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El manejo de agujas en vecindad al complejo meningeo que recubre la médula espinal a
nivel lumbar implica riesgos. Uno de ellos, en especial cuando se trabaja con agujas no
disefiadas para traspasar la duramadre (agujas epidurales de un calibre grueso), es el de la
rotura accidental de la membrana del saco dural, compuesta por la duramadre (90 % de su
superficie, externa) y la lamina aracnoidea (10 % restante, interna). Esto provoca, en un
porcentaje de casos elevado, un cuadro neurologico conocido como cefalea pospuncion
dural (CPPD); los datos de los que disponemos hoy en dia apuntan a la salida no intencio-
nada de liquido cefalorraquideo (LCR) a través del orificio creado como principal causante
de la aparicion y mantenimiento de una cefalea generalmente incapacitante y que suele

ceder en 5 a 10 dias, si bien algunos casos pueden durar meses o establecerse como cronicos.

Espesor de la duramadre
:  (direccion de la aguja de puncion)

Figura 1. Corte sagital del espesor del saco dural observado con técnicas de microscopia electrénica. Nota: Se ha coloreado el espesor de la
duramadre y la zona correspondiente a la [dmina aracnoidea para facilitar la comprensién visual. LCR = liquido cefalorraquideo. Con permiso
del Prof. MA Reina
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Figura 2. Corte sagital del espesor del saco dural (duramadre separada de Idmina aracnoidea) observado con técnicas de microscopia

electrénica. Cortesia de Prof. MA Reina

El diagnostico de la CPPD es basicamente clinico y facilitado por el antecedente reciente
de una puncién dural. Su tratamiento, en cambio, es retador: es en la mayoria de los casos
un tratamiento sintomdtico orientado a mitigar la cefalea mientras el cuadro se resuelve;
en ciertos casos se intenta atacar a la causa de la fuga de LCR mediante la inyeccion de
sangre autologa cerca de la perforacion. No existen rutinas profilacticas universalmente
aceptadas que adoptar en el instante en el que se provoca la rotura no intencionada de la

membrana dural con aguja epidural.

1. Historia: las raices del problema clinico

La anestesia subaracnoidea tiene sus origenes a finales del siglo XIX. En 1891, los médicos
Wynter y Quincke realizaron una extraccion de liquido cefalorraquideo del espacio suba-
racnoideo, marcando el primer registro de una puncion dural utilizada como tratamiento
para reducir la presion intracraneal en un caso de meningitis de origen tuberculoso. Fue
en 1895 cuando Corning, especializado en enfermedades neuroldgicas, planted la idea de
que la aplicaciéon de cocaina en la médula espinal podria tener propiedades terapéuticas, lo

que podria considerarse como el primer intento de lo que hoy conocemos como anestesia
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espinal. Cuatro afios mas tarde, el doctor Bier llevé a cabo la primera inyeccion de cocaina
(10 a 15 mg) bien documentada en el espacio subaracnoideo de siete voluntarios, incluyén-
dose a si mismo y a su colega, el doctor Hildebrandt. A pesar del éxito anestésico (el propio
Bier y su colega celebraron con vino y puros el hecho de notar totalmente insensibles las
piernas, que ellos mismos se golpeaban), seis de esos siete participantes, incluyendo al pro-
pio Bier, experimentaron sintomas intensos de lo que hoy denominariamos cefalea pos-
puncion dural (CPPD). Esta aparecio en las primeras 24 horas tras la puncion y fue espe-

cialmente duradera en el caso del doctor Hildebrandst.

A pesar de las evidentes ventajas de la anestesia regional durante el parto, fue desplazada
inicialmente por la anestesia obstétrica inhalatoria con éter, introducida por Morton en
1847. No fue hasta 1901 que se comenzd a administrar cocaina subaracnoidea en la se-
gunda etapa del parto; en 1902 se llevo a cabo la primera cesarea bajo anestesia raquidea
por Hopkins en Estados Unidos. Arrancaba asi una época de uso indiscriminado de la
técnica por manos casi nunca expertas en pacientes cuyas constantes vitales no estaban
monitorizadas; esto provoco el fallecimiento de varias mujeres durante la cesdrea, por lo
que se tiende a calificar de oscura [1] la época que la anestesia obstétrica vivid en la primera
mitad del siglo XX.

Ademas del riesgo vital que entranaba, la prictica anestésica con agujas espinales (en sus
inicios, de gran calibre) se acompanaba de una elevada incidencia de vomitos y CPPD, esta
ultima de alrededor del 50 %. Cayo por ello en desuso hasta que en 1951 Whitacre y Hart
desarrollaron agujas espinales con «punta de lapiz», cuyo uso masivo se adopto a finales de
los afios ochenta del siglo pasado. Esto resulté en una disminucion significativa de la inci-
dencia de cefalea pospuncion dural. Desde entonces, avances técnicos y comprension de
los efectos de la puncion dural han ido de la mano, permitiendo desarrollar agujas menos
traumaticas y mas finas, y esto ha acabado por nutrir el arsenal de recursos del que cualquier
médico dispone a dia de hoy para practicar una puncién lumbar, sea con fines diagnosticos

o terapéuticos.

Si bien estos avances han minimizado la incidencia de CPPD tras puncion dural intencio-

nada, hemos de hacer un alto en el camino para hablar de la anestesia epidural.

En paralelo al desarrollo de la técnica subaracnoidea, con algo de retraso, transcurrio el de
la anestesia epidural. En 1921, el cirujano militar espafiol Fidel Pagés Miravet inform¢ de
la primera anestesia epidural lumbar, que ¢l califico de «anestesia metamérica». Su practica
no se tradujo al inglés y no tuvo difusion internacional; ademas, Pagés murio relativamente
joven en un accidente de trifico. En 1933, el también cirujano Mario Dogliotti [2] publico
en inglés una descripcion detallada de la anatomia y fisiologia del espacio epidural, y desa-

rrollo la llamada técnica de pérdida de resistencia, por lo que muchos le consideran
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erroneamente el padre de la anestesia epidural moderna. Simultdneamente, el asimismo
cirujano, esta vez argentino, Alberto Gutiérrez describio el método de la «gota suspendida»
para identificar el espacio epidural [3]. El propio Gutiérrez fue quien progresivamente res-
tituyo el crédito de Fidel Pagés como inventor de la anestesia epidural, un mérito que Do-
gliotti se atribuyo en un principio solamente en base a la mejor difusion de su publicacion
con respecto a la de un Pagés que, aunque con anterioridad, publicé sus resultados en un

medio mas local.

La prictica de la anestesia epidural, al contrario de lo que ocurre con la subaracnoidea, no
se ha beneficiado de una gran reduccion en el calibre de las agujas. Esto ha sido asi por la
necesidad en muchos casos de alojar un catéter epidural para posterior perfusion continua
de anestésico, catéter que a su vez ha de poder discurrir por la luz de la aguja. No obstante,
si que hubo lugar a la innovacion: en 1944, Edward Tuohy [1]disefio la aguja epidural «de
Tuohy» con una punta y bisel caracteristicos, pensados especificamente para administrar
anestesia en el espacio epidural. En la década de 1960 [4] se produjeron avances en la forma
y fabricacién de los catéteres disefiados especificamente para la anestesia epidural. Pero, en
lineas generales y debido a la necesidad de practicar esta técnica con agujas relativamente
gruesas, la incidencia de CPPD tras puncion no intencionada con aguja epidural se ha

mantenido invariable en las tultimas décadas.
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Nt S T P Al N

Figura 3. Foto con detalle de puntas de agujas diferentes. De izquierda a derecha, una aguja tipo Tuohy 18 Gauge (aguja epidural, izquierda),
aguja espinal 22 Gauge, aguja espinal 25 Gauge, aguja espinal 27 Gauge. La foto permite apreciar el tipo de punta de la aguja epidural,
destinada a alojar y hacer pasar a su través un catéter en algunas ocasiones. La curvatura de su punta la convierte en potencialmente mas
traumatica ante una perforacion dural-aracnoidea

2. Epidemiologia

La puncion dural, esto es, la punciéon y perforacién de la duramadre-aracnoides, puede
producirse de manera intencionada o accidental. Se busca realizar una puncién dural para
acceder al saco dural lleno de LCR tanto con fines diagndsticos (puncion lumbar diagnos-
tica) como terapéuticos (anestesia raquidea); por el contrario, la puncion dural accidental
suele ocurrir en el contexto de un fallo del intento de canalizacion del espacio epidural. Es
importante resefar que el calibre de las agujas difiere notablemente entre las técnicas que
persiguen acceder al interior del saco dural y las que pretenden dejar la aguja en el espacio
epidural; en el segundo caso suelen emplearse agujas de un calibre no inferior a 16 o 18
Gauge, habitualmente por la necesidad de hacer pasar a su través un catéter epidural. Esta
diferencia entre calibres, como explicaremos, acaba por marcar grandes diferencias en lo

que a incidencia de CPPD se refiere.
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La incidencia promedio de CPPD en pacientes sometidos a puncion lumbar, habitual-
mente con agujas de 20 Gauge de didmetro, diagnostica para extraccion de muestras a es-
tudiar es cercana al 32 %. Para la anestesia espinal no obstétrica, esta cifra esta cerca del
2 %, mientras que para la anestesia espinal obstétrica se sittia alrededor del 7 % [5] (6] [7].
En comparacion con estas cifras de incidencia, la de la CPPD tras una rotura dural acci-
dental con aguja epidural es sustancialmente mas alta, con cifras que oscilan entre el 50 %
y el 85 % en diferentes reportes, una variabilidad en parte explicada por la presencia de

agujas de 16 y 18 Gauge para uso epidural.

Al analizar los factores que predisponen a la CPPD, varios estudios a lo largo de las ultimas
décadas permiten afirmar que los factores demogréficos de riesgo incluyen la edad joven,
el sexo femenino y la presencia de cefaleas previas o durante la puncién lumbar. La CPPD
es unas dos veces mds comun en mujeres que en hombres. La incidencia mas alta se en-
cuentra en el grupo de edad de 30 a 50 afios. La frecuencia disminuye en niflos menores

de 13 anos y en adultos mayores de 60 afios.

La diferencia en la incidencia de CPPD entre pacientes obstétricas y no obstétricas someti-
das a anestesia subaracnoidea se atribuye en parte a la combinacién de dos caracteristicas:
edad joven y sexo femenino. Ademas, la puncion dural accidental es mas comun en pacien-
tes obstétricas, con una incidencia del 1,5 % en comparacién con menos del 0,5 % en la
poblacion general, y puede pasar desapercibida en mas del 25 % de los casos (en los que
quien realiza la técnica de abordaje epidural no identifica la salida del LCR a través de la
aguja de puncion). También se observan diferencias en incidencia de CPPD tras punciones
accidentales con aguja epidural, siendo del 75 % en pacientes obstétricas en comparacién
con el 50 % en pacientes no obstétricas. Esto se traduce en una de las principales causas de
demandas por mala praxis en Estados Unidos en anestesia obstétrica, anestesia regional y

técnicas relacionadas con el tratamiento del dolor crénico.

