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DESCRIPCION
Estructuras microfluidicas con seccion transversal circular

REFERENCIA CRUZADA A UNA SOLICITUD RELACIONADA

[0001] La presente solicitud reivindica prioridad y las ventajas de, e incorpora en la presente memoria por referencia
en su totalidad, la solicitud de patente provisional estadounidense n.? 60/973,529, que se present6 el 19 de
septiembre de 2007.

CAMPO TECNICO

[0002] En varios modos de realizacién, la invencién se refiere a estructuras microfluidicas para aplicaciones
biomédicas y, mas en concreto, a constructos microfluidicos con geometria parecida a la vascular para aplicaciones
in vitro, in vivo'y ex vivo en la investigacion y terapia biomédica y clinica.

ANTECEDENTES

[0003] Las estructuras existentes para el flujo sanguineo, tales como fibras huecas, tubos y estructuras
mecanizadas se producen normalmente utilizando técnicas de procesamiento quimicas y mecanicas
convencionales a macroescala. Los dispositivos microfluidicos se fabrican normalmente utilizando técnicas
litograficas o de grabado convencionales combinadas con moldeado de réplicas. Los métodos para generar estas
estructuras que intentan imitar las redes vasculares normalmente experimentan dificultades en la reproduccion, a
microescala, de las caracteristicas especificas y de vital importancia de los vasos sanguineos. Los métodos que
utilizan fibras huecas u otras estructuras tubulares y elementos mecanizados o formados de forma
estereolitografica para dispositivos terapéuticos, tales como cartuchos de dialisis renal, dispositivos de asistencia
hepatica y dispositivos de soporte pulmonar, estan normalmente limitados en cuanto al diametro minimo
alcanzable. Ademas, las bifurcaciones vasculares en tubos y constructos a base de fibras normalmente contienen
angulos agudos debido a limitaciones en los procesos de ensamblaje. Estas limitaciones introducen también
cambios repentinos de didmetro en las expansiones y contracciones de diametro de los vasos. Las caracteristicas
agudas y no fisioldgicas repentinas provocan un flujo alterado y un control escaso en los parametros clave, tal
como la tensién de cizallamiento de la pared, provocando niveles aumentados de inflamacion y coagulacion y
dificultades en la siembra de las células a lo largo de las paredes de los canales.

[0004] Los dispositivos microfluidicos han solucionado algunas de las deficiencias asociadas a las técnicas de
formacion libre sélida o de mecanizacién y de fibras y tubos. Principalmente, la microfluidica ha permitido una
reduccion drastica en el tamario del detalle minimo y la simplificacion de los procesos de ensamblaje. Sin embargo,
las técnicas de fabricacion microfluidica existentes normalmente no permiten transiciones regulares en las
bifurcaciones o cambios de diametro de vasos, puesto que los procesos utilizados para construir los moldes tipo
microfluidicos a menudo dan lugar a geometrias rectangulares y no permiten regiones de transicion estrechadas.

[0005] Las técnicas convencionales para la microfluidica incluyen el uso de moldes tipo formados litograficamente
(material fotosensible positivo 0 negativo convencional o resina epoxi SU-8) que producen paredes laterales
rectangulares o casi rectangulares. Se han dado a conocer técnicas que producen curvatura en las paredes
laterales utilizando resinas fotosensibles JSR u otras resinas fotosensibles combinadas con procesos de coccion
para hundir las paredes laterales. Estos procesos no se controlan bien y no producen una geometria inversa
circular necesaria para el moldeo de réplicas. Ademas, estos procesos no permiten transiciones regulares en las
bifurcaciones o cambios suaves en el diametro de los vasos porque son esencialmente técnicas de deposicién
capa por capa y exposicion y, por tanto, por naturaleza dan lugar a variaciones bruscas en la geometria.

[0006] Los procesos de grabado tales como el grabado por plasma o grabado himedo normalmente presentan las
mismas limitaciones que las técnicas litograficas. Las técnicas de grabado ionico reactivo profundo (DRIE, por sus
siglas en inglés) son muy anisotropicas y, cuando se modifican para producir paredes laterales graduadas, todavia
producen paredes rectas y esquinas estrechadas. Las técnicas de grabado iénico reactivo (RIE, por sus siglas en
inglés) isotropicas y las técnicas de grabado hiimedo isotrépicas normalmente presentan indices de grabado muy
bajos y no se controlan bien para tiempos de grabado mas largos y geometrias arbitrarias. Ademas, el grabado
isotropico no mantiene una relaciéon de aspecto circular para procesos de grabado mas profundos.

[0007] Yi et al. en "Moldless electroplating for cylindrical microchannel fabrication" [Electrochemistry
Communication, Elsevier, Amsterdam, NL, vol.7, n.2 9, 1 septiembre 2005] da a conocer una estructura
microfluidica y un método para fabricar la estructura que comprende proporcionar una oblea impresa que
comprende al menos una region eléctricamente conductora expuesta y al menos una region eléctricamente aislante
expuesta. Una parte de canal inverso con seccion transversal sustancialmente semicircular se electrodeposita
sobre la oblea, formando de esta manera un primer molde tipo. El primer molde tipo se utiliza para estampar una
parte canal en una primera lamina de polimero. La primera lamina de polimero se alinea y se une con una segunda
lamina de polimero que presenta una parte de canal correspondiente para definir un primer canal con seccion
transversal sustancialmente circular entre las laminas de polimero, por la cual, la circularidad del canal, segln se
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define por la relacién del didmetro méas pequeno de la seccion transversal sustancialmente circular con respecto al
diametro mas grande de la seccion transversal sustancialmente circular, es inferior a 1:1,3.

SUMARIO DE LA INVENCION

[0008] Segun la presente invencion, se proporciona un método para fabricar una estructura microfluidica como se
establece en la reivindicacién 1 y una estructura microfluidica como se establece en la reivindicacién 13.

[0009] En varios modos de realizacién, la presente invencion utiliza una secuencia de proceso microfluidico en la
que se forman moldes tipo y después se moldean laminas de polimero para obtener réplicas a partir de los moldes
tipo y se unen para formar las redes vasculares. Pueden producirse estructuras tridimensionales a gran escala
poniendo en capas las laminas de red microfluidica junto con conexiones de colector fluidico entre las capas. Una
diferencia entre los métodos de ejemplo descritos en la presente memoria y los métodos anteriores es la capacidad
de, utilizando los métodos descritos en el presente documento, formar geometrias regulares similares a las
vasculares de redes de microcanales en tres dimensiones. En algunos modos de realizacion, esto es posible por
la naturaleza del proceso de formacién del molde tipo, asi como los métodos de ensamblaje relacionados para unir
las capas de colector fluidico. En algunos modos de realizacion de la presente invencion, las técnicas de fabricacion
tipo dan lugar a geometrias perfectamente semicirculares, asi como a transiciones regulares en los cambios de
diametro vascular y en las bifurcaciones vasculares. Se utilizan técnicas de ensamblaje y estructuracion de colector
capaces de proporcionar transiciones de flujo regular similares para completar la red fluidica tridimensional.

