ser livremente posicionada para optimizar as condi¢des
de exposigao.
e Camera: os videos das experiéncias foram obtidos por uma camera CCD
monocromatica da Unibrain (modelo 501b) com resolugdo VGA (640x480).
A velocidade de “shutter” da camera é de 1 microsegundo e a taxa de
aquisicdo maxima de frames é de 86 FPS. A aquisicdo de imagens é

definida por um sinal externo de trigger enviado pelo motor para a camera.

Os testes sdo controlados por computador com um software que permite enviar
para o motor comandos que definem a frequéncia e aceleracdo desejadas. Outro
software permite observar e gravar em video o que esta a acontecer na experiéncia em

tempo real.

Figura 3.3. Equipamento utilizado para o teste. (A) Camera (lente com zoom), (B) lluminagéo, (C) Motor, (D)

Disco protoétipo.
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3.4 Procedimento experimental

O disco foi testado com dois tipos de amostra de sangue. Nos testes preliminares
foi utilizado sangue capilar, retirado através de uma picada no dedo com uma lanceta.
Nos testes finais, onde € comparado o método tradicional de Westergren com o método
em disco, foi usado sangue capilar e sangue venoso com anticoagulante (K;EDTA).

A seguir é descrito o procedimento experimental (Figura 3.4).

A amostra de sangue de 2 uL é carregada para o reservatorio de entrada da
estrutura. O disco é posto a rodar a uma frequéncia de 60 Hz e a uma aceleragao de 5
Kpps? durante 5 segundos. Este primeiro passo faz com que o sangue passe de uma
forma rapida e turbulenta para o canal principal, onde vai ser medida a VSE e o Htc
(Figura 3.4 (1)).

Apos essa passagem, o disco é desacelerado a 5 Kpps? para a frequéncia de 20
Hz. Esta velocidade é mantida durante 240 segundos e € observada a sedimentagéo das
células no plasma (Figura 3.4 (2)).

Apds o passo da sedimentagao, o disco é acelerado a 5 Kpps2 para a frequéncia
de 100 Hz, a qual é mantida durante 180 segundos. Durante este periodo a
sedimentacdo dos eritrocitos € completada e a interface entre as células e o plasma
atinge uma posigao radial estacionaria com definicdo da fase eritrocitaria e plasmatica,

possibilitando a medi¢cado do hematdcrito (Figura 3.4 (3)).
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Figura 3.4. Protocolo de rotagéo utilizado para medir a VSE e o Htc. (1) O disco é posto a rodar a 60 Hz para
que o sangue passe do reservatério de entrada para o canal principal da estrutura onde vai ser medida a VSE
e o Htc. (2) Medigao da VSE a uma frequéncia de 20 Hz. (3) Ap6s a medi¢ao da VSE, o disco é posto a rodar
a uma frequéncia de 100 Hz para a medigao do Htc.

O protocolo de rotacao (Figura 3.4) foi definido empiricamente com base em testes
realizados para diferentes aceleragdes, frequéncias e tempos de rotagdo. O disco foi

rodado a varias aceleracdes (5, 10 e 15 Kpps?), sendo que a aceleracdo mais baixa foi a
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escolhida pois foi aquela em que houve menos separagao das células do sangue nos
primeiros segundos, quando o sangue ainda esta a passar do canal de entrada para o de
medi¢do. Para essa passagem inicial foram testadas duas frequéncias angulares (50 e 60
Hz). A de 60 Hz foi a escolhida, para o processo ser o mais rapido e menos turbulento
possivel. A frequéncia utilizada para a medi¢cdo da VSE foi 20 Hz, pois foi a frequéncia
minima em que a interface das células com o plasma ficava bem definida durante a
sedimentacdo sem que ficassem células na fase do plasma. Nao foram escolhidas
frequéncias mais altas, para ndo acelerar demasiado o processo de sedimentagdo, com
risco de perda de informacgdo, a qual podera ser relevante para medir a VSE nos
primeiros segundos. Para a medig¢ao do Htc foram testadas trés frequéncias (80, 90 e 100
Hz). A escolhida foi a de 100 Hz, pois foi aquela em que se obteve mais compactacao
das células, possivelmente devido ao plasma ter mais facilidade em se libertar do fundo
do reservatorio e migrar para a fase plasmatica.

Foram testados dois tipos de profundidades da estrutura (50 e 100 pm), sendo a
escolhida a de 100 um, pois foi aquela em o processo de sedimentagdo foi menos

turbulento e se efectuou de uma forma mais homogénea e reprodutivel.

A Figura 3.5 mostra as fotografias retiradas dos videos ao longo do procedimento
experimental.

O sangue é colocado com uma pipeta no reservatério de entrada da estrutura
microfluidica (Figura 3.5 (1)). Nesta fase o disco encontra-se parado.

Na Figura 3.5 (2) o disco esta em rotagcdo com uma velocidade angular de 60 Hz.
Esta passagem para o canal de medigdo tem de ser o mais rapido possivel, para evitar
que as células comecem a sedimentar.

Na Figura 3.5 (3) ¢é visivel a sedimentagao das células no plasma a uma frequéncia
de 20 Hz. A interface vai descendo ao longo do canal e encontra-se bem definida.

Quando a interface entre as células e o plasma estabiliza, € medido o hematécrito
(Figura 3.5 (4)).

34



Materiais e Métodos

e“m

&

Figura 3.5. Fotografias dos diferentes passos do procedimento experimental para a medigdo da VSE e do

Htc. A sedimentagdo esta sob a acgéo da forga centrifuga (F,,). 1) A amostra de sangue de 2 pL é carregada
para o reservatorio de entrada da estrutura. 2) O disco roda a uma frequéncia de 60 Hz para a amostra
passar para o canal onde vai ser efectuada a medi¢cdo da VSE e do Htc. 3) Sedimentacdo das células no

plasma a uma frequéncia de 20 Hz. 4) Apos a sedimentagéo, o Htc pode ser determinado.

3.5 Método de medicédo

Para a medig¢do da VSE e do Htc foram gravados videos das experiéncias para se
analisar o que estava a acontecer ao longo do protocolo de rotagdo. De cada video foram
retiradas imagens com intervalos de tempo definidos entre cada uma delas. Essas
imagens foram posteriormente analisadas num programa de processamento de imagem
(Imaged).

Antes dessa analise, cada uma das estruturas microfluidicas foi caracterizada
através da medicdo das dimensdes do canal ao microscopio, para depois se calcular o
factor de conversao de escala de pm (medida no micrémetro do microscopio) para pixéis
(medida no ImageJ).

Para medir a VSE foi necessario determinar a posigao radial da interface do plasma
com os eritrécitos para cada uma das imagens ao longo dos 240 segundos. Registada
essa posicao para as varias imagens obtidas em video, é possivel construir a curva de
sedimentacéo.

Quando a interface entre as células e o plasma estabiliza e as células atingem o
estado de compactacdo maximo, o Htic pode ser determinado. Para medir o Htc
procedeu-se a analise apenas de uma imagem, e nela foram retiradas as medidas do
menisco do plasma e da interface do plasma com os eritrocitos (Figura 3.6). O Htc é
determinado pela razdo entre a altura das células e a altura total da coluna. Foram
consideradas as alturas e nao os volumes, pois as profundidades e larguras dos canais

sdo mantidas ao longo do canal de medicéo.
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Menisco do plasma 15.875
6.131
15.875
Interface do plasma 6.131 Htc = 38.6%
com os eritrocitos
Fundo do canal de 0

medigao

Figura 3.6. Fotografia do canal de medicao da VSE e do Htc apds a sedimentagdo das células. Pode-se
observar o menisco do plasma, a interface entre o plasma e os eritrécitos e o fundo do canal. Nesta fase a
interface do plasma com as células esta estabilizada, sendo atingido o estado de compactagdo maximo. O

Htc pode ser determinado (exemplo: 6.131 /15.875 — Hic = 38.6 % ).
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Resultados

Neste capitulo sdo descritos os principais resultados obtidos nas experiéncias
realizadas, nomeadamente experiéncias preliminares importantes para controlar e medir
o processo de sedimentagdo, o qual depende da técnica de prototipagem utilizada, da
profundidade das estruturas fluidicas, do protocolo de rotagcédo e da intensidade da forga
centrifuga na determinagdo do hematdcrito. Os testes finais incluem a comparagéo entre
sangue capilar e sangue venoso com anticoagulante, a determinagéo da VSE e Htc em

disco e comparagéo com a técnica convencional.

