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Resumo

O desenvolvimento das técnicas de microfabricacdo, especialmente a impressdo 3D e
a microusinagem, tém expandido as aplicacdes de MEMS (do inglés, Microelectrome-
chanical Systems) para dispositivos Lab-on-a-Chip (LOC), sendo a microfluidica uma das
areas de aplicagdo que mais progride. Suas aplicagdes podem se estender a diversos
ramos da biotecnologia ao fundir conhecimentos de quimica, fisica e engenharias, intro-
duzindo diversas melhorias em processos como redugao do uso de reagentes e aumento
da eficiéncia e controle de reacées. Deste modo, destacamos o estudo dos fenbmenos
de escoamento em microfluidica devido as suas particularidades quando comparada
a mecanica dos fluidos classica, especialmente pelo predominio do escoamento al-
tamente laminar e capilar entre fluidos e processos lentos de difusdo e de dispersao
nas interfaces. Neste planejamento, propomos o desenho, simulagdo e manufatura de
um micromisturador por impressao 3D por estereolitografia, que é uma das técnicas
que desponta na area dado seu baixo custo relativo e facilidade de prototipacdao. O
trabalho apresenta as etapas do projeto, analises numéricas, funcionamento, testes de

citotoxicidade e possiveis aplicagdes dentro de biotecnologia.

Abstract

The advance in new microfabrication techniques, such as 3D printing and micromachining,
has expanded the applications of MEMS (Microelectromechanical Systems) in Lab-on-
a-Chip devices while microfluidics field shows great progress. Its applications include
diverse fields of biotechnology by merging chemistry, physics and engineering concepts
and by introducing process improvements like increase in efficiency and reduction of
biological reactants. Therefore, we highlight the study of fluid mechanics in microscale
dimensions due to its particularities compared to the classical theory regarding fluid
physical phenomena. There is a predominance of highly laminar and capillary flow and
slow diffusion and dispersion processes on the interfaces. In this project we propose a
design, simulations and a fabrication protocol of a micromixer for reactants using 3D
printing by stereolithography, which is a technique that stands out for its relative low
cost and ease for prototyping. This article presents the workflow, numerical analysis,
functionality, biocompatibility tests and possible applications in biotechnology.
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Observou-se nas ultimas décadas o surgimento e a consolida¢do de uma nova tendéncia
mundial: a miniaturizagdo. Esta tendéncia tem se manifestado em diferentes ramifica-
¢bes da ciéncia e propiciou o surgimento de grande quantidade de microdispositivos
(QIN et al., 1998). Da mesma forma que os microchips eletrdnicos revolucionaram o
universo dos computadores e da eletronica, a microfluidica tem revolucionado a quimi-
ca analitica permitindo a obtencao de dados que antes s6 eram obtidos em laboratérios
especializados (MAIRHOFER; ROPPERT; ERTL, 2009; VAN DEN BERG et al., 1998).
A principal razdo para a miniaturizagdo tem sido aumentar o desempenho analitico,
entretanto também se tornaram relevantes a redugdo do volume de reagentes e de
amostras (da ordem de pL-nL), baixos custos de fabricacio e a diminuigcdo do tempo
de analise (EHRFELD, 2003).

A ascensdo dos microdispositivos analiticos comegou no inicio da década de 90,
com a apresentagao de um microssistema para cromatografia em fase liquida (SQUI-
RES; QUAKE, 2005). Simultaneamente a apresentagdo desse microdispositivo, Manz
et al. (MANZ, a.; GRABER; WIDMER, 1990) propuseram o conceito de microssis-
temas para andlises totais, ou, simplesmente, pTAS. Com o desenvolvimento dos
pTAS, tornou-se possivel integrar vdrias etapas analiticas como injegdo, mistura,
pré-tratamento (selecdo), reagdes quimicas, separagao e detecgdo em um UGnico
dispositivo (BRUUS, 2008; NGUYEN; WU, 2005). Este conceito que permite inserir
varias etapas conjuntamente em um pTAS sdo também denominados por “Lab-on-
-a-Chip” (LOC) (GIANNITSIS, 2011).