[0010] Algunas aplicaciones comerciales de ejemplo para modos de realizacion de la presente invencién incluyen
el uso de las estructuras de red microvascular como herramientas para la investigacion basica sobre biologia de
enfermedades de érganos especificos, cardiovasculares y cancerigenas, descubrimiento de farmacos y realizacién
de pruebas de seguridad de farmacos. Ademas, los modos de realizacion de la presente invencién encuentran
aplicacién comercial en dispositivos de asistencia a érganos para el higado, el rifidn, el pulmon y otros érganos y
tejidos vascularizados, asi como en estructuras de reemplazo de érganos.

[0011] Algunas ventajas de ejemplo de los métodos y dispositivos descritos en la presente memoria incluyen la
capacidad de construir transiciones regulares en las bifurcaciones vasculares y en los cambios de didmetro
vascular de forma similar a las estructuras fisioldgicas sanas, que son expansibles a estructuras tridimensionales
grandes, asi como la capacidad para producir geometrias de microcanal sustancialmente cilindricas. Otras
ventajas son que los modos de realizacién de la presente invencién son mucho mas realisticos fisiol6gicamente
en cuanto a estructura. Los métodos anteriores requieren elegir entre el empleo de tubos cilindricos de gran
didametro o estructuras microfluidicas de didmetro menor con geometrias aproximadamente rectangulares,
mientras que los modos de realizacion de la presente invencion permiten geometrias sustancialmente cilindricas
a cualquier escala. Ademas, las estructuras anteriores incluyen dangulos agudos, espacios muertos y
expansiones/contracciones repentinas entre vasos en las bifurcaciones y en los cambios dimensionales
encontrados en las redes microvasculares. Los modos de realizacion de la presente invencion permiten
transiciones regulares en las bifurcaciones y en los cambios de diametro, volumen muerto minimo vy flujo regular.
Por tanto, se minimizan o se evitan las condiciones de flujo alterado asociadas a la formacién de trombos, se
minimiza o se evita la formacién de placa y la respuesta inflamatoria y se logra una tension de cizallamiento de la
pared sustancialmente uniforme en cada punto a lo largo de la circunferencia interior del lumen.

[0012] En un aspecto, los modos de realizacién de la invencién presentan un método para fabricar una estructura
microfluidica que presenta un canal con seccién transversal sustancialmente circular. En la presente memoria, se
entiende que una seccién transversal es perpendicular a un eje longitudinal del canal, y el punto en el que el eje
longitudinal se interseca con la seccion transversal se considera el punto central de la seccion transversal. No es
necesario que el canal sea recto y, por consiguiente, partes diferentes del canal pueden tener ejes longitudinales
diferentes. Ademas, en varios modos de realizacion, se entiende que las secciones transversales "sustancialmente
circulares" denominan secciones transversales cuya desviacion de la circularidad perfecta se caracteriza por una
relacién del diametro mas grande con respecto al diametro mas pequefio inferior a 1,3, preferiblemente inferior a
1,1, incluso mas preferiblemente inferior a 1,03. Los diametros se definen con respecto al punto central de la
seccion transversal.

[0013] En un modo de realizacion, el método incluye proporcionar una oblea impresa que incluye al menos una
region eléctricamente conductora expuesta y al menos una regiéon eléctricamente aislante expuesta; y
electrodepositar una parte de canal inverso con seccion transversal sustancialmente semicircular sobre la oblea,
formando de esta manera un primer molde tipo. El primer molde tipo puede emplearse entonces para estampar,
ya sea directamente o mediante dos moldes de transferencia, una parte de canal en una lamina de polimero.
Posteriormente, la Idamina de polimero puede alinearse y unirse con una segunda lamina de polimero estampada
que contiene una parte de canal correspondiente, es decir, una parte de canal que presenta sustancialmente una
simetria especular con respecto a la parte de canal en la primera lamina, de manera que entre las dos laminas se
define un canal con seccién transversal sustancialmente circular. En algunos modos de realizacién, puede utilizarse
el mismo molde tipo para estampar ambas laminas y, en otros modos de realizacion, puede utilizarse un segundo
molde tipo, fabricado de una forma similar a la del primer molde tipo. En un modo de realizacion, los canales se
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siembran con células. En determinados modos de realizacién, el canal se caracteriza por un diametro gradualmente
cambiante, y/o por una bifurcacioén regular y gradual en dos canales.

[0014] La region eléctricamente conductora puede contener oro, cromo, titanio, tungsteno, platino, cobre, plata,
aluminio o una combinacién de los mismos. La regién eléctricamente aislante puede contener diéxido de silicio y/o
nitruro de silicio. La oblea impresa puede incluir ademas un sustrato, por ejemplo, que contenga silicio o que conste
esencialmente de silicio. En algunos modos de realizacion, la region eléctricamente conductora, que puede ser
continua o discontinua, se deposita sobre el sustrato, y la regién o las regiones eléctricamente aislante(s) se
deposita(n), al menos en parte, sobre la regidn eléctricamente conductora. En modos de realizacion alternativos,
la region eléctricamente aislante se deposita sobre el sustrato y la regidon o las regiones eléctricamente
conductora(s) se deposita(n), al menos parcialmente, sobre la misma. La parte de canal inverso electrodepositada
puede comprender un metal seleccionado de entre el grupo que consiste en cobre, oro, niquel y/o plata.

[0015] En determinados modos de realizacién, puede repetirse el método de produccién de la estructura
microfluidica para formar estructuras microfluidicas adicionales, y la pluralidad de estructuras microfluidicas
resultante puede apilarse de forma que defina una superficie frontal que contenga las salidas de los canales. El
método puede repetirse adicionalmente para formar un cabezal microfluidico, que puede acoplarse a la superficie
frontal y alinearse con las salidas de los canales para acoplar fluidicamente las estructuras microfluidicas.

[0016] En otro aspecto, los modos de realizacién de la invencion presentan una estructura microfluidica, que
incluye un soporte polimérico que define un primer canal en el mismo. Al menos una parte del canal se caracteriza
por una seccion transversal sustancialmente circular y un diametro inferior a 300 um. En algunos modos de
realizacién, la relacion del cualquier primer diametro del canal con cualquier segundo diametro que se interseque
con el primero (es decir, que se encuentre en la misma seccién transversal) es inferior a 1,3, preferiblemente
inferior a 1,1. En un modo de realizacion, el canal se caracteriza ademas por un diametro gradualmente cambiante.
En algunos modos de realizacion, el primer canal se bifurca en un segundo y un tercer canal, y los pasajes entre
el primer y el segundo canal, asi como entre el primer y el tercer canal, son regulares y graduales. En determinados
modos de realizacion, se siembran células dentro del canal o de los canales.