4.1 Caracterizacado da curva de sedimentacéao

Nas experiéncias realizadas observou-se que, apds uma fase inicial nao linear, a
posicao da interface entre os eritrécitos e o plasma desce ao longo do reservatério de
medicdo de forma linear durante a sedimentagdo, seguindo-se um regime de
sedimentacio nao linear.

A Figura 4.1. a) representa uma curva tipica de sedimentacdo, onde se podem
observar trés regides distintas: uma fase inicial, onde os eritrécitos se agregam formando
rouleaux, uma fase linear de sedimentacao, onde a interface do plasma com os eritrécitos
desce rapidamente e uma fase de conclusdo do processo de sedimentacdo e
compactacdo completa das células, onde a descida da interface das células estabiliza.
Na Figura 4.1. b) esta representado um exemplo de uma curva de sedimentag&o obtida
experimentalmente, onde é possivel observar uma primeira fase de agregagao, uma fase
linear de sedimentacdo e por ultimo uma fase de sedimentacido néo linear. Esta curva

exibe o comportamento semelhante a uma curva tipica de sedimentacgao.
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Figura 4.1. a) llustracdo do perfil da curva tipica (padrao) do processo de sedimentagdo. As regibes
representadas correspondem: | — inicio do processo de sedimentagéo (agregacédo); Il — sedimentagéo; Ill —
fim do processo de sedimentagdo (compactagdo). b) Exemplo de uma curva de sedimentagdo obtida nas
experiéncias. A curva foi construida a partir de varias posi¢cdes da interface dos eritrécitos com o plasma

durante a centrifugacdo da amostra de sangue ao longo do tempo.

A curva de sedimentagdo do sangue pode ser ajustada a partir de uma regressao
nao linear de modo a obter-se uma expressdo analitica que permita reproduzir no
intervalo de medigdo, a posicdo do menisco dos eritrécitos. Para o caso foi utilizada a
funcao Logistica,

. (41-4y)

= Wreoxom T 42 (4.1)

onde y representa o valor de sedimentagdo em milimetros e x o tempo em segundos. A
sedimentacao refere-se ha variagdo da posigcédo entre o menisco das células e 0 menisco

do plasma (A1 = 7cgiuias — Tpiasma), QU COrresponde a altura que as células desceram na

coluna. A4, A,, xy, p S80 parametros de ajuste.

Na Figura 4.2 os pontos correspondem a curva de sedimentagao experimental e a

linha vermelha corresponde ao ajuste feito a curva experimental.
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Figura 4.2. Comparagédo entre a curva de sedimentagédo experimental e a ajustada. A curva de sedimentagéo
é ajustada correctamente a partir da equagédo 4.1, como se pode observar pelo elevado coeficiente de
correlagdo (R? = 0.99945).

Na Tabela 4.1 estdo representados os valores das constantes obtidas a partir do

ajuste a curva de sedimentacéo considerada como exemplo.

Tabela 4.1. Valores das variaveis obtidas através do ajuste feito a curva de sedimentagao.

Constante Significado Valor Erro
Aq Valor inicial 0.1751 0.04099
A,, Valor final 8.29673 0.17162
X Valor central 78.34063 2.0474

p Indice de poténcia 1.72674 0.05155

Apods a obtengao dos valores das variaveis é calculada a derivada de 1° grau, y', da
funcao anterior,

— p-1
y/ — p(A2—-A1)(t/x0) (4.2)

xo(1+(t/x0)P)?

A variavel y' representa a velocidade de sedimentagdo em milimetros por segundo,
que depois € passada para milimetros por hora.

Foi feita uma correccdo para a velocidade de sedimentacdo medida em disco
(aceleracdo = N° x G) para que seja comparavel com o esquema de velocidades de
sedimentagao obtida em campo gravitico (aceleragdo = G). E de notar que para a mesma

frequéncia de rotacao a aceleragao centrifuga varia ao longo da posi¢ao radial no disco e
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essa variacao foi incluida na normalizagao feita. Para tal calculou-se o nimero de G's em
funcado da posicao radial e de seguida calculou-se a velocidade corrigida, como mostram

as equacgoes 4.3 e 4.4:
Nede G's = ((2mv)%.1)/G (4.3)

sendo que a aceleracdo gravitica, G, € 9800 mm/s® e r vem em mm.

Vcorrigida = V/(N°deG’'s) (4.4)

A curva de velocidade de sedimentagao corrigida esta representada na Figura 4.3.
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Figura 4.3. Curva de velocidade de sedimentagao calculada (em milimetros por hora) ao longo do tempo (em
segundos). E obtida a partir da derivada da fungéo de ajuste da curva de sedimentagéo corrigida para o

numero de G’s de cada posicao radial da interface dos eritrécitos com o plasma ao longo do tempo.
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4.2  Experiéncias preliminares

4.2.1 Comparacao entre as técnicas de prototipagem

Apods algumas experiéncias concluiu-se que a técnica de prototipagem por ablagao
laser ndo é a mais adequada na prototipagem de estruturas para medir a VSE e o Htc.
Uma desvantagem da ablacio a laser é a formacao de saliéncias nas superficies das
estruturas, fazendo com que estas fiquem muito rugosas (Figura 4.4 a)) [34].

Devido a essa rugosidade uma percentagem dos eritrocitos fica agarrada a
superficie das paredes e ao fundo do reservatoério (Figura 4.4 b)), contribuindo com
contaminacdes de eritrocitos na fase plasmatica e dificultando a medi¢ao da posicao da

interface ao longo do tempo.

Figura 4.4. a) Fotografia de um reservatorio feito a laser, com saliéncias nas superficies das estruturas. b)
Fotografia de uma estrutura maquinada por ablagéo a laser. Apds a centrifugagdo do sangue ¢é visivel que
bastantes células ndo sedimentam, ficando no meio do plasma agarradas a superficie das paredes e do

fundo do reservatorio.

As técnicas de fotolitografia e de corte do DFR na plotter foram usadas com
sucesso para prototipar as estruturas. De seguida vao ser comparadas as caracteristicas
destas duas técnicas de prototipagem e qual a escolhida para a realizacdo das
experiéncias finais.

Na técnica da fotolitografia foram utilizadas dois tipos de mascaras: as mascaras
impressas numa impressora de jacto de tinta e as mascaras de alta resolugdo. As
mascaras feitas numa impressora convencional sao muito mais rapidas de obter e mais
baratas, do que as mascaras de alta resolugdo. No entanto, depois do desenho da
estrutura nao sofrer mais modificagdes, optou-se por usar uma mascara de alta

resolugao, pois tem a vantagem das estruturas ficarem com melhor defini¢ao.
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A Figura 4.5 mostra a comparagdo entre as estruturas obtidas através de DFR
cortado na plotter de corte e as obtidas por fotolitografia com uma mascara de alta

resolugao.

Figura 4.5. (a) Fotografia da estrutura feita em DFR cortado na plotter de corte. (b) Fotografia da estrutura

feita em fotolitografia com uma mascara de alta resolugéo.

As paredes das estruturas cortadas na plotter de corte tém pior definicdo e
qualidade, do que as obtidas a partir da fotolitografia. As dimensbes das larguras das
estruturas tém uma variagdo maior para a plotter de corte do que para a fotolitografia.
Estruturas feitas em fotolitografia com uma mascara de alta resolugéo tém a vantagem de
oferecer melhor definicdo das estruturas e das suas paredes.

Embora as estruturas obtidas através do corte do DFR na plotter tenham pior
definicdo, foram usadas com sucesso, pois a integridade dimensional da estrutura foi
mantida, podendo ser produzidas mais facilmente e de forma mais rapida do que por

fotolitografia, sendo portanto uma grande vantagem para a produgdo em grande escala.