Os microdispositivos que operam com fluidos (microfluidica) apresentam muitas
vezes interacgdes fluido-estrutura, multifluidos, reagdes quimicas, difusdo térmica,
escoamento multifasico e solidos em suspensdo (BRUUS, 2008). Assim, a minia-
turizacdo e o fluxo laminar nos Lab-on-a-Chip permitem um melhor controle do
processo, reduzindo o consumo de reagentes e o tempo de andlise. Portanto, estes
possuem uma destacada aplicagdo em dispositivos de andlise quimica e bioldgica.
Uma importante etapa dos sistemas LOC é o controle de processos como manipu-
lacdo de células, emulsdes e reagdes quimicas em microdispositivos (PATTANAYAK
et al., 2021; SQUIRES; QUAKE, 2005).

As técnicas de fabricagao de sistemas LOC tradicionalmente envolveram processos

de microfabricacdo em sala limpa, como fotolitografia e corrosdao em substratos de
vidro e silicio, que sdo etapas caracteristicas pela alta complexidade e custo. A partir
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do avancgo das tecnologias de impressdao 3D ou manufatura aditiva, expandiram-se
as possibilidades de fabricagdo de dispositivos microfluidicos com vantagens como
rapidez em prototipagem, facilidade na modelagem de estruturas 3D internas e custos
reduzidos (AMIN et al., 2016). Desta forma, a criagdo de protocolos para melhoria
na resolucao de estruturas microfluidicas, a estratégia de manufatura e o estudo de
materiais de impressdo para aplicagdes em quimica analitica e biol6gicas tém sido
topicos de ampla investigacdo nos ultimos dez anos (HART et al., 2020; KREJCOVA
et al., 2014). Assim, dentre as diversas aplicagdes, destacamos seu uso em medicina
para o prognéstico, diagndstico e terapéutica, abordando a construgdo do dispositivo
em estudo e demonstrando como o atual desafio é multidisciplinar, permitindo que

profissionais de diversas dreas possam se especializar em impressao 3D.

Este trabalho apresenta a exploragdo da implementagao do processo de fabricagao
através de impressao 3D por estereolitografia para implementacao de mili- e microflu-
idica na faixa de escoamento volumétrico entre 0,5 ml/min até 4 ml/min. Dentro da
metodologia proposta, usa-se a integracdo de softwares comercial e open-source para
desenho CAD e simulagdo nas condigdes dos dispositivos fabricados por impressao 3D.
Desse modo, é definido o projeto sobre a fabricagdo e experimentagdo para reprodu-
tibilidade e aplicabilidade nos dispositivos e montagens como por exemplo: detalhes
sobre a orientacdo da impressdo (tamanho de camada e resolucao), predigdo numérica
dos regimes no escoamento dos fluidos e angulo de contato com agua (molhabilidade)
das superficies geradas pela impressdo com resina. Finalmente, uma abordagem ex-
perimental sobre os dispositivos fabricados para casos simples de micromisturadores
e testagem de biocompatibilidade sdo realizadas. Assim, se define uma metodologia
de planejamento, predicao, projeto, fabricagao, testagem e prototipagem, dentro do
esquema da industria 4.0 (Ficura 1) JANDYAL et al., 2022), que é derivada e inspirada
em tecnologias para microfluidica empregadas no Laboratério de Micromanufatura do
IPT, tais como LTCC e litografia (COBAS GOMEZ et al., 2018).
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Figura 1 - Metodolégico de desenvolvimento e fabricacdo de microdispositivos usando
impressdo 3D e procedimento de industria 4.0. Planejamento e projeto com (a) desenho
em CAD e simulacdo em CFD. (b) Equipamento de impressdo de estereolitografia e pelas
impressas. (c) Bancada de testes de escoamento e biolégicos.
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Fonte: elaborado pelos autores.

Portanto, para estas andlises se empregam trés casos de microcanais para estudo inicial
de funcionalidade. Entretanto para a implementagdo em biotecnologia (manipulagdo
de materiais organicos) usando dispositivos em base a resina curada, sdo realizados
testagem sobre os dispositivos como andlise de citotoxicologia para biocompatibilidade

com resultados qualitativos.
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2 Procedimento metodologico

2.1 Geometrias de micromisturador e simula¢ao do escoamento

Os dispositivos microfluidicos foram projetados usando SolidWorks (Dassault Systemes
SolidWorks Corp., Waltham, MA). Assim, os sélidos gerados no estagio de desenho CAD
foram empregados nos processos de simulagdo (FiGura 1(a)) e fabricagdo com impressao
3D (FiGura 2 (@)). Portanto, as cavidades e canais internos dos trés dispositivos fluidicos

para os casos de estudo sdo definidos em detalhe na Ficura 3.