[0017] En otro aspecto adicional, los modos de realizacién de la invencion presentan un dispositivo microfluidico.
El dispositivo incluye una pluralidad de estructuras microfluidicas y un cabezal microfluidico que acopla las
estructuras. Cada estructura microfluidica incluye un soporte polimérico que define al menos un canal. Las
estructuras se apilan para formar una estructura apilada que define una superficie frontal que contiene salidas de
los canales. El cabezal microfluidico se acopla a la superficie frontal y se alinea con las salidas para acoplar
fluidicamente las estructuras. En algunos modos de realizacion, el cabezal microfluidico incluye una pluralidad de
soportes poliméricos, definiendo cada uno una red de canales. En determinados modos de realizacién, se siembran
células dentro de los canales. Al menos una parte de un canal puede caracterizarse por una seccion transversal
sustancialmente circular y un diametro inferior a 300 pm.

[0018] En otro aspecto adicional, los modos de realizacién de la invencién proporcionan un método para fabricar
una estructura microfluidica que incluye: proporcionar una oblea impresa; grabar isotrépicamente la oblea con
difluoruro de xendn para formar un molde tipo con una parte de canal inverso que presenta una seccion transversal
sustancialmente semicircular; estampar el molde tipo en un molde de transferencia; estampar el molde de
transferencia en una lamina de polimero; y alinear y unir la lamina de polimero con una segunda lamina de polimero
con sustancialmente simetria especular para definir un canal con seccion transversal sustancialmente semicircular
entre las laminas. En determinados modos de realizacién, el diametro del canal inverso cambia gradualmente de
un primer a un segundo diametro.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0019] Los anteriores y otros objetos, aspectos, caracteristicas y ventajas de la invencion resultaran mas evidentes
y podran entenderse mejor haciendo referencia a la siguiente descripcién considerada conjuntamente con los
dibujos adjuntos, en los que:

La figura 1 es un diagrama de flujo que ilustra métodos de fabricacién de dispositivos microfluidicos segun
varios modos de realizacion de la invencion;

La figura 2A es un dibujo lineal trazado a partir de una imagen de microscopio electrénico de barrido (SEM, por
sus siglas en inglés) de un modo de realizacién de un molde electrodepositado de cobre sobre una oblea de
silicio que muestra cuatro niveles de bifurcaciones vasculares regulares;

La figura 2B es un dibujo lineal trazado a partir de una imagen SEM mas ampliada del molde electrodepositado
de cobre sobre la oblea de silicio de la figura 2A que muestra una geometria semicilindrica inversa del molde
electrodepositado que puede utilizarse para estampar canales semicilindricos en una lamina de polimero;
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La figura 3A es un dibujo lineal trazado a partir de una imagen SEM que ilustra una vista superior de un modo
de realizacion de una pelicula de poliestireno que ha sufrido un proceso de estampado duro utilizando un molde
electrodepositado de cobre;

La figura 3B es un dibujo lineal trazado a partir de una imagen SEM que ilustra una vista lateral de la pelicula
de poliestireno representada en la figura 3A;

La figura 4A ilustra una herramienta de silicio grabada con XeF2 para la fabricacion de un dispositivo
microfluidico de poliestireno segin un modo de realizacion de la invencion;

La figura 4B ilustra un molde de transferencia de PDMS para la fabricaciéon de un dispositivo microfluidico de
poliestireno segin un modo de realizacién de la invencién;

La figura 4C ilustra una parte de poliestireno estampada para la fabricacién de un dispositivo microfluidico de
poliestireno segun un modo de realizacién de la invencién;

La figura 5A es un dibujo lineal trazado a partir de una foto de un dispositivo microfluidico de poliestireno sellado
con tubo integrado seguin un modo de realizacion de la invencion;

La figura 5B es un dibujo lineal trazado a partir de una foto SEM de una seccién transversal de canal del
dispositivo de la figura 5A;

La figura 6A es un diagrama de flujo para fabricar un molde tipo segun un proceso de electrodeposicion de
huecos impresos segun un modo de realizacion de la invencion;

La figura La figura 6B es una ilustracion esquematica de un proceso de electrodeposicion de cobre de ejemplo
segun el método de la figura 6A para redes de microcanales con diametros variables, en el que el metal de
siembra se imprime de manera que los contactos de electrodeposicion posteriores abren nuevas areas de metal
de siembra después de un retraso, controlando de esta manera la altura y la anchura del detalle;

La figura 6C es una vista en perspectiva de una estructura de ejemplo fabricada segun el método de la figura
6A;

La figura 7A es un diagrama de flujo de un método para fabricar un molde tipo segin un proceso de
electrodeposicién de electrodos enterrados segun un modo de realizacién de la invencion;

La figura 7B es una ilustracion esquematica de un proceso de electrodeposicion de cobre de ejemplo segun el
método de la figura 7A, comenzando con deposicion de metal de siembra de cubierta, impresion de un éxido a
baja temperatura, electrodeposicion de cobre sobre areas abiertas del metal de siembra y expansion de forma
isotropica a medida que aumenta el tiempo de recubrimiento;

La figura 7C es una vista en perspectiva de una estructura de ejemplo fabricada segun el método de la figura
TA;

La figura 8A es un diagrama de flujo de un método para fabricar un molde tipo segin un proceso de
electrodeposicién que combina caracteristicas de un proceso de hueco impreso y un proceso de electrodo
enterrado segun un modo de realizacion de la invencion;

La figura 8B es una vista en perspectiva de una estructura de ejemplo fabricada segin el método de la figura
8A;

La figura 8C es una vista en perspectiva de un canal electrodepositado de ejemplo fabricado a partir de la
estructura mostrada en la figura 8B;

La figura 9A es una vista en despiece de un (cabezal de) colector de distribucion de flujo listo para ensamblarse
con una pila vertical de redes de flujo segiin un modo de realizacion de la invencion;

La figura 9B ilustra el colector de distribucion de flujo de la figura 9A después del ensamblaje;

La figura 9C ilustra un ensamblaje de dispositivos microfluidicos, que incorpora siete capas de flujo laterales
con cabezales de entrada y de salida, para formar un dispositivo integrado tridimensional segun un modo de
realizacién dispositivo;

DESCRIPCION

[0020] En la presente memoria se describen diversos modos de realizacion de estructuras microfluidicas y
dispositivos microfluidicos tridimensionales para aplicaciones biomédicas. Pueden integrarse modelos
computacionales para redes microvasculares, tecnologias de fabricacién microfluidica precisas y un sistema de
modelo de células endoteliales para establecer claramente un fenotipo celular funcional en un constructo
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tridimensional real. Esta tecnologia puede utilizarse para fabricar dispositivos para aplicaciones in vitro, incluyendo:
investigacion en biologia vascular fundamental; investigaciones de coagulacion, inflamacién, formacion de placa y
otros estados patolégicos de la vasculatura; y descubrimiento de farmacos y pruebas de seguridad de farmacos.
Ademas, la tecnologia puede traducirse en soportes biodegradables tridimensionales de precision integrados con
modelos de cocultivos y materiales de matriz adecuados para aplicaciones de ingenieria tisular, tales como el
desarrollo de dispositivos portéatiles o implantables que incorporan acceso vascular y una microcirculacién.