En cuanto a los factores relacionados con la técnica, existe consenso en que incluyen el
calibre de la aguja de puncion, el disefio de la punta de la aguja [8] [9], la direccion del bisel
de la aguja [10] [11] [12] [13] y la recolocacion del fiador antes de la retirada de la aguja. Sin
embargo, el profesor Reina et al. han demostrado que las ultimas dos premisas quedan,
cuando menos, en entredicho: en primer lugar, porque la duramadre no dispone de fibras
longitudinales y perfectamente paralelas [14] [15] [16] [17] [18] [19] que hubieran de respe-
tarse con la entrada de la aguja en una u otra posicion, como promulgaban los anatomistas
clasicos, y, en segundo lugar, porque en el mantenimiento del orificio de salida del LCR
hacia el espacio epidural parece contribuir mas la lesion de la ldmina aracnoidea que la de
la duramadre [10] [20] [21]. Ademads de esto, no parece que exista un mecanismo claro por
el que retirar la aguja con el estilete colocado proporcione una proteccién contra el meca-

nismo que perpetta el cuadro de CPPD [6].
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Figura 4.Lesion con aguja punta Quincke 25-gauge observada desde el espacio subaracnoideo (una visién obtenida mediante técnicas de
microscopia electronica a 200 aumentos). Se observan los didmetros diferentes entre los bordes de la lesion aracnoidea y la retrac-cién de
las capas de duramadre, que no estan organizadas de manera lineal. Con permiso del Prof. MA Reina

Sin entrar a desarrollar las diferencias entre agujas de uso subaracnoideo (existe una gama
amplia de opciones en el mercado con estudios que defienden o advierten de su uso), es
remarcable que el calibre de la aguja es uno de los principales determinantes de la aparicion

de una clinica de CPPD tras la perforacion dural.

3. La clinica de la cefalea pospuncion dural

La presentacion de la cefalea pospuncion dural (CPPD) puede variar en intensidad. El do-
lor suele describirse como severo, aunque también puede ser de intensidad media o mode-

rada.

Desde el punto de vista clinico, la CPPD se caracteriza por ser una cefalea que ocurre des-
pués de una puncién dural y que tipicamente se inicia 0 empeora significativamente cuando
el paciente se pone de pie, pero mejora o disminuye notablemente cuando el paciente se
recuesta. Esta cefalea suele afectar a ambos hemicraneos y puede tener una distribucion
frontal (25 %), occipital (27 %) o fronto-occipital (45 %). Los pacientes habitualmente la
describen como un dolor sordo, pulsante o con caracteristicas tensionales. Por lo general,
la CPPD comienza entre el primer y quinto dia después de la puncién y su duracion suele
ser de varios dias, aunque se han informado casos en los que la cefalea ha persistido durante

varios meses. [22]
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Ademas del dolor de cabeza, la CPPD puede estar acompanada de otros sintomas que son
similares a los observados en situaciones de hipovolemia cerebral. Estos sintomas pueden
incluir nauseas, vomitos, dolor o rigidez en el cuello, dolor interescapular, vértigo, diplopia
(generalmente diplopia horizontal debido a la afectacion del sexto par craneal), fotofobia,
acufenos, vision borrosa, alteraciones en el campo de visién superior binasal, sintomas ra-
diculares en las extremidades superiores y, en raras ocasiones, entumecimiento o debilidad
facial [23] [24] [25]. Los analisis de laboratorio generalmente no arrojan alteraciones signi-
ficativas [25] [26]. Ademis, al igual que en el sindrome de hipotension intracraneal, los
estudios anatomopatologicos han demostrado que la duramadre y las leptomeninges son

normales, y no se observa la presencia andmala de células inflamatorias.

4. Diagnostico y diagnostico diferencial

Segun la I1I Edicién de la Clasificacion Internacional de las Cefaleas (ICDH-III) [27], ela-
borada por el Comité de Clasificacion de la Cefalea de la Sociedad Internacional de Cefa-
leas, la cefalea tras puncion dural es aquella que se manifiesta dentro de los cinco dias
siguientes a una puncion lumbar, causada por pérdida de liquido cefalorraquideo a través
de la puncion dural. Suele acompanarse de rigidez cervical y/o sintomas auditivos subjeti-
vos. Se resuelve de manera espontdnea en un plazo de dos semanas, o después del sellado
de la fuga con un parche epidural autdlogo. Esta misma guia aboga por basar su diagnostico
principalmente en la evidencia clinica de un historial de puncion dural, la relacion tempo-
ral con esta puncion (debe comenzar en los cinco dias posteriores a la puncion), la resolu-
ciéon espontianea en un plazo de dos semanas o después de la aplicacién de un parche he-
matico (PH), y la exclusion de otras causas de cefalea. En otras palabras, se trata de un
diagnostico de exclusion que corresponde al sindrome de hipotension intracraneal de causa

conocida, en este caso, la puncion dural.

El diagnostico diferencial de la CPPD acostumbra a ser sencillo, pues el historial de pun-
cion dural suele ser un dato conocido, y la presencia de una cefalea severa que se intensifica
cuando el paciente se incorpora en la cama aumenta en gran medida las sospechas. No
obstante, en pacientes en los primeros siete dias del posparto conviene hacer hincapié en
que un porcentaje no desdenable de ellas experimentan cervicalgias y cefaleas que no tienen

relacion etiopatologica con la fuga de LCR.

A pesar de la aparente claridad en el camino diagnostico, siempre conviene recordar y con-
siderar otras posibles causas de cefalea, algunas potencialmente graves. Entre ellas destacan
migraias, meningitis, sinusitis, hipertension arterial durante el embarazo, trombosis venosa
cerebral, neumoencéfalo, hemorragia subaracnoidea, tumores cerebrales y hematoma sub-

dural.

30



Introduccion // 31

La resonancia magnética puede utilizarse tanto para diagnosticar la CPPD como para des-
cartar otras causas de cefalea. En la literatura médica, se han descrito algunos hallazgos
radiologicos en casos de CPPD que son similares a los observados en el sindrome de hipo-
tension intracraneal [25] [26]. Estos hallazgos incluyen la captacion difusa de gadolinio en
las meninges paquimeningeas, la presencia de colecciones subdurales, el descenso del cere-
bro, el quiasma 6ptico y el tronco cerebral, el colapso de las cisternas basales y el creci-
miento de la glandula hipofisaria. Ademds, a nivel espinal, los principales hallazgos radio-
logicos incluyen la presencia de higromas y la dilatacion de los plexos venosos vertebrales
anteriores [25] [28].

Figura 5. RM cerebral en paciente con CPPD. Se aprecia (a) engrosamiento dural, (b) herniacién de las amigdalas cerebrales, (c) colecciones

subdurales fronto-temporales, (d) edema cerebral difuso. Cortesia del Dr. Ivén Quintero

5. Etiopatogenia

A dia de publicacion de este trabajo, la etiologia precisa de la CPPD no estd clara, pero se
cree que esta relacionada con la fuga de LCR a través del agujero dural creado por la aguja.
Si la fuga de LCR ocurre a una velocidad mayor que la tasa de su produccion, esto puede
resultar en una presion de LCR baja, acentuada a nivel del cerebro cuando se adopta la
posicién vertical. Sin embargo, no todos los pacientes con CPPD tienen una presion de
LCR baja, y no todos los pacientes con una fuga significativa de LCR desarrollan un cuadro

de cefalea. Se han propuesto tres mecanismos fisiopatoldgicos, todos ellos relacionados con
la homeostasis del LCR:

1. La hipotensién de LCR provoca una dilatacion compensatoria de las venas meningeas y

una expansion del volumen sanguineo, lo que causa dolor de cabeza debido a la distension
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venosa aguda. Este mecanismo es consistente con iméagenes de resonancia magnética (IRM)

en varios casos reportados de dolor de cabeza pospuncion dural [25] [29] [30].

2. La hipotension intracraneal relacionada con la fuga de LCR puede causar un descenso
de las estructuras intracraneales y estiramiento de los nervios intracraneales sensitivos, pro-
vocando dolor y paralisis de los nervios craneales. En un estudio de siete pacientes con
hipotension intracraneal [23] [24], los hallazgos de RM que mostraban un desplazamiento
caudal del cerebro se asociaron con el dolor de cabeza y se resolvieron junto con los sinto-
mas de dolor de cabeza [25]. La traccion de los nervios cervicales superiores puede causar

dolor de cabeza pospuncion dural junto con dolor en el cuello, la espalda y los hombros

(31] [32].

3. La elasticidad craneoespinal alterada después de una puncion lumbar desemboca en un
aumento de la compliance caudal en relacion con la compliance intracraneal y una dilatacion

venosa intracraneal aguda en posicion vertical [33].

6. Prevencion y tratamiento

En el caso de las punciones lumbares diagnosticas o terapéuticas intencionadas, con aguja
fina, el balance riesgo-beneficio no sugiere que se adopten medidas preventivas (adoptadas
justo después de la puncion para reducir las probabilidades de sufrir CPPD). Esto no es asi
en el caso de la puncién accidental con aguja epidural, de mayor calibre, en la que la inci-
dencia de CPPD es m4s alta. No obstante, ninguna medida preventiva es adoptada univer-

salmente, puesto que no se han demostrado efectos preventivos de ninguna rutina.

El arsenal terapéutico para afrontar el cuadro de CPPD estd en constante estudio y evolu-
cion, hecho motivado en parte por la falta de terapias que cumplan con las caracteristicas
que deberia exhibir una solucion ideal. El tratamiento de la CPPD actualmente no se basa
en los resultados de estudios aleatorizados controlados, por lo que muchas recomendacio-
nes se derivan de estudios clinicos observacionales y de la experiencia de diferentes grupos

médicos.

El enfoque terapéutico puede dividirse en cuatro etapas, que podrian denominarse: trata-
miento conservador, tratamiento médico avanzado, tratamiento invasivo convencional y
tratamiento invasivo intensivo. La eleccion del tratamiento adecuado dependera de la gra-
vedad de los sintomas, las preferencias del paciente y la necesidad de una recuperacion

rdpida, entre otros factores.

Inicialmente, el tratamiento conservador se considera el mds apropiado para la mayoria de
los pacientes con CPPD debido a su pronostico habitualmente favorable. Este enfoque se

basa en el reposo en cama, la hidratacion y el uso de fajas abdominales para mayor
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comodidad. El tratamiento farmacoldgico se centra en aliviar los sintomas y puede incluir
analgésicos como el paracetamol y AINE, asi como antieméticos. Este tratamiento tiene
como objetivo mejorar la comodidad del paciente mientras se espera la resoluciéon de los

sintomas, ya que hasta el 50 % de los pacientes experimenta mejoria en cuatro dias.

En la siguiente etapa, el tratamiento médico avanzado, se consideran opciones como la
administracion parenteral de metilxantinas, el bloqueo del nervio occipital y otros trata-
mientos sintomaticos. Las metilxantinas, como la cafeina y la teofilina, se han utilizado
empiricamente, aunque su eficacia no estd respaldada por evidencia solida. Estos medica-
mentos actuan bloqueando los receptores de adenosina y produciendo vasoconstriccion de
los vasos cerebrales, lo que podria aliviar temporalmente la cefalea. Sin embargo, su efecto

es limitado y a menudo solo es efectivo en las primeras 24 horas.