Desse modo, examinam-se os dispositivos projetados com analise CFD em termos de
propriedades do fluxo nos microcanais com um escoamento volumétrico padrao de
3 mL/min para todos os casos (nimero de Reynolds ao redor de 350 para um regi-
me laminar) (BRUUS, 2011). Consequentemente, foram simulados para os dominios
fluidicos, as carateristicas paramétricas de densidade e viscosidade de agua liquida
a 25 °C usando o médulo de fluxo laminar monofésico e estacionario. O COMSOL
Multiphysics 5.3 (Burlington, MA) foi usado nessas andlises. As malhas geradas para
discretizar o dominio fluidico foram de varredura tetraédrica 3D para os canais e o
dominio computacional nas entradas e saida. O nimero total dos elementos de malha
variou nos diferentes exemplos de 173.738 — 594.685.
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Figura 2 - Processo de modelagem e fabricacao de dispositivo fluidico por impressao 3D.
(a) Desenho CAD em SolidWorks e configuracio de impressao em software acima e abaixo
respectivamente. (b) Equipamento de impressdo 3D Form 2, plataforma com peca parcial
durante a impressao e com detalhe durante a etapa de cura por escrita direta do laser UV,
peca final fixada na plataforma e removida da plataforma. (c) Primeira etapa de limpeza
apos a impressao por injecao de alcool isopropilico nas entradas e saidas do dispositivo e
imersdo no alcool isopropilico. (d) Segunda etapa de limpeza em ultrassom com peca imersa
e secagem. (e) Pés-cura na Form Cure. (f) Polimento com peca antes e depois do processo.
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Fonte: elaborado pelos autores.
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Figura 3 - Dimensées dos canais e cavidades dos microdispositivos por impressio 3D: (a)
Obstéaculo. (b) Zig-Zag. (c) Canal reto. Dimensées das cotas em milimetros (mm).
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Fonte: elaborado pelos autores.

2.2 Fabricacgao por tecnologia de estereolitografia

Os processos de impressdo 3D se baseiam na formagdo de sucessivas camadas de
material no topo de uma camada anterior do mesmo, que sdo depositadas em estado
fundido e que, através de mecanismos térmicos ou épticos por exemplo, sdo curados
e se aderem a superficie para formar uma peca Gnica. A tecnologia de impressdo 3D
empregada neste trabalho é a de manufatura por estereolitografia (SLA), que é baseada
na cura da resina por fotopolimerizacdo através da escrita direta a laser UV em camadas
intermediarias que podem variar entre dezenas a centenas de micrometros. A estere-
olitografia permite a obtencdo de altas resolu¢des quando comparado a tradicional
impressdo por filamento, uma vez que a largura de feixe do laser é menor que a do
sistema de injecdo de filamento fundido (FINNES, 2015). Além disso, as impressoras
SLA, em geral, possuem maior precisdo de resolugdo entre cada camada, utilizando
passos minimos de dezenas de micrémetros, enquanto que a impressdo por filamento
possui resolugdes de centenas de micrometros (KAFLE et al., 2021).

O modelo de impressora 3D utilizado neste trabalho é a Form 2 uSLA 3D Printer (For-

mlabs, Somerville, MA, EUA) (Ficura 2(b)), que permite a constru¢do de camadas com
resolugdo entre 25, 50 e 100 ym para a resina Clear (FLGPCL04) também da Formlabs
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(Somerville, MA, EUA), material caracteristico por sua translucidez e alta resisténcia
mecanica (FORMLABS, 2017). Os principais componentes do sistema da impressao sao:
(1) uma plataforma que se movimenta no eixo vertical e em que fica aderida a pega ao
longo da impressdo, com a sua face voltada para baixo, (2) um tanque de acrilico em que
estd a resina ndo curada com um fundo transparente de material elastico, por onde deve
passar o feixe de laser enquanto a pega esta em contato com o tanque para construgao
de cada nova camada, (3) o sistema de emissdo de laser UV de comprimento de onda
de 405 nm, poténcia de 250 mW e com largura de feixe de 140 pm e (4) um cartucho
de resina para reposicao no tanque ao longo do processo. O sistema é coberto por uma
tampa laranja, que evita a cura indesejada da resina por exposicao a luz ambiente.

O processo de manufatura se inicia pela modelagem da pega em software de desenho
3D. O design dos menores elementos da pega deve estar alinhado as caracteristicas
de resolugdo da impressora. Esta resolugdo foi obtida empiricamente no Bionano a
partir de fabricacao de canais milifluidicos de largura abaixo de 1,5 mm e é discutida
na literatura técnica como em Nielsen et al. (NIELSEN et al., 2020), em que a solugdo
para obtengao de canais de tamanho abaixo de 100 um passa pela utilizagao de resinas
customizadas de baixa viscosidade.