[0021] Segun varios modos de realizaciéon de la invencién, pueden fabricarse estructuras microfluidicas que
contienen microcanales sustancialmente cilindricos de geometria similar a la vascular, con diametros que van de
aproximadamente 5 micras a mas de 10 mm y con longitudes que van de aproximadamente 100 micras a varios
centimetros. Los aspectos de la geometria similar a la vascular pueden incluir paredes de microcanales regulares,
secciones transversales de canales sustancialmente circulares, cambios continuos en los diametros de canal y
transiciones graduales entre los canales en las bifurcaciones. Estas caracteristicas permiten trayectorias de flujo
regulares a través de toda la red de canales.

[0022] Pueden construirse estructuras microfluidicas utilizando materiales de soporte compatibles con la siembra,
la expansion y el sostenimiento de las células vasculares funcionales, incluyendo células endoteliales y células
musculares regulares. En varios modos de realizacion de la invencion, los métodos para fabricar tales soportes
microfluidicos implican la fabricacién de moldes tipo que imitan la geometria de las redes microvasculares y el
estampado de estos moldes tipo en un sustrato bien establecido para el cultivo de tejidos. Determinados métodos
pueden producir geometrias cilindricas adecuadas para microvasos en diametros tan pequefos como decenas de
micras, distinguiéndolos de otras técnicas de fabricacién microfluidica comunes tales como fotolitografia SU-8 o
grabado iénico reactivo profundo.

[0023] El diagrama de flujo representado en la figura 1 proporciona una perspectiva general de métodos para la
fabricacién de estructuras microfluidicas segun varios modos de realizacion. Estos métodos comienzan con el
disefo y la fabricacion de una o méas fotomascaras que definen estructuras correspondientes a la red de canales
deseada (etapa 100). La disposicion de la mascara puede crearse en un dibujo por ordenador y, entonces, puede
convertirse en una disposicién de disefo asistido por ordenador (CAD, por sus siglas en inglés), p. €j., utilizando
un paquete de software tal como Tanner L-Edit. Las disposiciones de CAD proporcionan un formato adecuado
para la conversién en una fotoméascara generada por litografia por haz de electrones o una técnica similar.

[0024] En la etapa 102, la fotomascara se utiliza para imprimir un sustrato, normalmente una oblea de silicio. El
estampado puede implicar generalmente varias etapas de litografia, desarrollo quimico, grabado, coccion y
despegado. La secuencia de proceso particular implicada depende de las subsiguientes etapas de fabricacion del
molde tipo y se explica con detalle a continuacion en el contexto de los métodos especificos.

[0025] En algunos modos de realizacion, ilustrado mediante la rama de la izquierda del diagrama de flujo
representado en la figura 1, la oblea impresa contiene regiones eléctricamente conductoras y regiones
eléctricamente aislantes, y sirve como la estructura de siembra para la electrodeposicion. Durante la etapa de
electrodeposicién 104, la oblea impresa se acopla al catodo de un circuito eléctrico y se sumerge en un bafo
electrolitico que también contiene un anodo metalico. El material del anodo, que puede ser, por ejemplo, cobre,
niquel, oro o plata, se disuelve y se deposita sobre las regiones metdlicas eléctricamente cargadas expuestas de
la oblea impresa. De esta manera, se forma un semirrelieve para un posterior estampado duro. En las imagenes
SEM de las figuras 2A y 2B se muestra una parte de un molde tipo electrodepositado de ejemplo con ocho
generaciones de microcanales bifurcados que presentan secciones transversales semicirculares. En particular, la
figura 2A muestra cinco generaciones de canales y la figura 2B muestra un primer plano de los puntos de
bifurcacion entre los canales. Los puntos de bifurcacion muestran transiciones regulares que permiten un flujo no
alterado a través de esas regiones.

[0026] EI molde tipo electrodepositado puede utilizarse directamente para el estampado duro de caracteristicas
sustancialmente semicilindricas en una lamina de polimero, tal como una lamina de policarbonato o poliestireno
(etapa 106). Para cultivos celulares de numerosos tipos celulares, el poliestireno de grado de cultivo tisular
proporciona una plataforma bien establecida. En una técnica de estampado duro de ejemplo que es robusta,
reproducible y de alta precision, se realiza un estampado duro de laminas de poliestireno de Plaskolite, Inc.
(estireno con filtrado ultravioleta [FUV] transparente de 0,040" [0,10 cm]), cortadas con el tamafo adecuado,
utilizando un molde de silicio revestido de metal como se describe anteriormente. Mas especificamente, el molde
de silicio y la ldmina de poliestireno se intercalan entre dos piezas de pelicula de Kaptén (Fralock Inc.) en un
aparato de estampado, que permite un control preciso de la temperatura y la presion. La temperatura del aparato
puede aumentarse a 130 °C, y evacuarse la camara, haciendo que el piston del estampador ejerza una presion de
25 pulgadas de Hg sobre el molde y el sustrato de poliestireno. La temperatura puede mantenerse a 130 °C durante
15 minutos y después enfriar el aparato a aproximadamente 40 °C. El molde y el sustrato pueden retirarse entonces
del estampador y separarse para formar un dispositivo de poliestireno independiente con microcanales
redondeados. Pueden crearse canales mas profundos que permitan la incorporacion de tubos flexibles adhiriendo
tubos de metal en los extremos de los microcanales. En las figuras 3A y 3B se muestra un ejemplo de una parte
de poliestireno estampada.
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[0027] En un modo de realizacion alternativo, el molde tipo puede utilizarse para estampar un molde de polimero
de transferencia (etapa 106'), dando lugar a un relieve reducido, y el molde de polimero de transferencia puede
utilizarse para estampar un segundo molde de polimero de transferencia (etapa 106"), dando lugar a un relieve
elevado. Finalmente, el segundo molde de polimero de transferencia puede utilizarse para estampar la lamina de
poliestireno (etapa 106). Este método es ventajoso en el sentido en el que evita el uso repetido de los moldes tipo
electrodepositados, que pueden ser fragiles y deslaminarse con el tiempo y los ciclos de temperatura. Un molde
de transferencia a menudo es mas robusto, puesto que es una pieza soélida, en lugar de un compuesto de un
sustrato con una impresion de metal electrodepositada en la parte superior. Los materiales adecuados tanto para
el primer como para el segundo molde de transferencia son polimeros duros que soportaran la temperatura y
mantendran caracteristicas precisas a lo largo del tiempo y el ciclo de temperatura, tales como, p. €j., poliuretano,
poliestireno o polipropileno.