El siguiente paso en el tratamiento seria la intervencion invasiva convencional, que se con-
sidera cuando las medidas conservadoras fallan o la CPPD es severa o incapacitante. En
esta etapa, muchos centros utilizan el parche hematico como tratamiento de eleccion; im-
plica la obtencion de sangre autdloga del paciente bajo condiciones de asepsia y la inyeccion
de esta inmediatamente después en el espacio epidural. Se ha demostrado que el parche
hematico es altamente efectivo, con una tasa de éxito inicial del 91 %, aunque esta tasa
disminuye al 61 % a largo plazo. Su efectividad se atribuye a dos teorias posibles: la forma-
cion de un codgulo de sangre autéloga que cierra el orificio en la duramadre, impidiendo
la fuga de LCR, y el aumento de la presion del LCR, lo que reduce la traccion en las estruc-

turas nociceptivas cerebrales y meningeas.

La indicacion para realizar un parche hematico y el momento 6ptimo de su realizacion son
temas de debate. Algunos autores sugieren que se debe realizar después de varios dias de
persistencia de la CPPD a pesar del tratamiento conservador, mientras que otros abogan
por su realizacion temprana. El volumen de sangre autéloga inyectado no debe superar los

20 ml para evitar efectos secundarios, como dolor de espalda y otras complicaciones graves.

Datos recientes demuestran que el bloqueo del nervio occipital mayor (NOM) guiado por
ultrasonido es una técnica minimamente arriesgada y eficaz para aquellos que no respon-
den al tratamiento conservador. Por ello, algunos autores sugieren la inclusién del bloqueo

bilateral del NOM como un paso previo a un posible parche hematico.

En caso de que el parche hematico y/o el bloqueo del nervio occipital mayor no sean efec-
tivos, se debe reconsiderar el diagnostico mediante estudios radioldgicos vy, si se confirma
la presencia de una fuga de LCR, se pueden considerar tratamientos invasivos intensivos

como la administracion de selladores guiados por radiologia o la cirugia.
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El presente trabajo de investigacion nace de la necesidad de aportar soluciones practicas a
un problema que nuestra disciplina arrastra desde hace décadas: la perforacion dural no
intencionada mediante aguja tipo Tuohy en el contexto de un abordaje epidural, sea para
colocar un catéter o para realizar una infiltracion epidural, puede llevar al paciente a sufrir

el sindrome de hipotension intracraneal y padecer una cefalea pospuncion dural.

El balance riesgo-beneficio nos hace practicar técnicas que, en casi todos los casos, entranan
un riesgo, por pequeno que este sea. En el caso del abordaje epidural, una de las complica-
ciones temidas por cualquier profesional que lo ejecuta es la posibilidad de romper acci-
dentalmente el complejo duramadre-aracnoides (ocasionando asi una «puncién dural acci-
dental») con una aguja, la de uso epidural, no disefiada para tal fin. Este miedo existe
porque se conoce que la incidencia de cefalea pospuncién dural tras una puncion dural

accidental es alta.

El objetivo principal del presente trabajo es el de desarrollar y validar el funcionamiento de
un kit especifico para sellar las fugas en el momento de puncion dural accidental con aguja
Tuohy de 18 Gauge. Se ha realizado con el fin de aportar una via de investigacion que
pueda desembocar en la creacion de un dispositivo médico que permita la prevencion efec-
tiva de la CPPD una vez detectada la puncion dural accidental. Conceptualmente, este
estudio estd disefiado para promover la creacion de un mecanismo de seguridad para los

anestesiologos y para los pacientes que se exponen al riesgo descrito.
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Se ha trabajado con la hipotesis de que la aplicacion de un kit sintético de taponamiento
de brechas durales especificamente disefiado y fabricado para tal fin puede ayudar a reducir
el flujo de liquido cefalorraquideo que pasa del espacio intratecal al epidural tras una pun-

cion dural con aguja Tuohy de 18 Gauge.
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3.1. Objetivos principales

Desarrollar conceptualmente y fabricar un dispositivo que permita su aplicacion en el mo-

mento de la puncion dural con aguja Tuohy de 18 Gauge.
Testar en modelo ovino, in vivo, su rendimiento fisico, entendido como su capacidad para

disminuir la cantidad de liquido fugado desde el saco tecal hacia el espacio epidural.

3.2. Objetivos secundarios

Probar en modelo cadavérico el rendimiento de diferentes prototipos disefiados durante el

proceso de refinamiento de la solucién.

Estudiar la tasa y el modo de cierre natural de las perforaciones provocadas por una pun-
cion dural intencionada con aguja Tuohy de 18 Gauge en un modelo ovino ex vivo 24, 72

y 168 horas después de la puncion.






4. Material y método






4. Material y método // 49

Ambito de actuacion y estructura del trabajo

El grueso de este trabajo de investigacion ha tenido lugar en laboratorios de investigacién
y no hubiese sido posible sin la participacién de ingenieros. No obstante, en las fases finales
de la investigacion, se ha trasladado el peso de la misma a animalarios en los que se han
realizado los experimentos in vivo, contando en este caso con la inestimable ayuda de un
equipo de anestesidlogos veterinarios. Por ultimo, como se explicard al final de este apar-
tado, se ha requerido la colaboracion de personal especializado en técnicas de analisis mi-

croscopico.

En aras de exponer de forma clara la secuencia de hechos que han conducido al resultado
final, se detallan a continuacion las 9 fases de trabajo, a veces superpuestas, que han per-

mitido que todo el proceso se haya podido llevar a cabo.

Fase 1. Experimento en modelo ovino in vivo. Perforacion dural y seguimiento de su
cierre espontaneo. Estudio de la tasa y el modo de cierre natural de las perforaciones pro-
vocadas por una puncion dural intencionada con aguja Tuohy de 18 Gauge en un modelo

ovino ex vivo 24, 72 y 168 horas después de la puncion.

Fase 2. Conceptualizacion del implante. Abordaje de la idea para generar un set de sellado

dural y primeros prototipos 3D.

Fase 3. Simulacion y eleccion de materiales. Un estudio centrado en las caracteristicas

ideales de cada material para los componentes del sistema de sellado dural.

Fase 4. Diseno de los componentes del sistema de sellado para su fabricacion.
Fase 5. Bench testing. Estudio del rendimiento del kit en simuladores sintéticos.
Fase 6. Mejora del disefio y validacion de kits fabricados en fantoma.

Fase 7. Fabricacion definitiva de kits estériles para test in vivo.

Fase 8. Ensayos de citotoxicidad aguda y sistémica.

Fase 9. Estudio in vivo en Ovis orientalis aries del rendimiento del implante.

Es importante recalcar que, por motivos de cumplimiento con el codigo ético de experi-
mentacion animal, se tuvo que minimizar el numero de especimenes de experimentacion.
Esto obligo a realizar los experimentos descritos en las fases 1 y 9 en un mismo tiempo, esto
es, en las etapas finales del trabajo. En la confeccion y redaccion de este texto se ha respe-
tado el orden de exposicidon cronologica segun el plan original para facilitar la comprension

de quien lo lea.
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Las tareas en las que el trabajo requeria de la participacion de equipos de ingenieria biomé-
dica se han llevado a cabo en su practica totalidad en las instalaciones del Instituto de
Biomecanica de Valencia (IBV). Estas incluyen:

« reuniones de equipo,

« trabajos de disefio de prototipos,

« fabricacién de primeros prototipos para test iniciales,

« ensayos sobre fantomas que no implicasen manejo de restos biologicos,

« grabacién y andlisis de rendimiento de los parches prototipados,

« estudios sobre los polimeros a emplear,

« diseno de experimentos,

« realizacion de informes de evolucion del proyecto,

« especificaciones técnicas para fabricantes externos,

« ensamblado de muestras,

« esterilizacion de prototipos para ensayo, y

« tratamiento de imagenes obtenidas (TC) en los ensayos.
Por otra parte, el grueso de las tareas que requerian manejo de animales se ha realizado en
las instalaciones del Centro de Estudios Universitarios CEU-Cardenal Herrera. En con-
creto, se ha trabajado en su Hospital Veterinario (aulas de diseccion-anatomia, estabulario,

quir6fanos, sala de TC). Se requirio la participacion de anestesidlogos veterinarios y volun-

tarios para llevar a cabo tareas relacionadas con:
« test inicial sobre caddveres para valorar la facilidad de insertacion del dispositivo
disenado,

« disecciéon de canales raquideos para obtener puntos de mejora en el rendimiento

del test,
« seleccion de especimenes,

+ diseno de las dindmicas de equipo para llevar a cabo los ensayos in vivo y planifica-

cién de los ensayos,
« manutencién de animales,
« rasurado y desinfeccién de zonas a intervenir,
« sedacion preoperatoria e induccion de anestesia general,

« monitorizacién del animal,
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« posicionamiento en el quiréfano, puncion lumbar seguida o no de insercion del kit

de sellado,
+ administracion de contraste y obtencién de imagenes Rxy TC,
« educcion anestésica, analgesia y antibioterapia perioperatoria,
« cuidado y estabulacién de especimenes,

« sacrificio escalonado siguiendo estandares de calidad en atencion y manejo de ani-

males,

« congelacion de ejemplares,

« diseccién, y

« obtencion de las zonas de interés para su estudio.
Por ultimo, se ha requerido de servicios de andlisis microscopico de diferentes tipos. Se
llevaron a cabo en el Centro Nacional de Microscopia Electronica (Madrid), donde se abor-
daron las tareas siguientes:

« recepcion y preparacion de las muestras,

« visionado de las mismas mediante microscopio optico y de barrido, y

« obtencion de imagenes de las areas de puncion e implantes para su estudio.

4.1. Fase1.Experimento en modelo ovino in vivo. Perforacion dural y sequi-
miento de su cierre espontaneo

4.1.1.  Objetivo especifico

Estudiar la tasa y el modo de cierre natural de las perforaciones provocadas por una pun-
cion dural intencionada con aguja Tuohy de 18 Gauge en un modelo ovino ex vivo 24, 72

y 168 horas después de la puncion.

4.1.2. Material y método

Este proyecto de investigacién fue aprobado por la Direccion General de Ganaderia de la
Generalitat Valenciana (https://www.ub.edu/cub/criteri.php’id=2443; Espana, codigo
2018/VSC/PEA/0188 tipo 2) después de la recomendacion del Comité de Etica para Ex-

perimentacion con Animales de la Universidad Cardenal Herrera-CEU (Valencia, Espaiia).

El manejo, procedimientos, alojamiento, eutanasia y obtencion de muestras se llevaron a

cabo en el Hospital Veterinario de la Universidad Cardenal Herrera-CEU, de acuerdo con
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la Directiva 63/2010/UE sobre proteccion de los animales utilizados con fines cientificos

(https://eur-lex.europa.eu/legal-content/ES/TXT/?uri=celex %3A32010L0063).

4.1.2.1. Tamaio del grupo y aleatorizacion

27 ovejas adultas (Ouwis orientalis aries) de ambos sexos se asignaron aleatoriamente a uno de
tres grupos (nueve ovejas en cada grupo). Se realizd una puncion intencional en la durama-
dre en cada animal con una aguja epidural de tipo Tuohy y calibre de 18 Gauge, y los
animales fueron sacrificados después de un dia (grupo 1), tres dias (grupo 2) y siete dias
(grupo 3). La asignacion de los grupos se hizo al azar mediante codigos extraidos de un
sobre sellado. Los sobres se abrieron inmediatamente antes de comenzar el procedimiento

para revelar la aleatorizacion de cada animal.