Para uma melhor comparagao, foram calculadas as posicbes da interface dos
eritrocitos com o plasma para ambas as técnicas, tendo-se obtido as curvas de
sedimentacdo representadas na Figura 4.6. E possivel observar que os eritrécitos
sedimentam mais rapidamente em estruturas feitas em fotolitografia do que em DFR
cortado na plotter de corte. A hipétese que pode explicar este comportamento € que a
superficie do fundo do reservatorio de fotolitografia é constituida por DFR revelado, como
foi explicado na seccdo 3.1.2 do capitulo 3. A superficie do fundo do reservatério pode
nao estar completamente limpa, podendo conter residuos de DFR, fazendo com que
algumas células fiqguem agarradas ao fundo do reservatério. Como a coluna de células de
sedimentacdo vai conter menos células, vao existir menos interacgdes electrostaticas e
mais espacos livres e consequentemente as células sedimentam mais rapido. Devido a
esta perda de células é de esperar que o hematdcrito obtido nos ensaios da fotolitografia

seja um pouco inferior ao obtido através do DFR cortado na plotter de corte.
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Quando o DFR é cortado na plotter o fundo reservatério de PC mantém uma
superficie lisa e limpa. A coluna de plasma fica limpa, sem que haja adesdao dos

eritrécitos as paredes do reservatorio.
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Figura 4.6. Comparagao entre as curvas de sedimentacdo obtidas por fotolitografia e por DFR cortado na
plotter de corte. A sedimentacdo é mais rapida em fotolitografia do que na plotter de corte. O erro entre os

varios ensaios realizados para a fotolitografia & superior ao erro da plotter de corte.

Para cada uma das técnicas foram realizados 6 ensaios da mesma amostra de
sangue para obtencdo das curvas de sedimentagdo. As barras de erro entre os varios
ensaios para a fotolitografia € em geral superior as barras de erro obtidas para a plotter
de corte, o que faz da fotolitografia uma técnica menos reprodutivel entre os diferentes
testes, dado possuir um desvio padrao superior.

No final de cada ensaio, foram ainda medidos os hematdcritos para ambas as
técnicas. Na Tabela 4.2 sdo apresentados a média e o erro dos hematdcritos para os

varios ensaios.

Tabela 4.2. Média e erro (em %) dos valores de hematdcrito para os varios ensaios realizados em

fotolitografia e em DFR cortado na plotter. Estes ensaios sdo feitos para a mesma amostra de sangue.

Hematoécrito
Média (%) Erro (%)
Fotolitografia 36,9 2,19
Plotter de Corte 38,7 1,2

Como era esperado o hematdcrito para a estrutura de DFR cortado na plotter de
corte foi mais elevado do que para a fotolitografia. O valor da medigdo do hematécrito

para fotolitografia é falsamente mais baixo que o valor real, pois existem células que
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ficaram agarradas as superficies. A percentagem de erro entre os varios ensaios € maior

para a fotolitografia.

As caracteristicas dos dois métodos sdo comparadas e resumidas na Tabela 4.3.

Tabela 4.3. Comparagéo entre as técnicas de prototipagem da Fotolitografia e do DFR cortado na Plotter de

Corte.

Fotolitografia

Plotter de Corte

Elevada, definida pela
espessura do DFR

Precisao da
profundidade

Elevada, definida pela
espessura do DFR

Alta Precisado das Média
dimensdes laterais
30 min Tempo de fabrico 15 min

de um disco

DFR

DFR

Tipo de superficies
das 4 paredes
da estrutura

Média, fundo pode nao estar
completamente limpo (DFR)

Rugosidade da
superficie do fundo

Baixa, fundo de PC

Desvio padréo

0,7 entre as curvas de 0,39
sedimentacao
2,19 Erro (%) entre os 1,2

hematécritos

Devido a estas conclusdes, a técnica escolhida para prototipar as estruturas para os

testes de medi¢ao da VSE e do Htc foi a de DFR cortado na plotter de corte.
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4.2.2 Comparacdao entre diferentes profundidades e frequéncias de rotacao

Nesta experiéncia foram testadas diferentes profundidades e diferentes frequéncias
de rotagdo. O principal objectivo no estudo das profundidades €& aferir se existe uma
influéncia substantiva das paredes do reservatério de medida nas curvas de
sedimentagdo, sendo que o mesmo sera importante para desenhar a estrutura
microfluidica. O mesmo ocorre para as velocidades de sedimentagcdo. Sendo expectavel
que com o aumento da frequéncia de rotagcdo aumente a velocidade de sedimentacéo, a
observacao da forma das curvas de sedimentagido sera importante para o planeamento
do protocolo de rotagao final do teste. Para testar profundidades superiores a 130 um nao
se pode utilizar a técnica adoptada neste trabalho (dry film cortado na plotter de corte),
pois dry film com espessura superior a 130 ym nao estava disponivel no laboratério.
Estes resultados foram obtidos através da técnica de maquinagao CNC. Esta técnica de
prototipagem de movimento continuo consiste na remogao de material mecanicamente,
através de uma ferramenta de corte, denominada fresa, permitindo assim a producao de
estruturas a escala micro com um grau de precisdo e acabamentos na superficie
maquinada bastante satisfatérios. No entanto esta técnica s6 foi utilizada nesta
experiéncia preliminar e ndo nas experiéncias finais, devido a morosidade e
complexidade associados ao processo de prototipagem. Para produgdo destas
estruturas, foi utilizada uma maquina da Minitech Machinery Corporation, modelo Mini-
Mill/3 e o material utilizado foi PC. E feita a laminagdo de DFR (20 pym) sobre um disco de
PC com espessura de 0,6 mm. A assemblagem é feita através da laminagao do disco de
PC com dry film, com o disco de PC maquinado.

A Figura 4.7 representa as curvas de sedimentacédo para estruturas com 100, 150,
200 e 300 um de profundidade, testadas para protocolos de rotacao de 40, 50, 60 e 70
Hz. A frequéncia minima utilizada (40 Hz), foi aquela a partir da qual nao ficaram células
agarradas a parede de dry film que revestia uma das superficies maiores da estrutura,
anulando o efeito de interacgao entre os eritrocitos e o dry film.

Para cada frequéncia (40, 50, 60 e 70 Hz) parece haver concordancia razoavel na
fase dos 0 aos 40 segundos entre os varios testes efectuados, a qual ndo é garantida
para os tempos mais longos. Ainda assim, tendo em conta os erros experimentais
associados as medigdes, ndo foi observada uma dependéncia significativa e
parametrizavel das curvas de sedimentagdo com a profundidade. E de notar que para o
intervalo de profundidades testado, a dimensdao menor € mais de uma ordem de

grandeza superior ao tamanho médio dos eritrocitos (7-8 um).
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Figura 4.7. Curvas de sedimentacao para varias frequéncias (40, 50, 60 e 70 Hz) e para varias profundidades
(100, 150, 200, 300 pum).

Dada a semelhancga entre as curvas foi efectuada uma média dos dados obtidos
para as varias profundidades, com o objectivo de estudar o comportamento da curva de

velocidade de sedimentacao para diferentes frequéncias de rotagao (Figura 4.8).
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Figura 4.8. Médias das curvas de velocidades de sedimentagéo a diferentes profundidades para obtencéao de

quatro curvas respeitantes a quatro frequéncias de rotagéo (40, 50, 60 e 70 Hz).
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Analisando as quatro curvas, observa-se um aumento da velocidade de
sedimentagdo com a frequéncia sobretudo na regidao anterior a fase de compactagao e
que o0 maximo € atingido para tempos mais curtos nas frequéncias mais elevadas. O
grafico interior mostra que existe uma correlagdo aproximadamente linear entre 0 maximo
de velocidade e a frequéncia de rotacdo. E de notar que para as frequéncias de 40 e 50
Hz a definicdo da curva de velocidade, nomeadamente a regido anterior ao valor maximo,
€ mais completa, o que pode ser relevante no trabalho futuro.

Apesar disto os resultados indiciam que a obtencao da VSE e posterior correlagao
com técnica convencional pode ser feita para as diferentes velocidades de rotagao

testadas.