O estudo de resolucdo dentro do Bionano foi feito com a andlise por microscopia
otica de canais simples, de estruturas multicanal e de malha de pilares como apresen-
tado nas Figuras 4(a) e 4(b). Os dispositivos de canal simples tinham dimensdes na
modelagem 3D de 1,36 x 1,36 mm2, 2,0 x 0,5 mm2e 1,0 x 0,5 mm?2 (Figuras 4(c)-(e)
respectivamente). E observada uma contragdo em relacio ao projeto de CAD de apro-
ximadamente 5,4%, que ocorre principalmente apds o processo de pés-cura devido a
maior forga de ligacdo na estrutura do material. O segundo dispositivo com estruturas
multicanal é composto de uma rede de 6 canais com 1,0 x 0,5 mm? espagadas de 0,5
mm e ndo apresentou falhas de fabricagdo ou escoamento em setup experimental. Por
fim, a estrutura mais complexa de malha de pilares foi desenhada com espagamento de
0,5 mm entre as colunas, mas apresentou problemas de manufatura como juncao entre
pilares e pontos de entupimento com bolhas de ar. Assim, com a utilizacdo da resina
Clear, que possui alta viscosidade, 500 pm é tido como a menor dimensao de largura
de canal para estruturas simples no atual setup.
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Figura 4 - Dispositivos para estudo de resolucio na fabricacio. (a) Estrutura multicanal, de
malha de pilares e de canais simples de diferentes dimensdes, (b) setup de microscopia ética
com peca de canais simples apés corte, (c) canal de 1,36 x 1,36 mm?, (d) canal de 2,0 x 0,5
mm? e (e) canal de 1,0 x 0,5 mm?.

Fonte: elaborado pelos autores.

Os canais desenhados para micromisturadores (FiIGura 1(a)) e testes de biocompatibili-
dade neste trabalho apresentam dimensdes de 1,0 mm x 2,5 mm, de forma a garantir
um dispositivo com resolugdo precisa para observagdo adequada dos fendmenos de
mistura. O passo de fabricagdo entre camadas para estes dispositivos escolhido foi de
50 pm, totalizando em média 15,96 mL de volume, 390 minutos de processo e 1.366
camadas para cada dispositivo fabricado individualmente.

Outro ponto critico em dispositivos microfluidicos € a estratégia e desenho das conexdes
de entrada e saida de modo a garantir a estanqueidade, que é uma barreira comum
na implementagao experimental. O tipo de conexao utilizada em nosso dispositivo é
0 encaixe por roscas acopladas as mangueiras que se conectam a bomba. O acopla-
mento do conector ao dispositivo é simples — o polimero é desgastado pelo encaixe
do conector no rosqueamento e é obtido o formato da rosca no material. Os testes de
estanqueidade mostram que a vedagdo é adequada para as aplicagdes de vazao até 5
mL/min em setup com bomba de pistao.
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Além das restricoes de resolugdo, a orientagdo em que a peca é fabricada ao longo do
eixo vertical é importante para a garantia da integridade do canal e prevencao de entu-
pimentos. A fabricagdo deve ocorrer de modo que favorega o escoamento do excesso de
resina que permanece na superficie da pega a cada vez que esta entra em contato com
o tanque para a fotopolimerizagdo de uma nova camada. Assim, as entradas e saidas
devem permanecer orientadas de forma quase paralela ao eixo vertical, mas ao mesmo
tempo, com a mudanca de direcao do canal ao longo do dispositivo, pequenas incli-
nagdes entre 3° e 10° a partir da posicao na vertical contribuem para o escoamento de
resina que poderia se depositar em cantos formados ao longo do processo (FIGURA 2(a)).

ApOs a impressdo da pega, os pequenos suportes que a sustentam e estdao aderidos a
plataforma sdo quebrados com alicate e os fragmentos remanescentes sao posteriormente
polidos. A etapa mais crucial de limpeza no tratamento de dispositivos 3D € a desobstru-
¢ao de canais que ainda tenham resina ndo-curada. Assim, o solvente alcool isopropilico
deve ser injetado imediatamente pelas entradas dos canais como na FiGura 2(c), de
modo a evitar qualquer cura gradual e a eliminar todo excesso de resina no interior da
peca. Pela nossa experiéncia, é indicada uma segunda limpeza em banho ultrassénico
em alcool isopropilico por 10 minutos para remogao de residuais (FIGUrRA 2(d)).