4.1.2.2. Protocolo clinico y puncion intencional en la duramadre

Después de cateterizar la vena cefalica anterior y sedar a los animales con dexmedetomidina
intravenosa (10 pg/kg), se preparo el sitio de puncion afeitando el 4rea lumbar y desinfec-
tandola con clorhexidina al 70 % en alcohol. Se indujo la anestesia general con propofol
intravenoso (3 mg/kg) y, después de la intubacién traqueal, se mantuvo mediante la admi-
nistracion endotraqueal de sevoflurano entregado a través de ventilaciéon mecanica en cir-
cuito cerrado en una mezcla de aire y oxigeno con un FiO; de 0,50. Se aplicaron monitores
rutinarios y se mantuvo a los animales normotérmicos, normocapnicos, normoxicos y he-

modinamicamente estables durante todo el experimento.

Después de colocar al animal en posicion esternal, se realizé una puncién lumbar en la
linea media en el espacio de transicion lumbosacro entre la sexta vértebra lumbar y la pri-
mera vértebra sacra (L6/S1) con una aguja epidural Tuohy de calibre de 18 Gauge (Peri-
can®, B. Braun, Melsungen, Alemania). Luego, se retir6 la aguja Tuohy y se colocd una
grapa quirtrgica metalica en la piel junto al orificio de puncion para marcar el sitio para

futuras disecciones y obtencion de muestras.

4.1.2.3. Alojamiento y eutanasia

Después de recuperarse completamente de la anestesia general, las ovejas fueron alojadas
en un establo donde se las mantuvo alimentadas y en condiciones higiénicas, respetando
todos los aspectos descritos en las regulaciones de bienestar animal. Los animales fueron
sacrificados mediante una combinacion de embutramida, mezebonio y tetracaina (T61, In-
tervet International GmbH, Unterschleilheim, Alemania), y luego se congelaron inmedia-

tamente a -20 °C (cAmara de congelacién Zanotti, Zanotti S.P.A., Pegognaga, Milan, Italia)
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hasta que fueron necesarios para la obtencion de muestras de tejido. La congelacién inme-
diata se realizd para minimizar posibles cambios en los tejidos post mortem. Los animales
fueron colocados, con las extremidades posteriores ligeramente flexionadas bajo el abdo-

men, en una posicion de hiperflexion lumbar en el congelador.

4.1.2.4. Obtencion de muestras

Los animales congelados se prepararon utilizando una sierra circular de autopsia, un torno
de fresado quirurgico y otros equipos de diseccion para que las muestras contuvieran solo
el 4rea de interés. Todas las estructuras de referencia se identificaron en las secciones trans-
versales y longitudinales para evitar danar cualquier 4rea de interés durante cada paso de la
diseccion final. Se utilizaron técnicas quirtrgicas de perforacion y disecciones precisas para
eliminar el tejido blando que no era de interés para este estudio. Se empled un enfoque
anterior mediante la perforacion de discos, cuerpos vertebrales y pediculos, lo que propor-
ciono una vista ventral del canal espinal. Esto permitio identificar toda la duramadre y los
manguitos de las raices nerviosas espinales, identificando la arteria espinal ventral que atra-
viesa la linea media, y manteniendo protegida e intacta el drea posterior de la duramadre
donde se localizaron las lesiones que posteriormente se estudiarian. En cada foramen ver-
tebral, se identificaron los manguitos de las raices nerviosas junto con los ligamentos me-
ningo-vertebrales, seccionados para liberar los anclajes de la duramadre dentro del canal
espinal. Esto nos permiti¢ extraer la duramadre sin dafarla e inmediatamente sumergirla
en glutaraldehido al 2,5 % con solucion fosfatada amortiguada a un pH de 7,28 a 7,32 para

su preservacion vy fijacion.

4.1.2.5. Microscopia electrdnica de barrido

Las muestras de duramadre se cortaron en piezas cuadradas de 20 x 20 mm vy se deshidra-
taron progresivamente sumergiendo las piezas en soluciones que contenian concentracio-
nes crecientes de acetona (hasta el 100 %). Luego, la acetona se sustituyé por didxido de
carbono en una cdmara presurizada (Balzers CPD 030 Critical Point Dryer, Bal Tec AG,
Furstentum, Liechtenstein) hasta alcanzar una presion critica de 73,8 bar y una tempera-
tura de 31 °C. Luego se anadio una capa de carbono a las muestras para obtener un grosor
inferior a 200 4ngstroms con un sistema de deposicion MED 010 Mini (Balzers, Bal Tec
AG, Furstentum, Liechtenstein). La evaporacion de carbono se realizé mediante la aplica-
cion de una corriente eléctrica a través de un electrodo de grafito dentro de una camara de
vacio a 1025 milibares. Luego, las muestras se cubrieron con un microfilm dorado pasando
una corriente eléctrica de 20 amperios a través de un electrodo de oro dentro de una cé-
mara de vaporizacion SCD 004 Balzers Sputter Coater (Balzers, Bal Tec AG, Fiirstentum,

Liechtenstein) regulada con una presion de vacio de 0,1 milibares. Las superficies internas
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subaracnoideas de las muestras se estudiaron con un microscopio electrénico de barrido

JSM 6400 (JEOL Corporation, Tokio, Japon).

4.1.2.6. Mediciones

Se empleé el software Adobe Photoshop Image ] version 1.46a (http://rsb.info.nih.gov/ij/)
para homogeneizar las ampliaciones entre imagenes y permitir la medicion de circunferen-

cias y areas de las lesiones del orificio de puncion.

4.1.2.7. Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realizo utilizando el software estadistico R (version 4.0.3). Se calculo
el tamafio del efecto con la funcion pwr.t2n.test del paquete pwr para grupos de diferentes
tamafios de muestra (n1 = 9; n2 = 6). El error alfa se establecio en 0,05, el error beta fue de
0,8 y se considerd la hipotesis alternativa como «menor que». Se obtuvo un tamano de
efecto de -1,4 (https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpsyg.2013.00863/full). Se
verifico la normalidad de las variables con una prueba de Shapiro-Wilk. La homocedastici-
dad se estudi¢ utilizando la prueba de Levene. Tanto el area como la circunferencia no
cumplieron los criterios de normalidad o homocedasticidad, por lo que se eligio un enfo-
que estadistico robusto y se utiliz6 un modelo lineal general para estudiarlos. La compara-
cion entre el drea y la circunferencia en funcion del tiempo (dias 1, 3 y 7) se realizé utili-
zando pruebas t para muestras independientes en medidas de ubicacion robustas que
incluian tamanos de efecto. La funcion tlway calcula un analisis de varianza de una via en
medias truncadas. No se requiere la suposicion de homocedasticidad, ya que utiliza una
generalizacion del método de Welch. Se realizaron pruebas post hoc correspondientes utili-
zando la funcién lincon. Ambos andlisis se incluyeron en el paquete WRS2. Finalmente,
se realizd un modelo lineal general utilizando un modelo logaritmico para estudiar la rela-
cion entre las variables estudiadas (4area y circunferencia) y el tiempo. Estos resultados se
representan en la Figura 9 y en la Figura 10. Elegimos que las diferencias estadisticas se
definieran como P < 0,05. El nivel de recorte para las medias fue 0,2. Los datos se presentan
numéricamente como medianas (minimo a maximo), intervalos de confianza del 95 % (IC
95 %), y se presentan grificamente como medianas, rangos intercuartiles y minimos y ma-

xXimos.
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4.1.3. Resultados

e, o o e e pmnmm——

Figura 6. Lesion en el saco dural vista desde la superficie interna (capa aracnoidea) 1 dia después de la puncién lumbar con aguja Tuohy de
calibre de 18 Gauge. Nota: Ay B fueron obtenidas de animales diferentes. Microscopia electrdnica de barrido. Aumento: A = x70; B = x45

B 1 mm
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Figura 7. Lesion en el saco dural vista desde la superficie interna (capa aracnoidea) 3 dias después de la puncién lumbar con aguja Tuohy de
calibre de 18 Gauge. Nota: Ay B fueron obtenidas de animales diferentes. Microscopia electrénica de barrido. Aumento: A = x40; B = x70
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Figura 8. Lesion en el saco dural vista desde la superficie interna (capa aracnoidea) 7 dias después de la puncién lumbar con aguja Tuohy de
calibre de 18 Gauge. Nota: Ay B fueron obtenidas de animales diferentes. Microscopia electrénica de barrido. Aumento: A = x75; B = x70

AREA CIRCUMFERENCE

Figura 9. Area. Nota: Mediana, rango y valores atipicos en dias 1,3 Figura 10. Circunferencia. Nota: Mediana, rango y valores atipicos
y 7,y ajuste logaritmico (linea azul; el drea gris representa en dias 1, 3y 7, y ajuste logaritmico (linea azul; el &rea gris
intervalo de confianza del 95 %) representa intervalo de confianza del 95 %)

De un total de 27 punciones lumbares, se pudieron estudiar 24 lesiones (9, 9 y 6 pertene-
cian a los grupos 1, 2 y 3, respectivamente; Figura 1, Figura 2 y Figura 3). Se descartaron 3
muestras (todas del grupo 3) debido a artefactos que ocurrieron durante los procesos de
laboratorio o a la dificultad de localizar el orificio de puncion bajo el microscopio electro-
nico. Todas estas muestras fueron descartadas ya que optamos por utilizar solo especimenes
perfectos y no distorsionados y desechar el resto. Los datos demogréficos de los animales

se pueden ver en la Tabla 1.

Los resultados de las mediciones de drea y circunferencia de los orificios de puncion en la

duramadre y aracnoides se muestran en la Tabla 1. Las lesiones aracnoideas producidas por
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las agujas epidurales Tuohy de calibre de 18 Gauge se muestran en la Figura 6, la Figura 7
y la Figura 8. Las lesiones en todos los casos consistieron en una lesion en la duramadre
superpuesta a una lesion en la aracnoides. Observamos que la capa interna de la aracnoides,
situada superficialmente, estaba parcialmente abierta, y también mas profundo, a través del
orificio de la capa aracnoidea, el orificio de las ldminas durales. Este patron se encontro en

los tres grupos a los 1, 3y 7 dias.

Al analizar las caracteristicas de las lesiones, se pudo observar que el bisel de las agujas
espinales Tuohy produjo una pequena lesion cortante en el complejo duramadre-aracnoi-
dea. A medida que la punta avanzaba, los bordes afilados cortaban y distendian la durama-
dre, causando una progresion «limpia» a través del complejo. Las agujas Tuohy produjeron
asi un corte preciso y controlado con un dano limitado en las materias dural y aracnoidea.
La punta de la aguja parecia «doblar» el tejido cortado hacia dentro, hacia la duramadre, de
modo que las lesiones dural y aracnoidea producian una forma similar a la de una «duna
creciente» que se asemejaba a las letras «<U» 0 «V», asi como a una imagen geométrica como

un ovalo o elipse.