4.2.3 Influéncia da forca centrifuga no hemataocrito

Apesar de ja ter sido evidenciado na tese que para diferentes frequéncias de
rotagao o valor do hematdcrito € diferente (seccao 3.4), neste teste pretende-se estudar a
influéncia da posicao radial do canal de medi¢cao no valor do hematécrito. Para tal foi
usado o mesmo protocolo de rotagdo para a mesma estrutura fluidica em diferentes
posicoes radiais do disco. Estes dados serdo da maior importancia no desenho futuro da
estruturacdo de medigao.

Foram testadas seis posicbdes radiais: r = 25; r =27,5; r =30; r =32,5; r =35; r =
37,5, onde cada um dos raios corresponde a posi¢ao radial em milimetros desde o centro
do disco até ao inicio do canal de medi¢cao. O desenho CAD do disco com as estruturas é

mostrado na Figura 4.9.

Figura 4.9. Disco microfluidico com varias estruturas para medigao da VSE e do Htc em seis posi¢des radiais
diferentes (r = 25; r = 27,5; r =30; r = 32,5; r = 35; r = 37,5).
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Nesta plataforma as células sedimentam devido a forga centrifuga, segundo a
equacao 2.1 referenciada na secg¢ao 2.1.3 do capitulo da revisao bibliografica.

Nestas experiéncias a velocidade angular (w = 2rmv) foi mantida, pois a frequéncia
de rotacao (v) utilizada foi 100 Hz e o tempo de rotagao foi de 10 minutos. A densidade
de massa (p) também é constante. Para verificar a influéncia do campo centrifugo na
medi¢cdo do hematdcrito sé é considerada a distancia ao centro de rotagado (r). Foram
efectuados ensaios em triplicado para cada posicao radial estudada.

A Figura 4.10 apresenta a evolugao do hematocrito ao longo do tempo. Pode-se
observar que ao longo do tempo o hematdcrito vai diminuindo devido a sedimentacéo das
células. Devido a compactacéo das células essa descida acaba por estabilizar e pode-se
calcular o hematécrito. Através dos varios ensaios realizados conclui-se que o
hematdcrito estabiliza por volta dos 300 segundos, mas dentro do erro experimental
observa-se que para raios mais exteriores (forgas centrifugas maiores) o estado

estacionario de compactagéo parece ser atingido mais cedo.
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Figura 4.10. Curvas do hematdcrito em fungéo do tempo para varias posi¢des radiais no disco.
Na Figura 4.10, observou-se que os valores de hematdcrito variam consoante a
distancia radial ao centro de rotacao.

A Tabela 4.4 mostra os valores médios de hematécrito para cada uma das

posi¢des com os respectivos desvios padrao entre os varios ensaios.
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Tabela 4.4. Valores médios de hematécrito e desvio padrdo para cada uma das posigées radiais.

Posicéao radial Hematdcrito Desvio
(mm) (%) padréo

25 38,3 1,48

27,5 39,4 0,79

30 40,1 0,26

32,5 37,5 0,86

35 37,6 0,15

37,5 36,8 0,31

Como a forga centrifuga (ﬁw) € proporcional a posi¢ao radial (r), sabemos que para
posicdes radiais maiores, a forca que actua sobre as células em sedimentacédo também é
maior. E de esperar que as células sofram uma maior compactacdo dando origem a um
hematdcrito mais baixo, o que realmente se verifica (Tabela 4.4).

Pelo contrario, é de esperar que para uma posigao radial menor, o hematécrito seja
mais alto. No entanto isso nao se verifica, pois para r = 25 foi obtido um hematdcrito de
38,3%, quando o valor mais alto de hematdcrito foi 40,1%.

Portanto, para raios mais externos acontece o esperado, pois 0 hematdcrito € mais
baixo. Para raios mais internos, essa tendéncia nao se verifica, sendo o processo menos
reprodutivel. A forca centrifuga que actua é mais pequena, nao havendo compactagao
total das células.

Outra hipétese que pode explicar esta discrepancia deve-se a erros experimentais
de conversao de escala de pixéis para milimetros no programa ImageJ, onde séo feitas
as medicdes. A percentagem de erro de conversdo de escala entre cada uma das
experiéncias varia entre 2,06% e 16,67%, o que pode explicar a diferenga de 36,8% a

40,1% obtida nos valores de hematocritos.

49



Resultados

4.3 Determinacdo da velocidade de sedimentacdo eritrocitaria e do

hematocrito

Estas experiéncias foram realizadas para obter um estudo comparativo dos
resultados de velocidade de sedimentacéo eritrocitaria e hematocrito obtidos em disco e
obtidos através da técnica convencional, de forma a estabelecer a correlacio existente

entre os mesmos. A experiéncia permitiu fazer comparagoes entre:

e Medidas de VSE e Htc obtidas no laboratério (método convencional) e
obtidas em disco.
¢ Medidas de VSE e Htc em disco para amostras de sangue venoso e sangue

capilar.

O método de VSE utilizado para calibrar os resultados em disco é o recomendado
pelo ICSH [16] e pelo NCCLS [19]. Este é um método modificado, baseado no método
tradicional de Westergren e utiliza amostras de sangue com anticoagulante (K;EDTA)
sem diluicdo.

As amostras de sangue venoso foram fornecidas pelo Laboratério de Analises
Clinicas Dr. Joaquim Chaves e contém anticoagulante sdélido (K;EDTA). Durante o
periodo de cada colheita foram tidos alguns cuidados tais como: agitar os tubos para
garantir que o sangue e o anticoagulante sejam continuamente misturados; as amostras
foram armazenadas a 4° C durante um periodo de 24 horas.

O sangue capilar foi recolhido no mesmo dia que o sangue venoso, mas por nao
conter anticoagulante foi recolhido no momento de cada experiéncia. Foi obtido através
de uma picada no dedo, apds este ter sido limpo com etanol, com uma lanceta
descartavel. A picada deve ser suficientemente profunda (1 a 2 mm) para que o sangue
flua livremente. A primeira gota foi desprezada, devido a estar contaminada com liquidos
tecidulares, e a subsequente colheita deve ser realizada o mais rapido possivel sem

pressao excessiva dos capilares.

Para garantir a reprodutibilidade dos resultados, para cada amostra de sangue

venoso e capilar foram feitos testes em triplicado.
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4.3.1 Determinacédo da velocidade de sedimentacéo eritrocitéria

O principal objectivo deste estudo € obter uma correlagéao entre os valores de VSE
medidos em disco, VSEisco, € 0s valores de referéncia fornecidos pelo laboratorio, VSE,,
para amostras de sangue venoso. Para tal procedeu-se a parametrizagdo das curvas de
sedimentacado (posicdo e velocidade do menisco de eritrocitos) com o objectivo de
caracterizar cada uma das curvas obtidas para as varias amostras de sangue incluidas

no estudo.

I.  Primeira correlacdo: declive daregido Il da curva de sedimentacéao

Esta correlacao é feita a partir do valor do declive da segunda fase da curva de
sedimentacéo.

A Figura 4.11 representa uma curva de sedimentacao obtida através do método em
disco para sangue venoso. Através do ajuste linear da regido Il da curva é determinado
um declive, m, para cada uma das amostras de sangue. O ajuste linear foi feito para um
tempo de sedimentacao entre os 25 e os 75 segundos, dado que neste intervalo todas as

amostras apresentam um comportamento linear.

Sedimentagéo (mm)
S
1
1

2 Declive 4

oOF——T——T T T T T T T 1T
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225

Tempo (s)

Figura 4.11. Exemplo de uma curva de sedimentagéo (quadrados a preto) de sangue venoso obtida através

do método em disco. Na curva é determinado o valor do declive (linha vermelha) da zona linear da curva.

Se porventura, da comparacao dos resultados da parametrizagao das curvas de
sedimentacdo com os valores de VSE do laboratério, VSE,«, nao for obtida uma relacao
entre os valores que possa ser traduzida numa expresséo analitica, entdo a possibilidade

de se obter uma boa correlacado entre VSEgisco € VSE,e fica comprometida. Comparando
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os declives m com os resultados de VSE,s observou-se entre eles uma relacéo
aproximadamente linear, a qual sera a base da correlagao desenvolvida de seguida.

Feita a regresséo linear entre os valores de m e de VSE,.; obteve-se uma regressao
linear com declive k; e ordenada na origem k; para o conjunto de amostras analisadas, a

qual é usada para definir a VSE,sc, de acordo com a equacéao seguinte.