Apesar da peca ter a sua geometria final apds a impressao, ela ainda ndo terd obtido a
sua maxima rigidez mecanica. Um procedimento de pds-cura entdo € realizado, que
consiste em mais uma exposicao do dispositivo a luz UV, mas uniforme e em alta tem-
peratura - no caso da resina Clear a exposigao é de 15 minutos a 60 °C no aparelho
Form Cure (Formlabs, Somerville, MA, EUA), mostrado na FIGURA 2(e). A pds-cura visa
a fotopolimerizagao completa do material.

A Gltima etapa de fabricagdo é o polimento, no qual utiliza-se lixa d’agua de gramatura
1000 e 2000, para aumentar a translucidez do material como observado na Ficura 2(f),
em que a peca apresenta superficie de aparéncia fosca logo apds o processo de pés-cura
e uma superficie mais translicida ao final do polimento. Inicialmente, o polimento é
feito com a lixa 1000 e agua DI, movimentando o dispositivo sobre a lixa em forma de
um ndmero oito na horizontal — ou deitado, por 20 minutos. Deve-se prestar atengdo
quanto a pressao exercida sobre a peca em contato com a lixa. Deste modo, o processo
é realizado segurando as duas extremidades do dispositivo, aplicando pouca forga para

que a superficie fique uniforme e garanta o nivelamento do mesmo. Em seguida, com
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a mesma lixa, sdo exercidos movimentos sucessivos para frente e para tras aplicando
menos for¢a quando comparado ao passo anterior.

Posteriormente ao polimento com a lixa 1000 deve-se observar as ranhuras presentes
na superficie do dispositivo e se estas possuirem um padrdo, pode-se dar continuidade
com a lixa 2000, repetindo os mesmos processos utilizados com a lixa 1000 para dar
acabamento a superficie, suavizando ranhuras e aumentando a translucidez da peca.
Caso estejam sem nenhum padrdo é necessario repetir o processo com a lixa 1000,
tomando cuidado com a pressdo exercida sobre a pega, para obter-se uma superficie
uniforme e translicida e garantir a qualidade da visualizagdo do fluxo dentro dos ca-
nais, especialmente naqueles que envolvem células, como apresentado neste trabalho.

O teste in vitro para a analise da citotoxicidade foi realizado de acordo com a norma
ISO 10993-5 (ISO 2009). A amostra, previamente curada e esterilizada, foi adicionada
em Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) na proporgao de 1 cm?mL e
incubada por 24h a 37 °C (FiGura 5(a)). A suspensao celular foi cultivada em garrafa
de cultura celular (75 cm?), em meio de cultura DMEM com adicdo de 10% de soro
fetal bovino (BSA, do inglés bovine fetal serum). Apds confluéncia, as células foram
destacadas pela adic¢do de tripsina 0,2% (EDTA 0,02%) e, avaliadas pelo Countess Au-
tomated Cell Counters (Invitrogen, ThermoFisher Scientific) para o ajuste da densidade
da suspensado celular para cerca de 1 x 10° cel./mL. Utilizamos a suspensao celular
de NCTC - clone L929 da ATCC-CCLT1 para o preparo das placas, distribuindo 100 pL
da suspensdao em 1 x 105 cel./mL em cada pogo (1 x 10* cel./pogo) (FiGura 5(b)). Para
atingir a confluéncia desejada, a placa foi incubada em estufa imida a 37 °C e atmos-
fera com 5% CO, por cerca de 24h. As diluicbes seriadas foram realizadas através da
adigdo de 100 pL de cada diluigdo do extrato em contato com as células aderidas em
cada pogo nas seguintes concentragoes: 100%, 50%, 25%, 12,5% e 6,25% de extrato.

A analise foi feita em triplicata.

Controles positivo e negativo receberam o mesmo procedimento da amostra, sendo luva
cirtrgica de latex sintético e o préprio meio DMEM com adigao de 10% de soro fetal
bovino, respectivamente. Esse tltimo, correspondendo a 100% de sobrevida celular.
A placa foi mantida em estufa imida a 37 °C e atmosfera com 5% CO, por 24h. Apos
essa etapa, trocou-se o meio antigo por um meio fresco contendo 50 pg do corante
vermelho neutro/mL e a placa foi incubada por 3h para a incorporagao do corante. Em
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seguida, visualizamos os pogos em microscopio optico invertido (Axiovert 135, Zeiss,
Alemanha) (Ficura 5(c)). Em publicagcbes posteriores sera apresentado os resultados do
teste de citotoxicidade finalizado de acordo com a norma ISO 10993-5 (ISO 2009).
Todos os reagentes utilizados sdo da Sigma-Aldrich (Missouri, EUA).