El area fue menor en los dias 3 y 7 en comparacion con el dia 1 (dia 1: 1,77 mm?; dia 3:
0,58 mm’ [P = 0,027; IC 95 %: 0,07-1,08]; dia 7: 0,47 mm®* [P = 0,027; IC 95 %: 0,08-
1,84]). No se observaron diferencias entre los dias 3 y 7 (P = 0,743; IC 95 %: -0,55-0,66).
En términos relativos, el area fue un 67 % y un 73,5 % menor, respectivamente, en los dias
3y 7 en comparacion con el dia 1. Sin embargo, no hubo diferencias en la circunferencia
entre los dias 1, 3y 7 (dia 1: 5,59 mm; dia 3: 3,5 mm [P = 0,09, IC 95 %: -0,34-3,4]; dia 7:
3,25 mm [P = 0,09; IC 95 %: -0,43-3,9]). Tampoco hubo diferencias entre los dias 3 y 7
(P =0,65;1C 95 %: -1,7-2,2).

Un modelo lineal general encontré que la evolucion del area y la circunferencia a lo largo
del tiempo se ajusta a un modelo logaritmico (estimacion: -0,14, error estdndar: 0,055,
valor t: -2,54, P=0,02, y estimacion: -0,065, error estindar: 0,025, valor t: -2,61,
P = 0,017, respectivamente). Los datos se presentan en la Tabla 1, asi como en la Figura 8

y en la Figura 9.
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Tabla 1. Datos demogréficos, medidas del &rea y circunferencia a lo largo del tiempo

Dialn=9 Dia3n=9 Dia7n=6 Generaln=24
Sexo Hembra 8(88,9%) 8(88,9%) 4(66,6%) 20 (833 %)
Macho 1(11,1%) 1(11,1%) 2(333%) 4(16,6%)
Peso m:g’;"" (min. 3730, 48) 3930, 57) 30 (24, 46) 385 (24, 54)
- - ——
Area () m:g’;"a (min. 177(0338:424)  0,589(0,443:1,15)  0470(0,338; 1,38)

Circunferencia (mm) Mediana (min.

5,59 (2,96; 8,46) 3,5(3,27;5,39) 2,25(2,43;4,74)
max.)

4.1.4. Conclusiones

Los orificios de puncion dural iatrogénicos con diferentes tamanos y tipos de agujas han
sido bien estudiados y reportados in vitro en estudios con cadaveres humanos [10] [11] [12].
En todos estos estudios, los orificios de puncién se produjeron post mortem. Hasta donde
sabemos, este es el primer estudio en el que las punciones durales iatrogénicas se realizaron
ante mortem. El presente estudio demuestra no solo la morfologia del orificio de puncion
dural realizado por una aguja epidural Tuohy de calibre de 18 Gauge en animales vivos,
observado mediante microscopia electronica, sino que también muestra que el proceso de
cicatrizacién no es lineal sino logaritmico a lo largo del tiempo. Esperabamos completa-
mente un proceso lineal y, por lo tanto, continuamos el estudio durante siete dias espe-
rando encontrar una lesion curada, pero nos sorprendié encontrar solo un cierre aproxi-
mado del 50 % de los orificios de puncién en todos los animales después de siete dias.

Ademas, descubrimos que el proceso de cierre fue logaritmico y no lineal.

4.2. Fase 2. Conceptualizacion de la idea y primeros prototipados
4.2.1. Objetivo especifico

La fase 2 del presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo principal la definicion
del mejor tipo de elemento teorico de sellado de perforaciones durales, en adelante llamado
«parche» por la funcién teodrica que le fue asignada, consistente en producir o promover el

cierre de una perforacion accidental en el complejo duramadre-aracnoideo.

Ha de notarse que no fue un objetivo de la presente fase el modelado de los dispositivos
anexos a un posible parche de sellado. Entiéndase pues que quedaran fuera del alcance de
la fase 2 las suturas, elementos introductores, estiletes, guias y cualquier otro tipo de mate-

rial complementario para posibilitar o facilitar la aplicacion del parche.
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4.2.2. Material y método

Se llevaron a cabo tres reuniones conjuntas del grupo clinico y el equipo de ingenieria del

Instituto de Biomecdnica de Valencia (IBV). reuniones separadas 3 semanas entre ellas.

El grupo clinico, ademas del investigador principal de este estudio, contaba con tres perfiles
extra de profesionales de la anestesiologia, siendo dos de ellos anestesiologos dedicados a
atencion humana y el miembro restante especialista en anestesiologia veterinaria. Todos
ellos desempenaban cargos asistenciales en el momento de celebracion de las reuniones de
esta fase y cada uno contaba asimismo con mas de diez anos de experiencia clinica y se

consideraban expertos en el manejo de las técnicas anestésicas sobre neuroeje.

Por su parte, el equipo de ingenieria del IBV estaba integrado por tres miembros, todos
ellos ingenieros de formacion, con un perfil técnico y mas de cinco aios de experiencia en
el campo de la ingenieria dedicada a las ciencias de la salud. Uno de los miembros asistia
en calidad de director de equipo y coordinaba la comunicacion con el investigador princi-
pal, mientras que los dos miembros restantes ejercian las tareas de conceptualizacion, di-

sefo y posterior redisefo de las soluciones ideadas, ademas de documentacion del trabajo.

El objetivo de la primera reunién conjunta fue la transferencia de informacion entre el
grupo clinico y el equipo de ingenieria para contextualizar el problema que se queria abor-
dar y la definicion de solucion ideal a la necesidad clinica. La reunion de 90 minutos re-
quirié preparacion por separado (coordinacién y ajuste de expectativas/necesidades por
parte del investigador principal), un debriefing en el que se expusieron y meditaron conclu-
siones, y un seguimiento posterior para aclarar cualquier posible duda por parte del grupo
clinico o el equipo de ingenieria, asi como recogida de cualquier informacién que no pu-

diera haber sido transmitida durante la reunion.

La segunda reunion también duré 90 minutos y tuvo lugar una vez el equipo de ingenieria
integré la informacion expuesta en la primera y trabajo sobre las ideas que conjuntamente
se esbozaron en esta. El objetivo fue el de exponer un total de tres soluciones conceptuales
tentativas al problema de la brecha dural accidental y someterlas a juicio conjunto. Previa-
mente a esta reunion, el equipo de ingenieria labord en la creacion de renders tridimensio-
nales para ilustrar las ideas de solucién. Durante la reunion, se elaboraron listas de ventajas
e inconvenientes tedricos de cada una de las propuestas, asi como de ideas de mejora y

complementos informativos sobre los temores practicos por parte del grupo clinico.

Por ultimo, la tercera reunién se celebro tras integrar en un archivo tnico todas las ideas
de mejora expuestas en la reunion previa y dar tiempo al equipo del IBV para mejorar las

propuestas en base a lo discutido, permitiendo durante esta ultima reunion —de 60 minutos
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de duracion— elegir una solucion «ganadora» ya mejorada respecto a la primera version

expuesta.

Durante la fase del trabajo correspondiente al tiempo entre la primera reunion y la tercera,
la herramienta de modelado tridimensional de uso habitual fue CAD. La exposicion y do-
cumentacion de los avances se realizo mediante envio de correos electronicos regulares —

periodicidad a demanda—.

4.2.3. Resultados

4.2.3.1. Primera reunion conjunta

Se exponen las principales lineas de informacién (inputs) ofrecidas por el grupo clinico al
equipo de ingenieria del IBV. Durante la reunién se explicaron en detalle el problema
clinico a resolver, las soluciones actuales, las necesidades tedricas de rendimiento de un

posible parche y el entorno fisioldgico en el que el implante habria de desarrollar su activi-

dad:

« Se trabaja con el dato de la presion que ejerce el liquido cefalorraquideo sobre las
paredes del saco dural (complejo aracnoides-duramadre) oscilando en un rango en-
tre los 60 y los 180 mm de H,O. Este dato corresponde a la presion de la columna
de liquido en sedestacion en los espacios bajos de la zona lumbotoricica, corres-

pondientes a las metdmeras de puncion habitual.

« La puncion dural accidental en el contexto de manejo de agujas epidurales (tipo
Tuohy) es una puncion traumatica, en la que el area de perforacion o diametro de
la brecha creada es por definicion mayor al diametro externo de la aguja. Esto no
es asi en los casos de puncién dural intencionada con agujas de menor calibre, ya

que no necesitan alojar ningiin catéter en su interior.

« Las agujas «epidurales», comunmente llamadas tipo Tuohy (en honor al Dr. James
E. Tuohy, su inventor), disponen de una punta ligeramente curvada, disefiada es-
pecificamente para permitir el paso de un catéter epidural de manera ligeramente
orientada. Las agujas epidurales tipo Tuohy de 18 Gauge tienen un didmetro ex-
terno de 1,3 mm y un didmetro interno —o luz— de 0,85 mm. Cualquier implante,
asi como los elementos de transferencia, suturas u otros elementos aledafos, ha de
poder operar en este contexto, siendo de especial interés el calibre interno o luz de
la aguja por haber de alojar una solucion plegada y el diametro externo por ser el

que marca el area de lesion a taponar.
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El espesor del complejo duramadre-aracnoides en el segmento de interés (raquis

lumbar) es de alrededor de 300 micrones. [34]

En los kits de abordaje epidural comerciales y de uso comun, la aguja tipo Tuohy
suele venir acompanada, entre otros, de un estilete especifico que sirve para mante-
ner la luz de la aguja obliterada durante el avance y subsiguientes maniobras a fin
de evitar que se arrastren particulas orgdnicas como grasa o tejido conectivo hasta
el espacio epidural. Este estilete es generalmente retirado cuando el anestesiologo
ha hecho llegar la punta de la aguja Tuohy al 4rea cercana al espacio epidural, nor-
malmente tras haber avanzado sintiendo las diferentes resistencias tisulares (piel,

tejido subcutaneo, ligamento interespinoso y en algunos casos ligamento amarillo).

En el momento de generacién de una puncién dural no intencionada con flujo de
LCR evidente (definida como «puncion hiamedar), la practica habitual incluye sos-
tener la aguja Tuohy en el sitio de puncion, insertando en ese momento el estilete

especifico antes de tomar la siguiente decision procedimental.

Si bien no existe una practica universal que rija qué paso seguir tras la observacion
de una puncion humeda, la mayoria de los anestesiologos, siempre segun el grupo
clinico, optan por retirar el conjunto aguja + estilete sin haber aplicado una solu-
cion especifica en el momento agudo. En cualquier caso, es de especial relevancia
entender que el momento inmediatamente posterior a la deteccion de la puncion
huimeda, en el que la punta de la aguja Tuohy queda distal al complejo meningeo
formado por aracnoides y duramadre y por lo tanto intratecal, es el inico en todo
el proceso en el que se tiene una certeza absoluta de que se ha canalizado el agujero
o brecha dural que genera el problema de fuga. Es, por tanto, el inico momento
en el que el anestesidlogo tiene la certeza de disponer de acceso directo al sitio
anatomico donde cabe esperar reparar o taponar la fuga. Una vez retirada la aguja
Tuohy no sera posible abordar el problema en el sitio exacto de la lesion generada,
o no sin un alto grado de complejidad técnica. Esto es especialmente cierto si se

quiere disefar una solucion que implique la entrada en el saco tecal de un implante.