VSEdiSCO = (m kl) + kz (45)

onde VSE isc, € 0 valor da VSE em unidades de mm/h.

A Figura 4.12 mostra a comparagao entre os resultados do método em disco e do

método de referéncia para sangue venoso e o respectivo ajuste.
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Figura 4.12. Curva de calibragdo entre o método de VSE em disco e o método de referéncia para 11

amostras de sangue venoso

As préximas correlagbes foram obtidas a partir da curva de velocidade de

sedimentacao e seguem o mesmo tratamento de dados descrito anteriormente.
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Il.  Segunda correlacdo: declive antes do valor maximo da velocidade de

sedimentacéao

Esta correlacao foi definida usando o valor do declive da fase linear inicial da curva
de velocidade de sedimentacdo (linha vermelha da Figura 4.13). Na Figura 4.13 esta
representada uma curva de velocidade de sedimentagdo obtida através do método em
disco para sangue venoso. O declive da porgao linear da curva é determinado para todas

as curvas, entre o primeiro ponto obtido para cada curva e os 25 segundos.
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Figura 4.13. Exemplo de uma curva de velocidade de sedimentagdo de sangue venoso obtida através do
método em disco. E determinado o valor do declive da zona linear antes do valor maximo de velocidade. A

zona escolhida para todas as curvas foi entre o primeiro ponto de cada curva e os 25 segundos.

A Figura 4.14 mostra a comparacao entre os resultados do método em disco e do

método de referéncia para sangue venoso e o respectivo ajuste.
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Figura 4.14. Curva de calibragdo entre o0 método de VSE em disco e o método de referéncia, em sangue
venoso para 11 amostras. O valor da VSE para o método em disco foi determinado a partir do declive antes

do valor da velocidade maxima da curva de velocidade de sedimentagao.
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lll.  Terceira correlacdo: declive ap6s o valor maximo da velocidade de

sedimentacéao

Esta correlacao representa o declive da fase linear antes da curva de velocidade de
sedimentagdo. Na Figura 4.15 esta representada uma curva de velocidade de
sedimentacao obtida através do método em disco para sangue venoso. O declive da
porgédo linear da curva é determinado para todas as curvas entre os 62,5 e os 100

segundos.
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Figura 4.15. Exemplo de uma curva de velocidade de sedimentacdo onde é determinado o valor do declive
da zona linear depois do valor maximo de velocidade. A zona escolhida para todas as curvas foi entre os 62,5

e os 100 segundos.

A Figura 4.16 mostra a comparagéo entre os resultados do método em disco e do

método de referéncia para sangue venoso e o respectivo ajuste.
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Figura 4.16. Curva de calibragdo entre o0 método de VSE em disco e o método de referéncia, em sangue

venoso para 11 amostras. O valor da VSE para o método em disco foi determinado a partir do declive apos a

velocidade maxima da curva de velocidade de sedimentagao.
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IV.  Quarta correlacado: valor maximo da curva de velocidade de sedimentacéao

Esta correlacdo representa o valor maximo da velocidade de sedimentagdo. Na
Figura 4.17 esta representada uma curva de velocidade de sedimentacéo obtida através

do método em disco para sangue venoso.
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Figura 4.17. Exemplo de uma curva de velocidade de sedimentacdo onde é determinado o valor maximo de

velocidade.

A Figura 4.18 mostra a comparagéo entre os resultados do método em disco e do

método de referéncia para sangue venoso e o respectivo ajuste.
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Figura 4.18. Curva de calibragdo entre o método de VSE em disco e o método de referéncia, em sangue

venoso para 11 amostras. O valor da VSE para o método em disco foi determinado a partir do valor de

velocidade maxima da curva de velocidade de sedimentagéo.

55



Resultados

Analisando todas as correlagdes obtidas a que apresenta melhores resultados é a
quarta correlagao onde é determinado o valor maximo de velocidade de sedimentacéo. O
critério utilizado para escolher a melhor correlacédo foi o coeficiente de correlacdo, R?,
(Tabela 4.5).

Tabela 4.5. Diferentes correlagdes testadas e respectivos valores de coeficientes de correlagéo (Rz).

Correlagéo R*

| — declive 22 fase 0.84
Il — declive antes Vmax 0.82
11l — declive depois Vmax 0.82
IV - Vmax 0.86

Uma vez obtidos varios pardmetros para cada uma das curvas de sedimentagao ou
valores de outras medi¢cdes hematoldgicas, € possivel combina-los para construir
correlagbes mais sofisticadas que traduzem com maior fiabilidade o complexo processo
de sedimentagdo. Dado o hematdcrito ter influéncia no valor de VSE, foi testada mais
uma correlagdo a partir do valor maximo da velocidade de sedimentagdo, V., € do

hematdcrito, Htc, através da equagéao

VSE4isco = [(Vmax. Htc). kq] + k; (4.6)

onde VSE s, € 0 valor de da VSE em unidades de mm/h, Vmax é o valor da velocidade
maxima, Htc é o valor de hematécrito medido em disco (ver detalhes na proxima

secgao), k; é a constante de declive e k, é a ordenada na origem.

A Figura 4.19 mostra a comparacao entre os resultados do método em disco e do

método de referéncia para sangue venoso e o respectivo ajuste.
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Figura 4.19. Curva de calibragdo entre o0 método de VSE em disco e o método de referéncia, em sangue
venoso para 11 amostras. O valor da VSE para o método em disco foi determinado a partir do valor méximo

da curva de velocidade de sedimentagao e do hematécrito.

4.3.2 Determinacdo do hematdcrito

As experiéncias para determinagdo do hematécrito em disco seguiram o protocolo
de rotagao descrito na secgao 3.4 para sangue venoso e os valores obtidos comparados
com um método de referéncia (microhematécrito), que utiliza sangue anticoagulado com
K;EDTA.

Na Figura 4.20 esta representada a curva de calibragdo entre os resultados de

medig¢ao de Htc obtidos pelo método de referéncia e obtidos pelo método em disco.
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Figura 4.20. Curva de calibragdo dos resultados experimentais da medigdo do hematécrito em disco com o
método de referéncia. Estas experiéncias seguiram o protocolo de rotagdo de uma frequéncia de 100 Hz,
como mostra a Figura 3.4. A boa linearidade do R?=0.94 permitiu efectuar medi¢cdes com precisdo. As barras
de erro verticais representam o desvio padrédo existente entre os triplicados medidos em disco para cada

amostra.

As barras de erro representam o desvio padrao existente entre as medicdes feitas
em triplicado para cada amostra em disco.
Na Tabela 4.6 estao representados os valores de Htc para sangue venoso medido

em disco e pelo método de referéncia para cada amostra e desvio padrao entre eles.

Tabela 4.6. Comparagéo dos resultados de medigao de hematdcrito para sangue venoso com anticoagulante,
obtidos em disco e através do método de referéncia. A ultima coluna representa o desvio padrdo entre o Hic

em disco e de referéncia.

HtCdisco HtCyer Desvio
(%) (%) Padréo (o)
Amostra 1 37,4 37,3 0,0
Amostra 2 42,6 40,1 1,8
Amostra 3 38,2 36,6 1,2
Amostra 4 38,2 36,1 1,5
Amostra 5 41,3 41,6 0,2
Amostra 6 43,3 41,9 1,0
Amostra 7 425 423 0,1
Amostra 8 452 451 0,1
Amostra 9 37,0 37,0 (s6 1 ensaio)
Amostra 10 45,0 44.8 0,1
Amostra 11 39,0 39,0 0,0
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4.3.3 Comparacao entre sangue venoso (com K3;EDTA) e sangue capilar

A determinagado da VSE e do Htc em disco foi determinada para sangue capilar e
venoso. Uma vez que o método em disco vai utilizar sangue capilar, € importante
comparar e perceber o comportamento destes parametros para os dois tipos de sangue.

Na Figura 4.21 estdo representadas as curvas de sedimentagdo para sangue
capilar e venoso obtido do mesmo dador, a qual é representativa das diferencas
observadas para o conjunto de amostras medidas neste estudo. E possivel observar que
os valores de VSEgis, para sangue venoso sao ligeiramente superiores aos do sangue
capilar, sendo que a divergéncia entre as curvas acentua-se para tempos de

sedimentac&do mais longos préximos da fase de compactacao.
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Figura 4.21. Curvas de sedimentagdo para sangue venoso com anticoagulante (KsEDTA) e para sangue

capilar total, para a mesma amostra de sangue.