Figura 5 - Andlise de citotoxicidade. (a) Amostra da resina utilizada para impressao do
dispositivo em 3D submersa em meio de cultivo DMEM (10% BSA) por 24 horas para a
obtencao do extrato. (b) Exposicido das células ao extrato por 24 horas. (c) Analise qualitativa
das células submetidas a diversas concentragoes do extrato.

(a) (b) (c)

Fonte: elaborado pelos autores.

2.2.4 Translucidez dos canais

Para verificar a transparéncia do dispositivo quanto a passagem de células no interior
de seu canal, uma aliquota de 3 mL da suspensdo celular a 4 x 10° cel./mL (FiGura
6(a)) foi separada e diluida em 1 mL de solucdo azul de tripan 0,4% (Ficura 6(b)). O
canal, contendo a solu¢do de meio e azul de tripan, foi posicionado sobre a mesa do
microscépio Optico invertido (Axiovert 135, Zeiss, Alemanha). Com o auxilio de uma
seringa plastica descartavel, a solucdo resultante era deslocada tanto para dentro quanto
para fora do canal (FIGura 6(c)).
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Figura 6 - (a) Crescimento e ajuste das células para a densidade celular desejada. (b) Mistura
de uma aliquota da suspensao celular com azul trypan, na proporcio 3:1 respectivamente. (c)
Visualizacado das células dentro do canal do dispositivo com o auxilio de microscépio 6tico
invertido.

(a) (b)

(Y

(I

Fonte: elaborado pelos autores.

3 Resultados e discussao

3.1 Molhabilidade

A caracterizacao por medida de angulo de contato da agua em contato com a resina é
feita para determinar a molhabilidade dos canais do dispositivo. Por se tratar de estrutu-
ras internas, o teste foi feito com uma superficie impressa sem passar pelo processo de
pos-cura. O comportamento da gota de dgua na superficie mostrado na FiGura 7 indica
que a resina é levemente hidrofébica, apresentando um angulo de contato de 95°.

Figura 7 - Teste de angulo de contato com superficie impressa e agua.

Fonte: elaborado pelos autores.
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Ao modificar a superficie do dispositivo com o anticorpo anti-EpCAM para a captura
de células tumorais circulantes (CTCs), Chen et al. (CHEN et al., 2020) fizeram medi-
das do angulo de contato em conjunto com microscopia de varredura eletrénica para
demonstrar a modificagdo em cada etapa até a sua finalizagdo, obtendo a mudanca do
angulo de contato de 99,12° + 0,55 para 91,47° + 2,79, antes e ap6s a modificagao
com o anti-EpCAM respectivamente. No presente estudo, o comportamento da resina
Clear foi préximo ao encontrado ap6s o revestimento com estreptavitina (97,15° + 1,29).
Demonstrado por Li et al. (LI et al., 2015), a molhabilidade de uma superficie interna
de canais impressos afetaria a eficacia de captura de células devido a hidrofilicidade
do mesmo, promove a retencdo de dgua e interacdo célula-estrutura interna resultando
na reducao da adesao celular.

Distribuicao de pressao e perfis de velocidade para os diferentes dominios fluidicos para
os canais foram avaliados e apresentados nas Ficura 8 para o plano médio do disposi-
tivo. Os resultados computacionais revelaram uma distribuicdo altamente uniforme de
pressdo (FIGURA 8 na parte superior) dentro dos dispositivos projetados entre todos os
canais. Entretanto, os campos de velocidade resultantes na parte inferior da FiGura 8,
descrevem uma distribuicdo uniforme no percurso do canal em Zig-Zag (FiGura 8(a))
e reto (FiGura 8(b)). Contudo, o caso com obstaculo apresentou uma distribuicdo do
campo de velocidades ndo-uniforme, com picos de velocidade ao redor do escoamento
do fluido interagindo com as barreiras inclinadas e as paredes nas cavidades na FiIGura
4 (c) parte inferior.
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Figura 8 - Simulacgéo pressio e campo de velocidades nos microdispositivos: (a) Zig-Zag.
(b) Canal reto. (c) Obstaculo. Escala entre vermelho e azul mostram os valores maximos e
minimos respetivamente.