[0028] De forma alternativa, y con referencia a la rama de la derecha del diagrama de flujo representado en la
figura 1, la oblea impresa puede contener regiones de superficie en las que se expone el silicio y regiones
protegidas por el 6xido de silicio. Normalmente, se reviste una oblea de silicio con una capa de 6xido de silicio,
que se imprime posteriormente de forma litografica. Esta oblea puede grabarse mediante gas difluoruro de xenén
(XeF2), que es altamente selectivo para grabar el silicio, pero no el éxido de silicio, y que elimina los dtomos de
silicio de forma isotropica, es decir, graba vertical y lateralmente a la misma velocidad (etapa 108). De esta manera,
se producen cavidades con secciones transversales sustancialmente semicirculares en la oblea de silicio. Pueden
conseguirse cavidades con diametros cambiantes imprimiendo la capa de material fotosensible con caracteristicas
de anchuras gradualmente cambiantes, tales como caracteristicas de estrechamiento.

[0029] La impresién grabada en la oblea de silicio puede transferirse a un molde tipo de polimero, tal como, por
ejemplo, un molde de PDMS o un molde de poliuretano, produciendo de esta manera estructuras elevadas
redondeadas similares a las del molde electrodepositado (etapa 110). El molde tipo de polimero puede utilizarse
entonces para el estampado blando de una lamina de polimero, tal como una lamina de poliestireno, creando de
esta manera partes de microcanal redondeadas (etapa 112). En este caso, la lamina de poliestireno puede
calentarse a una temperatura mayor (150 °C) para permitir que se forme mas facilmente alrededor del molde de
polimero blando. En varios modos de realizacién, se prefiere producir una copia del polimero de la oblea de silicio
grabada a utilizar directamente la oblea de silicio grabada, puesto que los polimeros pueden exhibir propiedades
materiales ventajosas para aplicaciones biomédicas, incluyendo transparencia, coste de material bajo,
biocompatibilidad y, en algunos casos, biodegradabilidad. En las figuras 4A, 4B y 4C se muestran respectivamente
una oblea de silicio de ejemplo, un molde de transferencia de polimero (p. €j., PDMS) de ejemplo y una parte de
poliestireno estampada de ejemplo creada a partir de este proceso.

[0030] En una etapa opcional 114, las partes de canal en la superficie del poliestireno pueden tratarse
quimicamente, p. €j., con un plasma de oxigeno utilizando un microseparador (Microstripper) de Technics con una
configuracién de 100 mW y 100 mTorr de presion de Oz durante un minuto, para que se vuelvan mas hidréfilas y
favorables a la adhesion celular. Entonces se pueden poner en contacto dos superficies tratadas estampadas
correspondientes y se pueden alinear partes de los canales con la ayuda de un microscopio 6ptico para formar
canales sustancialmente cilindricos (etapa 116). Pueden cortarse tubos silasticos flexibles (Dow Corning Inc.) y
colocarse en los canales mas profundos disefiados para las conexiones de tubos. Las dos laminas pueden unirse
térmicamente en el aparato de estampado a 90 °C durante 30 minutos. El tubo flexible también puede sellarse en
su lugar durante la unién, creando una interfaz continua para la inyeccion de células. En la figura 5A se representa
una estructura microfluidica de ejemplo, fabricada mediante el estampado duro de un molde tipo electrodepositado
en dos laminas de poliestireno. El primer plano de la figura 5B muestra la seccién transversal circular de una salida
de canal. Puesto que la estructura representada en las figuras 5A y 5B muestra sustancial simetria especular,
puede utilizarse el mismo molde tipo para estampar ambas laminas de polimero. Sin embargo, en general, la
fabricacién de dos laminas correspondientes cuyas partes de canal pueden alinearse requiere dos moldes tipo con
relieves sustancialmente reflejados.

[0031] En la etapa 118, la estructura microfluidica puede recubrirse con células de varios tipos, p. €j., con células
endoteliales. El poliestireno de grado de cultivo tisular, que sirve como el estdndar industrial para matrices de
células y tejidos para cribado de alto rendimiento y otras aplicaciones de laboratorio, es muy adecuado para
establecer un fenotipo funcional robusto.

A. Métodos de electrodeposicién para la fabricacion de moldes tipo

[0032] Pueden emplearse diversos métodos de electrodeposicion para fabricar moldes tipo con partes de canal
inverso que presentan secciones transversales sustancialmente semicirculares, didmetros gradualmente variables
y/o bifurcaciones regulares. Las figuras 6A-6C ilustran un proceso de electrodeposicion de metal conocido como
proceso de "hueco impreso", que es capaz de producir moldes tipo de silicio con un intervalo de didametros de
microcanal y transiciones de flujo regulares en las bifurcaciones y entre las sucesivas generaciones de canales.
Como se detalla en el diagrama de flujo de la figura 6A y el esquema de la figura 6B, el proceso comienza con la
deposicion de una capa de cubierta de material eléctricamente aislante sobre una oblea de silicio limpia u otro
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sustrato (etapa 600). Por ejemplo, puede producirse una capa de nitruro de silicio o de 6xido de silicio fina mediante
oxidacion térmica. Esta capa puede tener entre aproximadamente 0,5 um y 1 um de grosor.

[0033] En las etapas posteriores, la capa aislante puede imprimirse segun la estructura microfluidica deseada,
utilizando la fotomascara fabricada en la etapa 100. En un modo de realizacién, la oblea revestida con aislante se
cubre con una capa protectora de 'despegado’ especializada (p. ej., Microchem, Corp. serie LOR) y el material
fotosensible AZ1518 (etapa 602). A continuacién, se coloca la fotoméascara sobre la oblea, p. €j., utilizando un
alineador de contacto (p. ej., Karl Suss MA-6), para la posterior etapa 604 de litografia. Después de la iluminacién,
el material fotosensible y la capa protectora de despegado pueden desarrollarse utilizando AZ400K y MF319
diluido, respectivamente (etapa 606). En la etapa 608, se deposita el metal de siembra para la electrodeposicion.
Algunos metales de siembra adecuados incluyen cromo, oro, titanio, tungsteno y platino, asi como combinaciones
de los mismos, tales como cromo-oro (p. ej., 1000A Cr/ 3000A Au) o titanio- tungsteno. En algunos modos de
realizacién, la capa de metal de siembra incluye una capa de adhesiéon de cromo, titanio o tungsteno-titanio y una
capa de metal superior de oro, platino o cobre. El metal de siembra puede depositarse en un pulverizador catédico
(p. €j., pulverizador catédico con magnetron de CC de Mill Lane) o en un evaporador (p. €j., evaporador de haz de
electrones de Denton). El despegado (etapa 610) puede lograrse agitando ultrasénicamente la oblea en un
disolvente. La estructura resultante 640, representada en las figuras 6B y 6C, incluye un sustrato 650, una capa
aislante continua 652 y regiones metalicas 654 encima de la capa aislante 652. En las regiones 656 en las que el
metal se ha despegado, la capa aislante 652 queda expuesta. La oblea impresa 640 esta lista para la
electrodeposicion de metal.

[0034] Con referencia a las figuras 1 y 6A, puede conseguirse entonces la electrodeposicion de cobre, en la etapa
104, sumergiendo la oblea en una solucién de bafo comercialmente disponible (Technic, Inc. Copper Bath RTU)
y aplicando corriente eléctrica adecuada en el bafio. Optimizando la aplicaciéon de la corriente (p. €j., 70 mA
medidos con un voltimetro de Fluke), puede conseguirse un indice de crecimiento de cobre fiable de 15 um/h. De
forma alternativa, pueden electrodepositarse otros metales tales como, por ejemplo, niquel, oro y plata.