A Figura 4.22 compara o método em disco, para sangue capilar e para sangue
venoso com anticoagulante (K;EDTA) para a medicdao da VSE. Estas medigbes sao
relativas a melhor correlagdo obtida neste trabalho, ou seja, a que diz respeito ao valor
maximo da curva de velocidade e do Htc.

A relacao linear obtida entre os dois tipos de sangue para o método de medigao
em disco mostra uma razoavel correlacdo (R?=0.87) para o conjunto de amostras
analisadas. Usando os parametros do ajuste linear apresentados na Figura 4.22 pode-se
escrever uma correlagdo para os valores de Htc medidos em disco e medidos usando o

método de referéncia.
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Figura 4.22. Curva de calibragédo entre os valores de VSE para sangue capilar e para sangue venoso com

anticoagulante (KsEDTA) para o método em disco.

A Figura 4.23 mostra a curva que compara os resultados de Htc medidos em disco
para os dois tipos de amostra. No Anexo 3 estdo representados os valores de Htc para

sangue venoso e capilar para cada amostra e respectivos desvios padrdes.
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Figura 4.23. Curva de calibragdo para as medigdes de Htc obtidas em sangue capilar e em sangue venoso
para o método em disco. As barras de erro verticais representam os desvios padrdes dos triplicados para
cada amostra sangue capilar, e as barras de erro horizontais representam os desvios padrdes para sangue

venoso.
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Os resultados entre os dois tipos de sangue para o0 método de medi¢cao em disco
mostram uma razoavel correlacdo (R?=0.85), fazendo com que os valores de Htc para
sangue venoso e capilar sejam correlacionaveis.

Nao existe diferencga significativa entre os valores de Htc para sangue capilar e para
sangue venoso (Tabela 4.7). Embora os valores de Htc sejam ligeiramente superiores
para o sangue capilar (a excepgcao da amostra 1), pode-se dizer que os resultados para

amostras de sangue capilar e venoso sao correlacionaveis.

Tabela 4.7. Comparagao entre os resultados de Hic das 11 amostras entre sangue capilar e venoso.

Medic&o do Htc Sangue Capilar Sangue Venoso
em disco
Amostra 1 37,3 37,4
Amostra 2 42,6 42,6
Amostra 3 38,8 38,2
Amostra 4 42,0 38,2
Amostra 5 42,9 41,3
Amostra 6 44,3 43,3
Amostra 7 42,9 42,5
Amostra 8 46,4 45,2
Amostra 9 38,9 37,0
Amostra 10 45,0 45,0
Amostra 11 411 39,0
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Discussao

5.1 Comparacdo da velocidade de sedimentacdo eritrocitaria entre o

método em disco e o método convencional

O tempo de sedimentagao para cada uma das fases de agregacao, sedimentacao e
compactagéo pode variar de pessoa para pessoa e com o método de medigéo escolhido,
por isso a escolha de um intervalo 6ptimo para medicdo da VSE nao é consensual [35].

De acordo com o descrito na literatura e referenciado na introdugao tedrica, os
valores da velocidade de sedimentacdo sao fortemente afectados pelo método de
medi¢do (geometria dos tubos/reservatérios de medigao, temperatura, erro de diluigdo) e
pela preparagdo prévia das amostras de sangue. Sendo a técnica de Westergren o
método de referéncia no qual esta convencionado que a VSE corresponde a descida do
menisco de eritrocitos apdés 1 h de sedimentagdo, o desafio para novas técnicas de
medig¢do da VSE serd, dentro do seu desenho experimental e de medicao, conseguir uma
correlagéo fiavel com o método Westergren. Acresce que, o método proposto na tese
implica: 1) exposicdo do sangue a uma elevada area superficial do reservatério de
medida; 2) tempo de medicdo com uma ordem de grandeza abaixo do método de
referéncia; 3) volume de amostra na escala dos pL. Estes factores adicionais tornam essa
correlacido menos evidente.

A estratégia definida durante o trabalho experimental passou por duas fases
distintas: 1) optimizagdo dos métodos de prototipagem microfluidica e do protocolo de
rotacdo; 2) tratamento e analise de curvas de sedimentagdo com o objectivo de definir
uma boa correlagdo entre os dados obtidos no sistema em rotagcdo e no método de
referéncia.

Como tal, os dados obtidos em disco, em diferentes regides das curvas de
sedimentacao, foram comparados com os valores obtidos pelo teste convencional com

intuito de encontrar a melhor correlagao.
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A primeira hipoétese de correlacao testada diz respeito ao intervalo correspondente a
fase linear da curva de sedimentacdo. Na medi¢cdo da VSE num sistema convencional,
esta fase € de especial interesse, pois representa a sedimentagao rapida dos agregados
de eritrécitos sob a influéncia da forga gravitica. Se esta fase for representada
graficamente é aproximadamente linear. Quando isso acontece € razoavel supor que as
forcas envolvidas que governam a sedimentagcao estdo a agir num estado estavel e
completo de agregacao [36]. A correlacao entre o declive desta fase e os dados medidos

pelo teste convencional é satisfatéria (R>=0.84), como mostra a Figura 4.12.

A segunda hipdtese de correlagdo recai sobre a primeira fase da curva de
velocidade de sedimentacdo, ou seja, a fase que precede a velocidade maxima de
sedimentacao. Nesta fase ocorre a agregacgao eritrocitaria e num sistema convencional é
desejavel que seja o mais curta possivel. A razado desse pressuposto € que a medigao da
VSE é, por razbes de conveniéncia, feita a partir do momento em que o tubo de
sedimentagéo € disposto na vertical, e ndo a partir do momento em que a agregagéao esta
completa e a sedimentagao comeca. Assim, a primeira fase da formagao dos agregados
€ incluida no resultado final da VSE [36]. No método em disco, nesta fase de separagao
inicial existe alguma ambiguidade, devido a indefinicdo da interface dos eritrocitos com o
plasma.

Por outro lado, ha literatura que refere que o inicio da agregacao dos eritrécitos
contém informacdo qualitativa significativa para a medi¢cado da VSE [37]. Assim também
nesta fase foi testada uma correlagdo. A correlagdo para esta fase piora, (R?=0.82)

(Figura 4.14), relativamente a correlagao anterior da fase linear.

A terceira correlagdo proposta foi obtida a partir do intervalo que sucede o ponto de
velocidade maxima na curva de velocidade de sedimentacido. Nesta fase, os agregados
encontram-se bastante préximos uns dos outros e devido a essa interferéncia mutua e ao
diminuto espago de progressdo no reservatorio, a velocidade de sedimentacdo tende a
diminuir. De acordo com o descrito na introdugéo teédrica, devido a carga negativa da
membrana dos eritrécitos, estes tendem a exercer forgcas de repulsdo entre si. A
intensidade da repulsdo tende a diminuir com o aumento da concentracdo de proteinas
de fase aguda, nomeadamente fibrinogénio, jd que estas proteinas contribuem para a
blindagem electrostatica dos eritrocitos. Esta diminuicdo da carga efectiva esta inclusive
descrita como um factor que potencia a agregacao eritrocitaria, com consequente
influéncia no valor da VSE. Na fase de empacotamento da curva de sedimentacao,
devido a uma maior proximidade entre os eritrocitos, o efeito de interacgdes
electrostaticas ganha relevo. Quanto maior forem as forgas de repulséo devido a uma
menor concentragdo das proteinas de fase aguda, menor ira ser a facilidade de
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empacotamento das células, ou vice-versa. Este foi o principio que ditou o teste desta
correlagéo, no entanto o factor de correlagéo obtido de 0.82 (Figura 4.16) foi o mais baixo

do estudo.