(b) ‘

Fonte: elaborado pelos autores.

A flutuacdo de velocidade dentro das entradas foi avaliada por meio da plotagem das
linhas de fluxo na Ficura 9. As Figuras 9(b) e 9(c) delimitam um comportamento unifor-
me na disposicdo das linhas de entrada nos canais principais; porém, a Ficura 9(a) na
configuracdo em Zig-Zag gera a formagdo de perturbacdes no escoamento de natureza
convectiva. Entretanto, nas Figuras 9(c) e 9(d) o perfil de velocidade em miltiplas ca-
madas nas proximidades da porta de entrada depois da jun¢do dos canais mostrou que
as flutuagdes de velocidade de fluxo tornam-se paulatinamente laminar (Figura 9(d)(11))
apos passar a entrada e entrar no primeiro canal curvo.
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Nas Figuras 9(d) e 9(e), as analises por CFD revelaram que os campos de velocidade
para uma distribuicdo de planos transversais e normais ao longo do comprimento do
canal e cavidade para as configuragdes Zig-Zag e obstaculo, formam um perfil de fluxo
caracteristico dentro de cada configuragao. A Ficura 9(d)(Il) apresenta o comportamento
uniforme transversal e normal aos canais com um méaximo de velocidade no centro e se
espalhando até os valores minimos na interagao fluido e bordas do dispositivo.

Os resultados mostraram para a Ficura 9(e)(Il) que a flutuacdo de velocidade nas di-
ferentes segdes dos planos nas cavidades das barreiras inclinadas teve uma maior ir-
regularidade em comparagdo com as se¢des nos canais médios, de entrada e saida.
Observando-se que essas perturbagdes na velocidade prevalecem nas duas cavidades
nas saidas de forma semelhante, onde o fluxo sai ndo-uniforme da cavidade e poste-
riormente no microcanal estabiliza-se para, entdo, entrar novamente na cavidade com

obstaculo e sair novamente modificado.

Figura 9 - Simulacdes de linhas de fluxo para as entradas dos dispositivos: (a) Obstaculo. (b)
Zig-zag. (c) Canal reto. Grade entre vermelho e azul mostram os valores maximos e minimos,
respetivamente.

Fonte: elaborado pelos autores.
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3.3 Ensaios bioldgicos

Inicialmente, é necessario analisar o grau de toxicidade que o material pode apresentar
as células animais. Através do ensaio foi observado a integridade da cultura celular
(Ficura 10(a) e (c)), a qual manteve-se integra com 100% do extrato da resina Clear,
sem alteragdes em sua morfologia, conforme resultados anteriores (HART et al., 2020),
permitindo a continuidade do experimento. O controle positivo, realizado com luva
cirtrgica de latex sintético e com mesmo tratamento da amostra, apresentou alta toxi-
cidade as células devido as suas propriedades ja conhecidas que reduzem a atividade
metabdlica, viabilidade e proliferagdo celular (Fiura 10(b) e (d)). A apresentacao das
contagens, resultado complementar do teste de citotoxicidade, serdo publicadas nos
préximos trabalhos.

Figura 10 - Teste de citotoxicidade. (a) e (c), imagens de microscopia 6ptica das amostras
submetidas 3 100% do extrato e extrato de luva ldtex descartavel, respectivamente. (b) e (d),
fotos das placas utilizadas para a amostra do material de resina e de luva latex descartavel,
respectivamente validando o teste de citotoxicidade.

Fonte: elaborado pelos autores.
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A translucidez e a resisténcia que a resina apresenta sdo caracteristicas importantes
e tém demasiada importancia quando comparadas a outros materiais como LTCC (do
inglés, Low Temperature Co-fired Ceramic) e PDMS (do inglés, Polydimethylsiloxane)
respectivamente. Diante disso, Oh et al. (OH et al., 2018) desenvolveu um circuito
capilar impresso em 3D (3D-CC) com o objetivo de avaliar a viscosidade do sangue
(VS), importante parametro hemorreolégico que afeta o fluxo sanguineo e a circulagao
a olho nu, permitindo a determinagdo rapida e direta. A partir da VS é possivel ter um
diagnéstico e prognostico de alteragdes hemorreoldgicas que podem ser associadas a
varias doengas como anemia falciforme e Diabettes mellitus. Assim como apresentado
neste trabalho, o dispositivo impresso em 3D possui translucidez para a visualizagio
de células L929 na concentracdo de 1 x 10* cel./mL em seu interior (FIGUrRA 11(a)).
Entretanto, ainda é necessario a realizacdo de uma metodologia para alcangar o
maximo de translucidez possivel dentro do canal (Ficura 11(b)) que, aparentemente,
possui uma superficie porosa, dificultando a visualizagdo de solugdes com baixas
concentracoes celulares.