[0035] En un modo de realizacion, la electrodeposicion de metal comienza inmediatamente en regiones para las
que la impresion de metal esta directamente conectada al &nodo, pero se retrasa en otras regiones por la presencia
de los huecos que rompen la conexién entre el anodo y el metal de siembra expuesto. La longitud de estos huecos
rige el tiempo de retraso antes del comienzo de la electrodeposicién del metal sobre el siguiente nivel de
microcanales con el disefio de red. Por ejemplo, un hueco de 100 micras introduce un retraso de tiempo de manera
que las crestas mas grandes son 100 micras mas altas que las estructuras del siguiente nivel. Variando los huecos
de forma sistematica, puede conseguirse un intervalo completo de diametros de microvasos sobre las capas
estampadas. Por ejemplo, la figura 6C ilustra tres impresiones de metal de ejemplo 670, 672y 674. Las impresiones
670 y 674 comprenden cada una tres partes de metal rectas, mientras que la impresién 672 comprende una parte
de metal recta y dos partes de metal ramificadas. Si las partes de metal méas a la izquierda se conectan al anodo,
el metal se deposita sobre estas partes primero. Una vez que se ha alcanzado un determinado grosor de la capa
depositada, el metal depositado forma una conexion eléctrica con las siguientes partes a la derecha y el metal se
deposita después en ambas regiones. Como resultado, el diametro de la estructura depositada cambia en la
ubicacion del hueco. Las impresiones 670 y 674 dan lugar ambas a un canal inverso cuyo diametro cambia dos
veces; la impresién 672 da lugar a un canal inverso que se ramifica en dos canales de diametro méas pequefio. La
electrodeposicién de hueco impreso produce estructuras redondeadas, que, cuando se estampan en una lamina
de polimero, logra partes de canal redondeadas. La forma exacta de la seccién transversal del canal depende del
material recubierto, de las dimensiones de las estructuras de metal de siembra y de los parametros de
electrodeposicién. En algunos modos de realizacion, las secciones transversales se parecen a trapecios, es decir,
son similares a semicirculos.

[0036] Un método alternativo, que puede conseguir de forma reproducible geometrias casi circulares, es un
proceso de electrodeposicién conocido como proceso de "electrodo enterrado”, representado en las figuras 7A-
7C. En un modo de realizacién, este proceso implica, en la etapa 700, la deposicion de una capa de metal de
cubierta, tal como una capa de cromo-oro (p. ej., 500A Cr/ 1000A Au), sobre una oblea de silicio mediante
evaporacién o pulverizacion catédica. En la etapa 702, puede depositarse una capa aislante (p. €j., un capa de
6xido) sobre la parte superior del metal de siembra, utilizando, por ejemplo, deposicién quimica de vapor mejorada
con plasma (PECVD, por sus siglas en inglés; Oxford System 100 PECVD Reactor). El grosor de la capa de 6xido
puede encontrarse en el intervalo de aproximadamente 0,5 um a 1 um. En un modo de realizacion, el éxido se
imprime, en las etapas 704 y 706, utilizando un sistema de litografia de contacto (Karl Suss MA-6) y material
fotosensible Shipley 1822 (desarrollador MF319). Esta etapa puede ir seguida, en la etapa 708, por grabado
huamedo del 6xido en &cido fluorhidrico (ataque quimico de éxido tamponado [BOE, por sus siglas en inglés] DI 1:7
HF) o por grabado i6nico reactivo. Después de grabar el éxido, el material fotosensible puede eliminarse con un
disolvente (SVC-14) (etapa 710), dejando la oblea lista para la electrodeposicion de metal (etapa 104).

[0037] Una estructura impresa de ejemplo 740, representada en las figuras 7B y 7C, incluye, por este orden, un
sustrato 750, una capa eléctricamente conductora continua 752 y regiones eléctricamente aislantes 754. En las
regiones 756 donde se ha grabado la capa aislante, se expone la capa conductora 752. Sin embargo, a diferencia
de la estructura de hueco impreso 640 representada en la figura 6C, las regiones metélicas 752 en la estructura
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740 se encuentran por debajo de las regiones aislantes 754. Esta caracteristica elimina los problemas de
deslaminacién que pueden producirse en el proceso de hueco impreso y, por consiguiente, reduce la optimizacién
de los parametros del proceso para las geometrias de canal deseadas.

[0038] En general, la forma y la regularidad de las estructuras de relieve electrodepositadas depende de las
dimensiones de la impresion de la oblea, asi como de diversos parametros del proceso de electrodeposicion,
incluyendo el material electrodepositado, la densidad de la corriente, la configuracion del &nodo y la concentracion
del bano y la agitacién. Pueden lograrse geometrias inversas casi perfectamente circulares en moldes tipo en una
solucion de bario de cobre comercial (p. €j., Technic, Inc. Copper Bath RTU) sin agitaciéon a una densidad de
corriente en el intervalo de 5,5 mA/cm? a 7,75 mA/cm?. Para obtener densidades de corriente uniformes, puede
emplearse un anodo en configuracion de alambre en espiral. La velocidad de recubrimiento resultante es de
aproximadamente 14 um/hora. Comenzando con anchuras de detalle de 50 um en la oblea impresa, la altura de
las partes de canal inverso se aproxima a la anchura en un didametro de la parte de canal inverso de
aproximadamente 200 um. Utilizando la relacién del diametro mas grande con respecto al didametro mas pequefio
de canales realistas como una medida del grado de circularidad, puede conseguirse relaciones inferiores a 1,3. La
figura 3B, por ejemplo, muestra una canal semicircular con un didmetro mayor de 199,1 um y un diametro menor
de 176,8 um, correspondiente a una relacién de 1,12. Algunos modos de realizacion pueden dar lugar a relaciones
inferiores a 1,1, o incluso inferiores a 1,03.

[0039] La oblea de electrodo enterrado representada en la figura 7C, aunque permite partes de canal inverso
sustancialmente semicirculares, no contempla simultdneamente cambios en el diametro. Puesto que la capa de
metal de siembra 752 es continua, el material electrodepositado se deposita en todas las regiones expuestas a
aproximadamente la misma velocidad. Por lo tanto, si las impresiones grabadas incluyeran caracteristicas de
estrechamiento para variar la anchura de las partes de canal inverso, la altura de las partes de canal inverso no
variaria. Por consiguiente, las secciones transversales de las partes de canal inverso no serian semicirculares en
todo su conjunto.