A quarta hipétese corresponde ao ponto de inflexdo na segunda fase da curva de
sedimentacdo, ou seja ao valor da velocidade maxima. Uma caracteristica da segunda
fase é a velocidade constante com que as células sedimentam, pensando-se ser um
factor determinante na medicdo da VSE. Nesta correlagao foi medida a VSE no periodo
em que as células sedimentam mais rapidamente, ou seja, no valor de velocidade
maxima [38]. A taxa de sedimentagéo nesta fase nao ¢ influenciada pela agregagéo, nem
pela compactacao das células, estando os agregados ja formados e com o seu tamanho
completo, pensando-se portanto ser o local mais indicado para medir a VSE [38]. Esta
correlacdo foi a que apresentou um dos coeficientes de correlacdo mais altos (R?*=0.86)
(Figura 4.18).

Estando descrito na literatura que o hematdécrito tem efeito sobre os resultados da
VSE [37], na ultima correlagdo testada foram combinados os valores de hematdcrito
medidos em disco, com os respectivos valores de velocidade maxima de sedimentacgao.
Com efeito observou-se uma melhoria do factor de correlacdo (R?=0.87), o que corrobora
a importancia de incluir o hematdcrito na analise da velocidade de sedimentagao (Figura
4.19). Os factores que podem explicar a influéncia do hematécrito na VSE sao a
densidade das células no plasma sanguineo, o numero de células presentes em
suspensdo e o numero de colisdes entre as mesmas. Supde-se que quanto menor o
hematodcrito, menor € o numero de colisdes entre os eritrécitos, devido ao significativo
aumento do percurso médio livre entre eles. Consequentemente, o processo de
sedimentacéo é facilitado pela auséncia de obstaculos. Por outro lado, para hematdcritos
maiores, apesar do grande numero de eritrécitos facilitarem a agregacao, o processo de
sedimentacdo é dificultado pelas colisbes entre os mesmos, que tendem a retardar a
sedimentacao [39], e por um menor espacgo disponivel para progressdo. Assim, quanto
maior for o valor de hematdcrito, mais lenta sera a taxa de sedimentacao dos eritrécitos,
ou vice-versa [38].

Um pressuposto que também pode contribuir para uma melhor compreensao da
escolha desta correlagao, é o facto de que depois de ser feita a normalizacdo do volume
para cada amostra, ira ocorrer um deslocamento na escala da posigao radial, ou seja, na
altura que as células sedimentaram. Esta normalizacdo de volume é feita devido a
pequenos erros de medi¢gado do volume da pipeta.

Este normalizagado permitira compreender os fendmenos que ocorrem durante cada

um dos testes, independentemente dos volumes em cada amostra. Esta uniformizagao
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em termos de posi¢oes radiais permitira comparar os resultados entre testes e verificar
que todos os pontos de inflexdao (pontos de velocidade maxima) acontecem
aproximadamente no mesmo ponto de sedimentagdo, mas em tempos diferentes, logo a
velocidades diferentes.

O facto dessa velocidade maxima ocorrer na mesma posi¢cado radial, ou seja no
mesmo ponto de sedimentacdo, leva-nos a considerar que este ponto podera ser crucial
na medi¢ao da VSE.

A Tabela 5.1 mostra que o ponto de velocidade maxima ocorre sempre em
posicoes radiais semelhantes (entre 0,89 e 0,91), a excepgao das amostras 3 e 7. O facto
da interface descer o mesmo para todas as amostras, mas em tempos diferentes, justifica

as diferentes medigdes de VSE obtidas.

Tabela 5.1. Esta tabela mostra a altura de sedimentagao dos eritrocitos na estrutura até atingirem o ponto de
inflexdo (hyi), ou seja ponto de velocidade maxima, normalizada para a altura inicial da amostra (hpi/ho), 0

tempo que as células demoraram a atingir esse ponto, bem como a velocidade nesse ponto.

hpi / ho Tempo Vmax

(s) (mm/h)
Amostra 1 0,9 33,05 2,39
Amostra 2 0,91 42,9 2,69
Amostra 3 0,86 44,09 4,15
Amostra 4 0,89 42,52 3,62
Amostra 5 0,9 47,04 2,38
Amostra 6 0,89 31,03 4,66
Amostra 7 0,95 35,21 1,8
Amostra 8 0,91 48,87 2,38
Amostra 9 0,89 44,38 4,05
Amostra 10 0,91 47,34 1,87
Amostra 11 0,88 47,18 3,09

5.2 Comparacdo do hematocrito entre o método em disco e método

convencional

Os resultados experimentais da medi¢gao do hematdcrito em disco, relativamente ao
método de referéncia foram bastante satisfatérios. A boa linearidade do R?=0.94 (Figura

4.20) permitiu efectuar medi¢gées com precisao.
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5.3 Comparacao entre sangue venoso e sangue capilar

Uma vez que o metodo em disco vai utilizar sangue total capilar, € importante
perceber se as medidas de sangue capilar sao fiaveis e reprodutiveis e determinar a
relagdo entre os resultados de sangue capilar total e sangue venoso com anticoagulante
(KsEDTA).

A utilizacdo de sangue venoso com anticoagulante (K;EDTA), método standard
utilizado neste trabalho para calibrar o método em disco, traz algumas vantagens
relativamente ao método tradicional, que utiliza a diluicdo de citrato de sddio, preserva as
caracteristicas morfologicas das células e nao interfere com os mecanismos de
sedimentacdo. Além disso, aumenta a estabilidade das células, favorecendo a formagao
dos agregados e reduzindo o risco de ocorréncia de fendmenos andémalos, como a
formacéo de coagulos [40].

Os valores de VSE em disco para sangue venoso sao ligeiramente superiores aos
obtidos para sangue capilar (Figura 4.21), mas ambos correlacionaveis linearmente. Este
fendmeno pode ser explicado por um maior valor de Htc observado nas amostras de
sangue venoso e capilar [41], como sumarizado na Tabela 4.7.

Isso pode ser explicado pela concentracdo de EDTA nos tubos dar origem a
resultados de Htc artificialmente mais baixos para sangue venoso [42].

Como o valor de Hic é mais baixo para sangue venoso, € normal que a
sedimentagdo das células seja mais rapida, devido a existéncia de menos repulsdes
electrostaticas.

No geral, os resultados destas experiéncias foram satisfatérios e razoavelmente
precisos, observando-se que as amostras de sangue capilar e venoso dao resultados
estritamente correlacionaveis (Figura 4.22 e Figura 4.23), para a medi¢ao da VSE e do
Htc.

Correlagdes de 0.87 e 0.85 foram obtidas para os valores da VSE e Htc
respectivamente, entre sangue venoso e capilar para o método em disco. A relacéo é boa
o suficiente, para questionar a necessidade de utilizar anticoagulante no sangue para
medir a VSE em disco, pois o tempo de teste é curto. Supde-se assim, que a utilizagao
de sangue capilar em disco seja fiavel. O unico critério que justifique a utilizagdo de
sangue com anticoagulante para a medi¢cao em disco é obter uma boa reprodutibilidade
[37].
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5.4 Inovagbes e método em disco

Nas ultimas décadas, diversas técnicas de medicao da VSE tém sido desenvolvidas
e introduzidas na pratica clinica laboratorial, para atender as seguintes necessidades:
garantir a seguranga dos operadores através de sistemas automatizados e fechados;
automatizar a medigao e optimizar o fluxo de trabalho e de recursos humanos; medir a
VSE e executar ao mesmo tempo outro tipo de testes hematoldgicos; reduzir o tempo e
custo do teste, e volume da amostra necessario.

Neste trabalho foi desenvolvido um novo procedimento, que permite uma medicao
da VSE automatica, segura e precisa na pratica clinica.

O teste em disco permite uma técnica de colheita muito simples, com uma lanceta
descartavel e com um volume de apenas 2 L. A capacidade de colheita de sangue do
dedo € essencial em pediatria, em geriatria e doentes oncoldgicos [42].

Diversos testes tém vindo a ser desenvolvidos recentemente (Tabela 5.2),

contribuindo para a seguranca e fiabilidade dos procedimentos e resultados da VSE.

Tabela 5.2. Tabela de novos métodos e inovagdes desenvolvidos para medi¢do da VSE.