Estas son las necesidades y caracteristicas del entorno que tras la primera reunion presencial

quedaron definidas conjuntamente para ayudar al equipo de ingenieria a moldear las solu-

ciones iniciales sobre las que pivotar y refinar, que serian expuestas en la subsiguiente

reunion:

Cabe centrar el esfuerzo de conceptualizacion tinicamente en el elemento que in-
teractuara con la duramadre-aracnoides (llamado parche), sin necesidad de generar
renders o prototipos de otros elementos que potencialmente formen un kit de apli-

cacién de la solucion.
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« Es preceptivo disponer de tres soluciones conceptuales disefiadas y expuestas con
modelos tridimensionales dedicadas a taponar una hipotética lesion dural. Sobre
las mismas, en una siguiente etapa del presente trabajo, se aplicardn mejoras para

refinar sus caracteristicas en base a lo razonado por el grupo clinico.

« En base a la primera fase de estudio de este trabajo de tesis, practicada sobre ani-
males vivos, es congruente pensar que también en humanos el cierre natural del
defecto generado sigue un patrén no lineal, con tendencia a una retraccion de las
paredes del orificio muy temprana en probable relacion con su capacidad elastica y
retractil. Asi pues, sobre este supuesto es preceptivo tener en cuenta que podria ser
suficiente con disefar un implante o parche que tapone un alto porcentaje, pero
no el 100 % del orificio de fuga de LCR, puesto que dicha retraccion podria actuar
como elemento de contencion al coaptar parcialmente sobre el dispositivo implan-

tado.

« Las caracteristicas del proceso de reparacion natural de tejidos y la observacion em-
pirica del curso de la patologia (cefalea pospuncion dural) que se pretende ayudar
a evitar nos hacen pensar que serd suficiente con disefiar un dispositivo que perma-
nezca en el sitio de la lesion ayudando a cerrarla durante un periodo limitado de
tiempo. Esto, con el nivel de desarrollo de los copolimeros biocompatibles del que
se dispone hoy en dia, puede hacernos decantar por un implante reabsorbible, cuyo
tiempo minimo de permanencia antes del inicio de un proceso de degradacion na-

tural in situ ha de ser de siete dias.

« Asimismo, idealmente y puesto que se conoce el grado de sofisticacion de los mate-
riales biocompatibles con los que se podria fabricar un implante o parche, es posible
contar con la posibilidad de que el parche pueda transferirse al sitio de lesion a
través de la aguja Tuohy, plegado o no, para que su posterior apertura en vecindad

a la brecha sea automdtica y no traumadtica.

« Si el implante no tiene flexibilidad suficiente para plegarse de forma auténoma,
podria estar compuesto por partes rigidas pero moviles de forma que el conjunto

pueda plegarse o posicionarse sobre la pared interior de la duramadre.

« Conviene evitar en la medida de lo posible realizar esfuerzos excesivos sobre la mem-
brana dural que puedan causar el desgarro de la misma durante el posicionado del
implante o retirada de la aguja, o una salida del implante por el agujero de la pun-

cion.

« A futuroy en funcion de la necesidad de comportamiento de la solucion disefada,

cabe la posibilidad de incorporar un hilo de sutura también reabsorbible fijado al
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implante para un mejor control de este y que permita una posible retirada inicial.

Esto, en cualquier caso, no se desarrollard en el presente estado del trabajo.

« Es de capital importancia a nivel clinico disefiar un sistema que evite a toda costa
la migracion interna del implante por medios mecénicos (en caso de disefar un
implante plegable) o adhesivos (en caso de optar por otro tipo de soluciones). Esta

fue una preocupacion recurrente en el seno del grupo clinico.

« Conviene remarcar que, de optarse por un hilo de sutura como elemento de fija-
cion, ha de tenerse en cuenta el periodo de degradacion del mismo y escoger un
material de sutura que no se degrade especialmente rapido, puesto que podria per-
mitir la suelta del parche antes de que se haya integrado y ayudado a reparar la

lesion.

« Se entiende que, de cara a una posterior fabricacion en serie, es importante dispo-

ner de un diseno globalmente sencillo que simplifique su generacion y ensamblaje.

« En sucesivas reuniones cada version pasaria a ser criticada para ser mejorada o des-

cartada.

4.2.3.2. Segunda reunion conjunta

Se presentaron las soluciones conceptuales requeridas.

A. Solucién conceptual 1, version 1_1

Solucién de implante compacto de una pieza con alas plegables que permitiria su introduc-
cion por la canula de la aguja y se desplegarian tras salir por el extremo que queda dentro
de la duramadre, quedando las alas delanteras dentro del saco tecal y las traseras en el
espacio epidural. Las alas delanteras de menor tamafo permitirian una degradacion gradual
del implante de «dentro hacia fuera» y las alas traseras mayores evitarian una posible migra-
cion del implante hacia el interior. El implante iria fijado a un hilo de sutura en su parte

central.
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Figura 11. Modelo 3D de solucidn conceptual 1, v1_1, en diversas proyecciones y cortes

B. Solucién conceptual 2, version 2_1

Solucion de implante con un cuerpo central més dos alas abatibles que se montarian ple-
gadas en el interior de la aguja y que tras sobresalir por el extremo distal de la misma se
desplegarian por la accién combinada de tirar de un hilo interno fijado en la parte central,
mientras las alas apoyan sobre las superficies inclinadas del elemento introductor del im-
plante. Una vez el implante en posicion sobre la pared interna de la duramadre, se inyecta-

ria algan tipo de adhesivo/sellante y se retiraria la aguja.

Figura 12. Modelo 3D de solucién conceptual 2, v2_1, de izquierda a derecha plegado dentro de la aguja Tuohy, en su salida de la misma y
tras despliegue de sus alas

C. Solucién conceptual 3, version 3_1

Soluciéon de implante compacto formado por una pieza plana unida a un hilo que, tras
introducirse en la aguja de forma longitudinal, permitiria girarse 90° una vez el implante
hubiera traspasado el extremo distal de la aguja que queda dentro del saco tecal. El giro se
produciria al tirar del extremo proximal del hilo con la ayuda del instrumento introductor
que haria de elemento de apoyo que induce al giro para evitar que la fuerza necesaria para

bascular tuviera que ser ejercida por la propia pared meningea.
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Figura 13. Modelo 3D de solucidn conceptual 3, v3_1, de izquierda a derecha plegado dentro de la aguja Tuohy, en su salida de la misma
apoyando en la superficie de sellado y tras retirada de la aguja

Tabla 2. Andlisis de ventajas e inconvenientes de las soluciones conceptuales 1,2y 3 propuestas

Ventajas potenciales Inconvenientes

Sol. conceptual 1,v. 1_1 Potente fijacién trasera Complicada apertura de alas, dependiente de las pro-
No dependencia del hilo de sutura para mantenersu ~ piedades del material
estabilidad en el sellado Requiere de gran elasticidad en el material para evi-
tar un dafio mayor alrededor de la brecha dural

Sol. conceptual 2,v.2_1 No requiere material eldstico para su confeccion,  Entrafia dificultades de fabricacion importantes
puesla apertura depende de la articulacion de piezas  Complejidad de ensamblaje a escala real
Permite una apertura controlada de las alas No es posib'e asegurar su ﬂjaci(’)n posterior

Sol. conceptual 3,v.3_1 No requiere material eldstico para su confeccién Método de fijacion posterior por determinar

Simplicidad en el disefio

Facilidad en su eventual fabricacion

Dado que no se pretendia avanzar en paralelo con un nimero determinado de soluciones
conceptuales para mejorarlas, sino que la intencion era descartar aquellas que no ofreciesen
seguridad suficiente sobre su comportamiento y centrar los esfuerzos en refinar las propues-
tas mas adaptadas a la necesidad, el grupo clinico abogo por rechazar la solucion conceptual
v. 2_1. El principal motivo fue que, ademas de una posible dificultad en su fabricacion y
ensamblaje, el comportamiento de una pareja de pequenas piezas articuladas una vez libe-
radas en el espacio intratecal podia suponer un riesgo de rotura/luxacion, migracion y even-

tual dafo neuroldgico.

4.2.3.3. Tercera reunion conjunta

A. Solucidn conceptual 1, version 1_2

Dado que las pruebas con prototipos fabricados en sinterizado de poliamida de la solucion
v. 1_1 plantearon serias dudas en cuanto a que pudiera funcionar sin romperse por el he-

cho de que las alas tenian que doblarse mucho, se probo a modificar el disefio.
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Una posible via de redisefo pasaba por una opcion de dos pares de alas independientes
que se montarian y desplegarian en pasos sucesivos unas dentro y otras por fuera de la
duramadre. Estudiada la opcion en detalle se concluye que una solucion con unas alas
delanteras que se abran tras pasar la duramadre puede ser viable, pero coémo premontar el
segundo par de alas en el mismo instrumental y como controlar cuando se deben desplegar
las segundas alas o alas traseras afnade complejidad al parche y promueve la aparicion de
soluciones de cierta dificultad técnica que ponen en riesgo la fiabilidad del sistema, aparte

de complicar también el proceso de fabricacion.

En consecuencia, se desestim¢ dicha alternativa y se reenfoco la idea inicial cambiando la
forma de plegado de las alas para facilitar el flujo del material y evitar deformaciones altas

que comprometieran su integridad y se rompiesen.

El resultado fue un implante en forma de X con unas alas delanteras pequenas que dobla-
sen hacia arriba y otras traseras mds grandes que doblasen hacia abajo, de tal modo que no

se solapasen las alas al plegarse, cosa que condicionaba el disefio anterior.

Figura 14. Modelo 3D de solucidn conceptual 1, v1_2, con alas plegadas y desplegadas

Los prototipos escalados fabricados en sinterizado de poliamida, material que no es excesi-
vamente eldstico, funcionaron parcialmente. Aunque se deformaron un poco y no recupe-
raban su forma inicial, no se rompieron en primera instancia como las pruebas anteriores.
En ese caso, si la solucion v. 1_2 prosperase, se concluyé que habria que ajustar el disefio y
hacer prototipos con materiales eldsticos para validar si funcionaba o realizar cdlculos de

tensiones/deformaciones para evaluar si la solucion pudiera ser viable.

La pauta de introduccion y apertura del dispositivo seguiria los siguientes pasos:
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Figura 15. Secuencia en modelo 3D de solucion conceptual 1, v1_2, con paso desde el interior de la aguja hasta despliegue completo tras
superar la superficie de apoyo y retirar aguja
B. Solucién conceptual 2, version 2_2

Como se ha detallado anteriormente, no se procedié a su prototipado por quedar descar-

tada esta linea de trabajo.

C. Solucién conceptual 3, version 3_2

La evolucion de esta solucion paséd por buscar la forma de que el implante no tuviera que
apoyar sobre la duramadre para girar. Esto se podia conseguir tirando del hilo mientras el

implante se apoyaba sobre el instrumento introductor (todavia por disefar).

(R}

Figura 16. Secuencia en modelo 3D de solucidn conceptual 3, v3_2, con paso desde el interior de la aguja hasta desplieque completo tras
superar la superficie de apoyo
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Segun la propuesta v. 3_2, una vez girado o desplegado el implante en el saco dural se
deberia retirar el bloque formado por introductor + parche hasta que este tltimo reposase
sobre la cara interna del complejo duramadre-aracnoides, y se retirarian la aguja y el
instrumento introductor. Se anticip6 un inconveniente durante la fase de exposicion de la
solucién, puesto que si la forma de fijar el potencial hilo de retencién (sutura) al implante
fuese en forma de nudo, el enhebrado de este requeriria de una o dos perforaciones en el
parche, que a su vez podrian dar pie a microperforaciones que comprometiesen el
rendimiento del sellado por permitir pequenas fugas de LCR a su través. Asimismo, el
hecho de condicionar que el nudo de la sutura quedase en la cara del parche que se
destinara a coaptar con el complejo meningeo podria suponer un riesgo de lesién sobre

este.