[0040] Con el fin de emplear el proceso de electrodo enterrado y conseguir partes de canal inverso con diametros
variables, pueden combinarse las propiedades ventajosas del proceso de electrodo enterrado y del proceso de
hueco impreso en un método hibrido ilustrado en las figuras 8A-8B. Este método emplea la impresién tanto del
metal de siembra como de las capas aislantes. En detalle, como se muestra en la figura 8A, el método implica, en
una primera etapa 800, revestir un sustrato (p. ej., silicio) con una capa protectora de despegado y un material
fotosensible e imprimirlo litograficamente (de forma similar a las etapas 602 y 604 en la figura 6A). Después, en la
etapa 802, la capa de metal de siembra se deposita sobre la oblea mediante evaporacién o pulverizacion catodica
(de forma similar a la etapa 700 en la figura 7A). En la posterior etapa de despegado 804 (parecida a la etapa 610
de la figura B6A), se elimina el metal en un bafo de disolvente agitado en determinadas zonas en las que se desea
cambiar el diametro del canal. La oblea impresa se reviste posteriormente con una capa aislante (etapa 702), tal
como oxido de silicio, y con una capa de material fotosensible (etapa 704), y se imprime mediante litografia (etapa
706) y grabado (etapa 708). Después de la eliminacién de la capa protectora y de la limpieza de la oblea (etapa
710), la oblea est4 lista para la electrodeposicion (etapa 104).

[0041] En la figura 8B se representa una oblea 840 de ejemplo, impresa segun el método mostrado en la figura
8A. Contiene, por este orden, un sustrato 850, una capa de metal de siembra 852 y una capa aislante 854. A lo
largo del eje de las estructuras de canal (direccion x), la capa de metal se imprime de manera similar a la estructura
640; a lo largo del eje y perpendicular, la capa de metal es continua. Los huecos 856 en la capa de metal pueden
rellenarse con material aislante. La discontinuidad de la capa de metal de siembra provoca cambios de diametro
de las estructuras elevadas producidas por electrodeposicién. La capa aislante 854 se imprime, en la direccion vy,
al igual que la de la oblea de electrodo enterrado 740, y permite la fabricacién de partes de canal sustancialmente
semicirculares. La figura 8C ilustra la forma de una estructura electrodepositada que resulta de la parte 870 de la
oblea impresa 840.

B. Redes microfluidicas tridimensionales integradas

[0042] Los soportes microfluidicos que presentan dos capas de laminas de polimero unidas normalmente forman
una red de flujo bidimensional. Con el fin de construir una red de flujo tridimensional, pueden combinarse varias de
estas estructuras bidimensionales. Por ejemplo, como se ilustra en las figuras 9A-9C, pueden apilarse varias
estructuras microfluidicas individuales 900 para formar una estructura apilada 902. Las capas individuales 900 de
la estructura apilada 902 pueden entonces conectarse fluidicamente, p. €j., con tubos encajados dentro de las
salidas del canal 904. De forma alternativa, las estructuras 900 pueden integrarse en una red de flujo tridimensional
utilizando un cabezal microfluidico 906 con trayectorias de flujo curvadas regulares que distribuye el fluido
uniformemente a través de la estructura apilada 902.

[0043] El cabezal 906 puede fabricarse utilizando tecnologia de estereolitografia (SLA, por sus siglas en inglés), o
empleando las técnicas anteriormente descritas. Por ejemplo, la figura 9A ilustra un cabezal 906 que contiene dos
partes con redes de flujo de medio canal correspondientes, que puede producirse estampando relieves
electrodepositados en bloques de poliestireno como se ha descrito anteriormente. Para integrar las capas
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individuales 900, estas pueden acoplarse (p. €j., ajustarse) y colocarse en contacto directo con los cabezales de
entrada y salida 906, como se representa en la figura 9B. Las placas 908 superior € inferior pueden utilizarse para
retener las posiciones relativas de los cabezales 906 y la estructura apilada 902.

[0044] En un modo de realizacién, la red de flujo de microcanal de los cabezales 906 se rota con respecto a las
redes de flujo en la estructura apilada 902, y se alinea con las salidas 904 en una superficie frontal 910 de la
estructura apilada 902 que resulta de una disposicion alineada de las capas 900. Si las salidas 904 se colocan a
lo largo de una linea recta, como se representa, el cabezal 906 solo tiene que contener una Unica red de flujo de
canal. Generalmente, las estructuras 902 pueden contener diferentes redes de flujo de canal, cuyas salidas forman
una impresién bidimensional en la superficie frontal 908. Las conexiones fluidicas entre las capas 900 pueden
conseguirse entonces con un cabezal 906 que comprende por si mismo varias capas con redes de microcanales.

[0045] En la figura 9C se muestra una fotografia de un ensamblaje de ejemplo de una red de flujo tridimensional,
con una unica red de flujo bidimensional cerrada (es decir, dos capas de medio canal encajadas) colocada a la
derecha a titulo de ejemplo. En este ensamblaje, los canales del cabezal se bifurcan con trayectorias de flujo
regulares de una forma vertical para conectarse a cada una de las siete capas de flujo bidimensionales.

C. Aplicaciones biomédicas

[0046] La creacion de un fenotipo funcional robusto para células endoteliales en constructos microfluidicos
tridimensionales requiere normalmente un control excelente sobre numerosos pardmetros asociados al
microentorno celular. Entre estos se encuentran las interacciones quimicas superficiales entre la capa endotelial
cultivada y las paredes del soporte, y la estabilidad de la superficie con el paso del tiempo. Ademas, las fuerzas
mecanicas presentes deben controlarse adecuadamente y ser estables con el paso del tiempo y como una funcion
de la siembra de células y las condiciones de flujo locales.

[0047] Como se describe en la presente memoria, los dispositivos microfluidicos segun diversos modos de
realizacién proporcionan microcanales con paredes regulares, secciones transversales sustancialmente circulares
y didmetros gradualmente variables. La combinacién de estas caracteristicas da como resultado transiciones
regulares en las bifurcaciones. En cambio, las bifurcaciones de los canales con secciones transversales
rectangulares normalmente provoca o un cambio de la relacién del aspecto del canal, es decir, la relacién de la
anchura del canal con respecto a la altura del canal, o, si cambia la zona de la de la seccién transversal del canal
en la bifurcacién mientras que la relacion de aspecto permanece constante, cambios bruscos en la altura del canal.
Ambos cambios en la relacion de aspecto y las esquinas estrechadas asociadas a cambios bruscos en la dimensién
del canal provocan normalmente perturbaciones en el flujo. Por otro lado, los dispositivos fabricados segun
determinados modos de realizacion de la presente invencion, presentan trayectorias de flujo regulares y, como
resultado, fuerzas controladas adecuadamente, a lo largo de toda la red de canales.