Tempo Volume Determinagées: Correlagdo com
Método Fornecedor teste VSE, Htc ou 2. Referéncia
. amostra Westergren (R%)
(min) ambos
ESR Stat Plus Hema Technologies 4 25 uL VSE 0,92 [43]
HumaSed 40 Human 240r48 1,5mL VSE 0,86 [44], [45]
instrument
ESR-Auto Plus Streck 30 1,2 mL VSE 0,92 [44]
Ves-Matic Diesse 25 1mL VSE 0,92 [25], [46]
Junior / Senior
Mini-Ves Diesse 20 1mL VSE 0,92 [29]
StaRRsed Mechatronics R&R 30 1,3 mL VSE - [47]
Compact

O método em disco apresentado tem algumas vantagens relativamente a estes
testes, nomeadamente no volume de amostra utilizado (2 pL) e no tempo de teste (5-10
minutos). Além disso, nenhuma das inovagdes apresentadas na Tabela 5.2 realiza a
determinacao simultanea da VSE e do Htc.

Para validacdo do método em disco, terdo de se realizar mais testes com uma
variagao dos valores da VSE de 0 a 100 mm/h. Apesar disto, as correlagdes obtidas para
a VSE e Htc sdo consideradas bastante satisfatérias e com boa concordéancia.
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6.1 Conclusdes

Esta dissertagdo pretendeu dar a conhecer o trabalho desenvolvido em contexto
empresarial na Biosurfit S.A., Lisboa. O trabalho constituiu uma experiéncia muito
enriquecedora no que se refere a aquisicdo de conhecimentos e treino de competéncias
profissionais, permitindo o contacto directo com a realidade empresarial, como
complemento a formagao académica.

Possibilitou-me experimentar as rotinas inerentes a um projecto de investigagao no
dominio da ciéncia aplicada, adquirir uma postura de andlise critica fundamentada, bem

como a capacidade de integrar uma equipa multidisciplinar.

Como ponto de partida para este projecto foi realizada uma vasta pesquisa
bibliografica sobre medidas de velocidade de sedimentag&o eritrocitaria, VSE, e
hematdcrito, Htc, a qual definiu o ponto de partida para este trabalho, que se pretende
inovador e competitivo. Uma parte importante do trabalho foi empreendida na
aprendizagem de desenho em CAD das estruturas microfluidicas e de varias técnicas de
prototipagem de micro dispositivos. Tendo o trabalho sido projectado para uma
plataforma centrifuga de microfluidos, a optimizacdo do protocolo de rotagédo foi
necessaria para iterativamente com o desenho da estrutura microfluidica se medir em
disco a VSE e o Htc

Por questbes de conveniéncia foram efectuadas medidas de VSE e Htc para um
grupo de individuos saudaveis, dos quais tivemos acesso a amostras de sangue venoso
e capilar. Apesar de preliminares, estas experiéncias permitiram aferir a capacidade
discricionaria dos testes de VSE e Htc em disco e a respectiva comparagdo com o0s
resultados medidos em laboratério por uma técnica de referéncia.

Neste trabalho foram testadas varias hipoteses para obter uma boa correlagéo
entre os valores da VSE e Htc em disco e os valores de referéncia. A melhor correlagao

foi obtida na regido da curva de velocidade de sedimentacao onde as células sedimentam
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mais rapido, ou seja, no ponto de velocidade maxima, com inclusao do valor de Htc como
parametro de correlagdo. A correlacdo obtida foi satisfatéria (R*=0.87).

Os resultados experimentais da medigao do hematdcrito em disco, relativamente ao
método de referéncia foram bastante satisfatorios, como se concluiu através da boa
linearidade obtida (R?=0.94).

Neste dispositivo, as experiéncias realizadas demonstraram que o sangue capilar
pode ser utilizado nas medi¢des, sendo que os resultados s&o correlacionaveis com os
resultados das experiéncias, onde foi utilizado sangue venoso com anticoagulante. As
correlagbes obtidas para os valores da VSE e Htc foram de 0.87 e 0.85 respectivamente,
entre sangue venoso e capilar para o método em disco.

Em resumo, os testes efectuados durante a tese comprovaram que a medig¢do da
VSE e do Htc em disco, fazendo uso da aceleragdo dos processos de sedimentacdo
devido ao campo centrifugo aplicado, € uma técnica promissora para ensaios clinicos em
hematologia. Como vantagens adicionais sdo de referir o tempo reduzido do teste
(inferior a 10 min) e o volume de sangue utilizado (aproximadamente 2 pL) recolhido de
forma pouco intrusiva (sangue capilar). Combinado com o portfélio tecnolégico da
Biosurfit, 0 qual esta centrado em dispositivos descartaveis de baixo custo para testes
clinicos, medidos numa plataforma portatil, o presente trabalho constitui um contributo

importante para a estratégia da empresa.

6.2 Trabalho futuro

As experiéncias realizadas confirmaram o conceito de determinagdo da
velocidade de sedimentacdo e hematdcrito em plataforma centrifuga. Como trabalho
futuro, destaca-se a necessidade de optimizar os procedimentos de medigdo para um
maior numero de amostras, com valores mais abrangentes de VSE e Htc, incluindo
valores que estejam fora dos limites normais e amostras provenientes de individuos com
patologias especificas. O estudo das curvas de sedimentacdo para amostras que
apresentem valores extremos de VSE e/ou Htc sera importante para aferir se os regimes
de sedimentagdo identificados na tese se mantém. Porventura mais do que uma
correlacao tera de ser adoptada para estabelecer a equivaléncia dos resultados em disco
com os da técnica convencional, dependendo do intervalo de VSE e Htc.

Estando descrita na literatura a influéncia do hematdcrito na velocidade de
sedimentacdo é imperativo medir as curvas de sedimentacdo para amostras com a
mesma velocidade de sedimentagdao e diferentes hematdcritos, com o objectivo de
estabelecer uma correlagao entre ambos.
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Conclusao

O desenvolvimento e validagédo do dispositivo, perspectiva a produgdo em grande
escala e sua comercializacdo. O sistema ira permitir a determinacao da VSE e Htc em
tempo real e a baixo custo. E um sistema portatil, que utiliza quantidades reduzidas de
amostras. Os resultados devem ter a mesma fiabilidade e precisdo dos sistemas de

analises clinicas, existentes actualmente nos laboratérios de analises.
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Anexo 2

Tabela de comparagdo dos resultados de medicdo da VSE para sangue venoso com
anticoagulante e para sangue capilar obtidos em disco, e para sangue venoso com anticoagulante

para o método de referéncia.

Medicao da Método em disco (mm/h) Método ref. (mm/h)
VSE VSEcapilar VSEvenoso VSEvenoso

Amostra 1 6 6 6

Amostra 2 11 9 9

Amostra 3 11 14 13

Amostra 4 9 11 16

Amostra 5

Amostra 6 17 19 18

Amostra 7

Amostra 8

Amostra 9 15 13 11

Amostra 10 6

Amostra 11 9







Anexo 3

Tabela de comparagéo entre os resultados de hematécrito obtidos em disco para sangue venoso e

sangue capilar. Indica os desvios padrdes entre os triplicados feitos para cada amostra, tanto em

sangue venoso como em sangue capilar. A ultima coluna representa o desvio padrdo existente

entre os resultados de hematdcrito obtidos para sangue venoso e para sangue capilar.

Medicdo do | HtCvenoso Desvio padréo (o) | HtCcapilar Desvio padréo (o) Desvio padréo (o)
Htc em (%) entre triplicados (%) entre triplicados entre sangue
disco para sangue para sangue venoso e capilar
Venoso capilar
Amostra 1 37,4 0,8 37,3 0,8 0,1
Amostra 2 42,6 0,3 42,6 0,6 0,0
Amostra 3 38,2 0,4 38,8 0,7 0,4
Amostra 4 38,2 1,6 42,0 0,4 27
Amostra 5 41,3 1,1 42,9 1,2 1,2
Amostra 6 43,3 0,6 443 3,2 0,7
Amostra 7 42,5 1,0 42,9 0,3 0,3
Amostra 8 45,2 0,1 46,4 0,6 0,9
Amostra 9 37,0 1.1 38,9 (s6 1 ensaio) 1,4
Amostra 10 45,0 1,1 45,0 1,1 0,0
Amostra 11 39,0 0,9 41,1 1,0 1,5
Média 0,8 0,9 0,8