Una alternativa seria usar un implante que llevara un agujero mds y que el nudo quedara
asi por arriba, abocado al saco dural. Un implante mas largo, de unos 4 mm, podria cumplir
esta premisa, si bien a la hora de bascular el implante mds largo necesitaria méas espacio
para girar y podria aumentar el riesgo de roce sobre la médula espinal. Partiendo de una
posicién en que la aguja estaria atravesando la membrana hasta la base de la punta,
necesitariamos de unos 4-5 mm dependiendo de cuian profunda hubiera sido la

penetracion de la aguja dentro del saco tecal.

Figura 17. Modelo 3D de solucidn conceptual 3, v3_2, secuencia de despliegue y giro
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4.2.4. Conclusiones

4.2.4.1. Anélisis de las versiones de la solucion conceptual 1

5.2

Figura 18. Modelo 3D y medidas en mm de solucidn conceptual 1, v1_2

Una primera tentativa de tamano del implante se muestra en la Figura 18 en la que se
ensena el espacio intratecal necesario para que el implante entre y pueda desplegarse en el

interior.

La solucion requeriria de un dngulo minimo entre alas para evitar una deformacion exce-
siva de las mismas al plegarse en el interior de la canula de la aguja. Se estimé un dngulo
inicial de 30°, pues 4ngulos menores implicarian un grado excesivo de deformacion y riesgo
de rotura del material, mientras que Angulos mayores serian mas invasivos y podrian inducir
a un riesgo de salida del implante de su posicién en la duramadre si se tirase ligeramente

del hilo, dado el caracter elastico del material previsto a usar en esta solucion.

La clave para el funcionamiento de esta solucion, segin el grupo clinico y el equipo del
IBV, radicaria en las propiedades mecanicas del material a utilizar. Tras consultar con po-
sibles fabricantes se sugiri¢ la utilizacion del polimero biorreabsorbible policaprolactona
(PCL) que posee un comportamiento mas eldstico que el acido polilactico (PLA), que seria
la otra alternativa viable segun las capacidades de dicho proveedor; todo esto deberia ser

estudiado en posteriores fases.

Otro tema a definir si se siguiera adelante con esta solucion seria la fijacion del hilo al
implante. El uso de cianocrilato para fijar el hilo al implante como primera alternativa no
esta del todo claro dado que faltaria por validar su uso dentro de la duramadre y el hecho

de garantizar un buen pegado, tanto por el par de materiales a utilizar como por la poca
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superficie de pegado entre componentes que no garantizaria una fijacion muy segura. La
idea de utilizar un nudo sencillo que no le d¢ demasiado volumen podria ser suficiente. Se
ha probado con un hilo de sutura reabsorbible de calibre 4/0 y no parece que se pueda

deshacer facilmente.

Figura 19. Modelo 3D de solucién conceptual 1, v1_2 insertado en una simulacion de membrana (duramadre-aracnoides)

Una variante del disefio con las alas giradas 90° se desarrolld pensando en una mejor fija-
cion del implante sobre la membrana para agujeros de la puncion que no sean del todo
cilindricos, sino mas bien alargados. Esta solucion tendria los mismos inconvenientes de

deformacion y de requerimientos sobre el material a utilizar que la descrita anteriormente.

4.2.4.2. Anélisis de las versiones de la solucion conceptual 2

Como se ha detallado anteriormente, no se procedié a su prototipado por quedar descar-

tada esta linea de trabajo.

4.2.4.3. Anélisis de las versiones de la solucion conceptual 3

Como se expuso al finalizar la segunda reunién presencial, la linea de trabajo centrada en
el desarrollo de las iteraciones de la solucién conceptual 3 permitia imaginar una solucion
en la que la eleccion del material podia basarse, mas que en sus propiedades eldsticas, en
su perfil de biodegradacién, compatibilidad histolégica y seguridad. El disefio de la solu-
cion conceptual 3, tanto en la versién 3_1 como en la 3_2, prometia una confeccién mads
sencilla que la de las soluciones competidoras, puesto que su mecanismo se basaba en el

despliegue de un unico elemento conceptual una vez alcanzado el saco tecal.
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El inconveniente principal de la solucion 3, aun perfeccionada en su versioén 3_2, era el de
una incognita en su modo de fijacidén posterior, esto es, en la forma de asegurar su perma-
nencia en el sitio de actuacion una vez implantado el parche. Para ello, el grupo clinico
sugirio el empleo de materiales biosintéticos de uso comtn en medicina como los cianocri-
latos, si bien era una opcion no preferida ante la solucion ideal: idear un modo de fijacion

mecanica sencillo y reabsorbible en una nueva iteracion de disefio.

4.2.4.4. Andlisis global de las soluciones conceptuales

Tras el andlisis conjunto por parte del equipo de trabajo del IBV, el grupo clinico y el
personal de Fisabio implicados, se decidié descartar como opcién de disefio la solucion

conceptual 2, como se ha expuesto anteriormente, por los riesgos que esta conllevaba.

Con respecto a la solucion 1, si bien prometia una forma de implantacion sencilla y con
potencial para permanecer en el sitio de accion gracias al disefio de sus patas traseras, tanto
el grupo clinico como el equipo del IBV convinieron que una nueva fase de trabajo era
necesaria antes de perseguir subsiguientes versiones, puesto que el principal reto era el de

encontrar un material que soportase con garantias las exigencias de esta version.

Asimismo, se decidio seguir adelante con la solucion v. 3_2 y abordar la fase de disefio de
detalle de la misma haciendo especial hincapié en la necesaria busqueda de materiales de
uso médico avalados para ser implantados in vivo que resolviesen los retos de fijacién y

control del posicionado del implante.

Por ese motivo, el siguiente paso de la investigacion pretendio, como se expondra a conti-
nuacion, ahondar en el estudio de un potencial material que facilitase el desarrollo de la
solucién 1 o, en su defecto, la busqueda de materiales especificos para seguir adelante con

la solucion 3.

Era una necesidad detectada la de ahondar en el estudio de las opciones disponibles en
materia de polimeros para fabricacion del parche, sutura reabsorbible y pegamento sinté-

tico biocompatible.
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4.3. Fase 3. Simulacion y estudio de materiales

Tras la finalizacion de la fase anterior, en la que se desarrollaron dos soluciones conceptua-
les validadas a nivel tedrico tanto por el grupo clinico como por el equipo del IBV, se
impuso la tarea de sentar la base deseable sobre la que trabajar a efectos de confeccion

material de los futuros kits de sellado.

4.3.1. Objetivo especifico

En primer lugar, se convino en definir qué material deberia constituir cada una de las dos
soluciones propuestas (v. 1_2 y v. 3_2) para poder cumplir con su funcién prevista de se-

llado de la brecha dural, en base al modo de funcionamiento previsto de cada solucion.

Por otro lado, se fijé6 como objetivo encontrar un nimero no inferior a dos opciones de
hilo de sutura comercial que cumpliesen los requisitos técnicos que el procedimiento de
aplicacién y mantenimiento del parche en su lugar de acciéon requerian, teniendo en cuenta

las tasas de degradacion deseables en cada uno de los componentes del sistema de sellado.

Por ultimo, se propuso realizar una busqueda y testado in vitro de potenciales materiales
sellantes aptos para aplicaciéon en tejido perineural humano y que cumpliesen con los re-

querimientos descritos para la fijacion de la solucion v. 3_2.

4.3.2. Material y método

El investigador principal trabajo en este caso en estrecha relacion con el Instituto de Bio-
mecanica de Valencia, cuya participacion implico el trabajo de los dos ingenieros dedicados
al modelado de soluciones en la pasada fase y la suma de un tercer especialista en biomate-
riales. La periodicidad de las reuniones, en su mayoria presenciales y puntualmente condu-

cidas a través de la aplicacion Teams (Microsoft Corporation), fue de dos semanas.

En la primera fase del trabajo, se resumieron en una primera reunion los requerimientos
técnicos y fisicoquimicos de los materiales destinados a integrar el parche de sellado. Las
soluciones conceptuales seleccionadas anteriormente fueron fabricadas en sinterizado de
poliamida mediante técnicas de prototipado rapido disponibles en el IBV para disponer de
una primera aproximacion a la forma y funcionamiento de los distintos componentes plan-
teados en las soluciones y valorar su viabilidad. Dadas las reducidas dimensiones de los
modelos a estudio y las capacidades técnicas de los medios disponibles, los prototipos fue-

ron fabricados a escala 3:1y 5:1.

Tras ello, se realizo una busqueda de potenciales fabricantes familiarizados con el sistema

de produccion vy esterilizacion del material que compondria el parche. Se priorizo la
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busqueda de fabricantes nacionales (Espafa) que contasen con al menos cinco afos de
experiencia en el sector y que combinasen conocimiento sobre la sintesis de copolimeros y
sobre el tratamiento del material de cara a su procesado para la eventual fabricacion de kits
de sellado dural. La base de datos utilizada fue propia del IBV.

En tercer lugar, el equipo de ingenieros realizo consultas especificas al fabricante elegido
para resolver las dudas ya expuestas y orientar la eleccién del posible material de confeccion,
atendiendo a tiempos de degradacion y propiedades elasticas, asi como a la facilidad de
procesado. Tras ello, se realizaron simulaciones de comportamiento y rendimiento fisico
en los casos en los que se albergaban dudas sobre posibles puntos de fallo fisico del im-

plante.

Por otra parte, y en paralelo a la actividad anterior, se definieron las caracteristicas de la
sutura ideal que potencialmente se dedicase a facilitar la transferencia del parche y su per-
manencia en el sitio de accion bioldgica una vez implantado, teniendo en cuenta su desea-

ble tasa de degradacion.

En base a la tarea anterior, se realizd una busqueda en bases de datos de fabricantes autori-
zados de sutura (sin discriminacion por pais) para obtener catilogos de productos con mar-
cado CE aprobados para su uso en humanos. Se cribaron las soluciones que cumplian las

caracteristicas definidas.