[0048] Las interacciones quimicas entre las células endoteliales y los canales influyen en la capacidad de las
células para adherirse como una monocapa confluente a las paredes del canal de la red y mantienen la viabilidad
en condiciones de cultivo normales. Se ha conseguido la adhesién celular y la formacién de monocapas dentro de
las redes de poliestireno micromoldeadas a partir de moldes tipo estereolitograficos y se visualiza mejor utilizando
diagnéstico por secuencia de contraste de fase. Se ha confirmado la viabilidad celular utilizando una tincion de
células vivas con calceina AM en la que solo dan respuesta fluorescente las células viables. En algunos modos de
realizacién, tanto la adhesion celular/formacién de monocapas como la viabilidad son constantes entre los canales
e independientes del diametro del canal. En general, estos resultados muestran que las células endoteliales de la
vena umbilical humana (HUVEC, por sus siglas en inglés) primarias se adhieren y forman una monocapa confluente
dentro de las redes tridimensionales y siguen siendo viables después de 24 horas del cultivo, validando el enfoque
de fabricacion descrito anteriormente para generar dispositivos microfluidicos tridimensionales para aplicaciones
de redes microvasculares.

[0049] Los medios canales de poliestireno abiertos que presentan diametros de aproximadamente 200 pm,
generados con el enfoque de fabricacion de electrodeposicién descrito anteriormente, pueden recubrirse durante
18 horas con HUVEC y evaluar la formacion de monocapas y la viabilidad celular. Las HUVEC primarias formaron
una monocapa intacta y se tifieron con calceina AM (un marcador de viabilidad celular), validando de esta manera
la compatibilidad del proceso de fabricacién de electrodeposicion propuesto anteriormente con cultivo de células
endoteliales.

[0050] Varias ventajas de los enfoques descritos en la presente memoria incluyen la capacidad para producir redes
vasculares que presentan vasos con geometrias sustancialmente cilindricas, y para construir transiciones
regulares en las bifurcaciones vasculares y cambios de didmetro de los vasos de forma similar a las estructuras
fisiolégicas sanas. Una vez se ha fabricado dicha estructura fisiol6gica sana como se describe en la presente
memoria, puede introducirse una geometria especifica asociada a una enfermedad o patologia en un Unico vaso
y estudiarse de manera aislada. Por ejemplo, puede introducirse en el mismo una geometria rectangular, un angulo
agudo o recodo, un espacio muerto y/o una expansién o contraccidn repentina en una bifurcacién vascular o en un
cambio dimensional en el vaso para asemejarse a una condicién aterosclerotica u otra condicién cardiovascular.
De esta forma, una condicién de flujo alterada asociada, por ejemplo, a la formacién de trombos, a la formacion de
10
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placa o a una respuesta inflamatoria puede estudiarse de manera aislada y de forma controlada en esa Unica
estructura enferma o patologica.

11
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REIVINDICACIONES
1. Método para fabricar una estructura microfluidica, que comprende:

(a) proporcionar una oblea impresa (640, 740, 840) que comprende al menos una regién eléctricamente
conductora expuesta (654, 752, 852) y al menos una regién eléctricamente aislante expuesta (652, 754, 854);

(b) electrodepositar una parte de canal inverso con seccién transversal sustancialmente semicircular y un
diametro gradualmente variable a lo largo de al menos una parte de la parte de canal inverso sobre la oblea
(640, 740, 840), formando de esta manera un primer molde tipo;

(c) emplear el primer molde tipo para estampar una parte de canal en una primera lamina de polimero; y

(d) alinear y unir la primera lamina de polimero con una segunda lamina de polimero que presenta una parte
de canal correspondiente para definir un primer canal con seccion transversal sustancialmente circular entre
las laminas de polimero, por la cual, la circularidad del canal, segun se define por la relacion del diametro mas
pequerio de la seccidn transversal sustancialmente circular con respecto al diametro mas grande de la seccion
transversal sustancialmente circular, es inferior a 1:1,3.

2. Método de la reivindicacién 1, que comprende ademas emplear el primer molde tipo para estampar una parte
de canal en la segunda lamina de polimero.

3. Método de la reivindicacion 1, que comprende ademas repetir las etapas (a) y (b) para formar un segundo molde
tipo que presenta una parte de canal inverso sustancialmente con simetria especular con respecto a la parte de
canal sobre el primer molde tipo, y emplear el segundo molde tipo para estampar una parte de canal en la segunda
lamina de polimero.

4. Método de la reivindicacion 1, donde la etapa (c) comprende estampar directamente el molde tipo en la primera
lamina de polimero.

5. Método de la reivindicacion 1, donde la etapa (c) comprende estampar el molde tipo en un primer molde de
transferencia, estampar el primer molde de transferencia en un segundo monde de transferencia y estampar el
segundo molde de transferencia en la primera lamina de polimero.

6. Método de la reivindicacion 1, donde la region eléctricamente conductora (654, 752, 852) comprende un metal
seleccionado de entre el grupo consistente en cromo, oro, titanio, tungsteno, platino, plata, aluminio y cobre.

7. Método de la reivindicacion 1, donde la region eléctricamente aislante (652, 754, 854) comprende un material
seleccionado de entre el grupo consistente en didxido de silicio y nitruro de silicio.

8. Método de la reivindicacion 1, donde la oblea impresa (640, 740, 840) comprende ademas un sustrato (650,
750, 850), y donde la region eléctricamente conductora (654, 752, 852) se deposita sobre el sustrato (650, 750,
850), y la region eléctricamente aislante (652, 754, 854) se deposita sobre la regién eléctricamente conductora
(654, 752, 852).

9. Método de la reivindicacion 8, donde la region eléctricamente conductora (654, 752, 852) es continua.
10. Método de la reivindicacién 8, donde la region eléctricamente conductora (654, 752, 852) es discontinua.

11. Método de la reivindicacion 1, donde la oblea impresa (640, 740, 840) comprende ademas un sustrato (650,
750, 850), y donde la region eléctricamente aislante (652, 754, 854) se deposita sobre el sustrato (650, 750, 850),
y la region eléctricamente conductora (654, 752, 852) se deposita sobre la region eléctricamente aislante (652,
754, 854).

12. Método de la reivindicacién 1, donde la parte de canal inverso electrodepositada comprende un metal
seleccionado de entre el grupo consistente en cobre, niquel, plata y oro.

13. Estructura microfluidica, que comprende:

un soporte polimérico que define un primer canal en el mismo, estando al menos una parte del primer canal
caracterizada por una seccion transversal sustancialmente circular y un diametro gradualmente variable a lo
largo de su longitud, un diametro maximo inferior a 300 micrometros, y una circularidad del canal, segin se
define por la relacion del diametro mas pequeiio de la seccién transversal sustancialmente circular con respecto
al diametro mas grande de la seccion transversal sustancialmente circular, inferior a 1:1,3.

14. Estructura microfluidica de la reivindicacion 13, donde la relacion del primer diametro y el segundo diametro es
inferiora 1,1.

12
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15. Método de la reivindicacion 1 o la estructura microfluidica de la reivindicacion 13, donde el primer canal esta
ademas caracterizado por un diametro gradualmente cambiante.

16. Método de la reivindicacién 1 o la estructura microfluidica de la reivindicacién 13, donde el primer canal se
bifurca en al menos un segundo canal y un tercer canal, siendo un primer pasaje entre el primer canal y el segundo
canal y un segundo pasaje entre el primer canal y el tercer canal regulares y graduales.

13
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