Figura 11 - Visualizacio das células L929 através do canal por microscopia éptica. (a)
Magnitude de 5x. (b) Selecdo de uma area do canal para a observacio das células com
a lente de magnitude de 20x. Areas circuladas em amarelo representam pontos de
identificacdo de células.

Fonte: elaborado pelos autores.
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Das inlimeras vantagens que a estereolitografia apresenta quando consideramos seu
uso em bioengenharia, destacamos a possibilidade da obtengado de superficies com tex-
tura de até micrometros, nas quais células adaptadas a esse ambiente podem se alojar
(HART et al., 2020). A vista disso, canais de dispositivos microfluidicos impressos em
3D foram funcionalizados com anticorpos para a captura de células tumorais circu-
lantes (CTCs) (CHEN et al., 2020). Dado a baixa concentragdo de CTCs, que dificulta
no prognostico e na terapéutica, este foi fabricado com alta area de superficie através
de funcionalizagao, resultando em uma eficiéncia de captura de 90%. A retencao
das células L929, ao passar a suspensao celular pelo canal do dispositivo, deve-se a
rugosidade da superficie das paredes devido ao ndo-tratamento ou polimento do canal
ap6s a cura da resina (dados ndo publicados). Deste modo, superficies com maior
porosidade podem vir a auxiliar em processos como a funcionalizacdo de materiais
e/ou moléculas de interesse e necessita de mais testes.

Em 2014, a taxa global de prematuridade foi de 10,6 por 100 nascidos vivos onde te-
mos o Brasil ocupando o nono lugar no ranking dos 10 paises com as maiores taxas de
prematuridade (11,2 por 100 nascidos vivos) (DIAS et al., 2022). Atualmente, o Gnico
tratamento € a aplicagdo de vdrias injecdes de progesterona para tentar prevenir ou
retardar o parto, entretanto o conhecimento do risco do nascimento prematuro (PTB,
do inglés Preterm Birth) s6 € visto a partir do trabalho de parto. Os bebés sobreviventes
ainda podem sofrer com diversos problemas de satde e desenvolvimento, incluindo
paralisia cerebral, doenca pulmonar crénica, perda de visdo ou audicdo e deficiéncia
intelectual. Apesar da inexisténcia de testes clinicos que indiquem a possibilidade de
ocorréncia do nascimento prematuro, Parker et al. (PARKER et al., 2018) contou com
um painel de biomarcadores encontrados no soro sanguineo materno que podem
predizer um PTB para a constru¢do de um dispositivo impresso em 3D ao funciona-
lizar monélitos, polimeros porosos continuos usados como fases estacionarias em
cromatografia liquida, com anti ferritina. Com uma impressora 3D estereolitografica
personalizada, foi adicionada uma janela de polimerizagao na qual o monélito apro-
veita as propriedades inerentes de absor¢ao UV da resina para uma polimerizagdo
reprodutivel e espacialmente seletiva. Utilizando soro sanguineo humano, os pesqui-
sadores demonstraram a primeira extragdo qualitativa de ferritina, biomarcador PTB,
por imunoafinidade em dispositivos microfluidicos impressos em 3D.

E possivel fabricar canais milifluidicos por impressao 3D com resolucio de até 500
pm, podendo ser utilizado para a construgao de micromisturadores para aplicagdes
em diversas areas, especialmente em citologia, biotecnologia e medicina devido a
sua biocompatibilidade.
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Neste trabalho exploramos as capacidades de fabricagao de dispositivos fluidicos na
escala milimétrica através da técnica de impressao 3D por estereolitografia, que apre-
senta diversas vantagens em relacdo aos tradicionais processos em silicio. Propusemos
procedimentos e técnicas voltados para a construgao de dispositivos milifluidicos com
capacidade de canais com precisdo de até 500 pm. Demonstramos que as etapas
de prototipagem, planejamento e predicdo podem ser acopladas as demandas de
desenvolvimento de produtos devido a integracio de ferramentas de desenho CAD e
simulacdo numérica com CFD. Os testes de citotoxicidade para seu uso em amostras
contendo células animais, valida que a presente tecnologia é promissora para aplica-
¢Oes em biotecnologia e medicina.
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