Por ultimo, se definieron conjuntamente (investigador principal + equipo de ingenieria) las
atribuciones de un posible sellante sintético destinado a facilitar la adhesion del parche a
su zona de accion. Para ello, se realizé una busqueda bibliografica sobre los grandes grupos
de sellantes biologicos y sintéticos disponibles en el mercado, para asi resaltar sus caracte-
risticas y las propiedades que podrian decantar al equipo por emplearlos como potencial
solucion fijadora o descartarlos. En base a esto se cribaron soluciones comercialmente dis-
ponibles que cumplieran los criterios de inclusion (esto es: disponible en stock, con marcado
CE, testada en humanos sobre tejido neural y que permitiese ser inyectada a través de una
aguja de 18 Gauge). Tras ello y para finalizar esta fase de trabajo, se realizo un test de los
sellantes identificados in vitro para obtener conclusiones sobre la conveniencia o no de se-
guir trabajando en una linea que exigiese la presencia de sellantes como complemento al

cierre mecanico de la perforacion.
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4.3.3. Resultados

4.3.3.1. Material ideal de composicion del cuerpo del parche (solucionesv.1_2yv.3_2)

Se establecio que, en base al trabajo y conclusiones de las fases previas, los requerimientos

ideales del material destinado a conformar el cuerpo del parche de sellado habian de ser:

A. Biocompatibilidad

La primera capa de intereses de este proyecto, segun lo expresado por el investigador prin-
cipal y posteriormente por el grupo clinico, es la de preservar la seguridad de potenciales
pacientes, y eso pasa por confeccionar un eventual kit de sellado de brechas durales cuyos
componentes estén fabricados en materiales con perfil de seguridad largamente testado. La
biocompatibilidad de los polimeros utilizados en dispositivos médicos se refiere a la capa-
cidad de estos materiales para interactuar de manera favorable con los sistemas bioldgicos
sin provocar respuestas adversas, toxicas o inmunologicas significativas. Esta propiedad se
basa en la capacidad del polimero para mantener una interaccion equilibrada y no perjudi-

cial con los tejidos, células y fluidos corporales con los que entra en contacto.
La evaluacion cientifica de la biocompatibilidad implica considerar varios aspectos:

1. Respuestas inmunolégicas: los polimeros biocompatibles deben minimizar la activa-
cion del sistema inmunologico, evitando reacciones inflamatorias excesivas o respuestas

inmunitarias agudas o crénicas.

2. Degradacion y metabolismo: la degradacién de los polimeros debe ser controlada y no
generar productos toxicos o perjudiciales para el cuerpo. Los productos de degradacion

deben ser eliminados de manera segura a través de los procesos metabolicos naturales.

3. Adherencia celular e interacciones: los polimeros deben permitir una interaccion ade-
cuada con las células y tejidos, promoviendo la adhesion celular cuando es necesario y
evitando la acumulacion excesiva de proteinas o células que puedan conducir a reaccio-

nes adversas.

4. Coeficiente de friccion y superficie: las propiedades de la superficie del polimero,
como su textura y capacidad de repeler o adherir fluidos y células, deben ser disefiadas

para evitar roces excesivos o adherencias indeseadas en los tejidos.

5. Biodegradabilidad y excrecion: si el polimero es biodegradable, su tasa de degradacion
debe ser compatible con los procesos metabolicos del organismo y su eliminacion se-

gura. Los productos de degradacion deben ser eliminados sin causar toxicidad.
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6. Compatibilidad quimica: los materiales poliméricos deben ser compatibles con los flui-
dos y sustancias biologicas con las que entran en contacto, evitando reacciones quimicas

no deseadas.

7. Estabilidad a largo plazo: los polimeros deben mantener sus propiedades fisicas y qui-
micas a lo largo del tiempo en el entorno bioldgico, evitando la liberacion de compo-

nentes que puedan ser perjudiciales.

B. Cinética de degradacidn

El polimero ideal ha de tener un perfil de degradacion seguro leido en clave del interés del
proyecto; esto es, su tasa de degradacion ha de permitir que el implante o parche dural

quede intacto al menos durante las primeras dos semanas posimplantacion.

C. Flexibilidad adaptada

Como se ha explicado en apartados previos, es relevante disponer de un material con una
flexibilidad determinada que no comprometa la funcion del implante ni su despliegue en
el caso de optar por la solucion v. 1_2, ya que el implante en forma de X se almacenaria
plegado en el interior de un elemento de transferencia hacia una aguja Tuohy para, una
vez desplegado en el saco tecal, recobrar su posicion natural en el maximo grado posible,
puesto que esta es la que permitiria su accién taponadora. En cambio, el supuesto camino
hacia la adopcion de la soluciéon v. 3_2 como opcion més viable (implante «plano») permi-
tiria un grado menor de exigencia en lo tocante a flexibilidad del implante, puesto que la
accién de taponado en este caso no dependeria de cambios de conformacién del implante,
sino de su pivotacion y retirada hacia la coaptacion de la brecha desde la parte interna del

complejo dural-aracnoideo.

D. Capacidad de manufactura y procesado

Se persigui6 disponer de un material cuya forma de procesado de cara a la confeccion y
ensamblaje de pequenas piezas (que rondarian el orden de 1 a 5 mm de longitud) no supu-

siera un problema.

E. Capacidad de obtencidn y precio

El material elegido, destinado a conformar el cuerpo del parche sintético de sellado dural,
debera ser accesible en el mercado y no raro. Ademads, se rehuirian elecciones que condi-

cionasen un elevado coste de fabricacion unitario.
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4.3.3.2. Proveedores

Con estas especificaciones, el equipo del IBV realizé una busqueda de proveedores poten-
ciales con capacidad de respuesta ante consultas técnicas, siguiendo los criterios expuestos
en el apartado 3.3. Se buscaron empresas con capacidad de fabricar prototipos del disposi-
tivo a estudio en el presente proyecto dados los condicionantes de tener que estar fabrica-
dos en materiales biocompatibles y reabsorbibles y en el tamafio previsto con elementos de

tamano menor que 1 mm. Esta busqueda arrojé una lista de tres principales candidatos:

« Biolnicia. Empresa de base tecnoldgica que desarrolla su actividad en torno a una
tecnologia propia que se basa en técnicas de atomizacion electrohidrodinamicas y

aerodindmicas para la produccion de micro y nanoparticulas.

« Cikautxo. Empresa especialista en el desarrollo y produccion de componentes en
caucho y plastico para diversas aplicaciones, entre las que destacan la fabricaciéon de

dispositivos médicos en materiales termoplasticos y de silicona.

+ Tekniker. Centro tecnoldgico especializado en mecatronica, tecnologias de fabrica-
ciéon y microtecnologias con capacidad para fabricar los componentes del implante

e instrumental en los materiales y tamafo previstos en el desarrollo del proyecto.

4.3.3.3. Consultas técnicas y resultado de simulaciones

Tras los contactos realizados se llevaron a cabo dos reuniones y consultas con cada provee-
dor, una para ofrecerles un mapa global del proyecto y consultarles sobre la posibilidad de
aportar su capacidad técnica y su know-how al proyecto, y la siguiente para debatir los térmi-
nos de una posible colaboracion. Tras recabar la informacion cruzada con todos ellos, se
opto por trabajar més en detalle con Tekniker para el desarrollo de las soluciones concep-
tuales dado que los materiales y procesos de fabricacion de que disponian se adaptaban
mejor a las necesidades del proyecto. El proceso de fabricacion implicaria la fabricacion de
micromoldes con la geometria del implante y la inyeccion del material biocompatible y
biorreabsorbible pertinente segun el tipo de solucion acordada para la obtencion del im-

plante.

4.3.3.4. Propuestas de materiales del parche de sellado

Tras las mencionadas consultas con el fabricante, se propuso trabajar con dos copolimeros
ampliamente disponibles en el mercado y que cumplian las especificaciones dadas en el

apartado 3.4.1.1. Estos fueron el 4cido polilactico (PLA) y la policaprolactona (PCL).
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Resistencia a la flexion Méddulo de Young
Acido polilactico (PLA) 80 MPa 3,5GPa
Policaprolactona (PCL) 15,85-31,24 MPa 336-579 MPa

A. Acido polilactico (PLA)

El 4cido polilactico es el polimero biodegradable mas comunmente utilizado en aplicacio-
nes clinicas en la actualidad. Los ejemplos de su uso abarcan desde sistemas de administra-
cion de farmacos, ingenieria de tejidos, dispositivos implantables temporales y a largo plazo;
y se expanden constantemente hacia nuevos campos. Esto se debe en gran medida a la
favorable biocompatibilidad del polimero y a sus productos de degradacién con un perfil
seguro. Una vez en contacto con medios bioldgicos, el polimero comienza a descompo-
nerse, generalmente por hidrolisis, en 4cido lactico (LA) o en dioxido de carbono y agua.
Estos productos se metabolizan intracelularmente o se excretan en la orina y el aliento. La
infeccion bacteriana y la inflamacion por cuerpo extrafio mejoran la descomposicion del

PLA, a través de la secrecion de enzimas que degradan la matriz polimérica.

La biodegradacion ocurre tanto en la superficie del dispositivo polimérico como en el inte-

rior del cuerpo del polimero, mediante la difusion de agua entre las cadenas del polimero.

La semivida mediana del polimero es de 30 semanas; sin embargo, esto puede alargarse o
acortarse para satisfacer las necesidades clinicas. Las cinéticas de degradacion pueden ajus-
tarse determinando la composicién molecular y la arquitectura fisica del dispositivo. El uso
de la quiralidad L- o D- del LA retardard o alargara considerablemente las tasas de degrada-

cidn, respectivamente.

A pesar de que este polimero tiene mas de 150 anos de antigiiedad, el PLA sigue siendo
una plataforma fértil para la innovacion biomédica y la comprension fundamental de como

los polimeros artificiales pueden coexistir de manera segura con los sistemas biologicos.

B. Policaprolactona (PCL)

Durante el auge de los polimeros reabsorbibles en las décadas de 1970 y 1980, el poliéster
policaprolactona (PCL) fue ampliamente utilizado en el campo de los biomateriales y en
diversos dispositivos de administracion de farmacos. Sin embargo, su popularidad pronto
fue superada por polimeros reabsorbibles mas rapidos que presentaban menos desventajas
percibidas en términos de degradacién a largo plazo (hasta 3-4 aios) y vias de reabsorcion
intracelular. Como resultado, durante casi dos décadas, el PCL quedo en gran medida en

el olvido.

Recientemente, un resurgimiento del interés ha vuelto a poner al PCL en el centro de

atencion en el campo de los biomateriales. Sus propiedades reologicas y viscoelasticas



78 // Kit de sellado rapido de perforaciones durales (patente P201730626). Validacién experimental

superiores en comparacién con muchos de sus contrapartes de poliéster alifatico hacen que
el PCL sea facil de fabricar y manipular en una amplia gama de implantes y dispositivos.
Junto con rutas de produccion relativamente econdmicas y la aprobaciéon de la FDA, esto
proporciona una plataforma prometedora para el diseio y la fabricacion de implantes de-
gradables a largo plazo que pueden ser manipulados fisica, quimica y biologicamente para

poseer cinéticas de degradacion adaptables a sitios anatémicos especificos.

El poliéster biodegradable policaprolactona (PCL) se presenta como un candidato prome-
tedor para la produccion de implantes. Durante su descomposiciéon, genera metabolitos
ligeramente 4cidos. Este material brinda la posibilidad de que el organismo reemplace la
estructura con tejido funcional sin dejar residuos a largo plazo. En comparacion con otros
polimeros como el acido poliglicélico (PGA), el acido poli-l-actico (PLLA) o sus copolime-
ros (PLGA), el PCL es capaz de absorber mayores fuerzas y muestra una mayor rigidez. La
elasticidad del PCL esta mayormente influenciada por su peso molecular. El PCL ya se
emplea en aplicaciones como material de sutura y como vehiculo para sistemas de adminis-

tracion de medicamentos.

Entre varios polimeros biodegradables, el PCL es un poliéster alifatico lineal hidrofébico y
semicristalino con un bajo punto de fusion (aproximadamente 60 °C) y una temperatura
de transicion vitrea (aproximadamente -60 °C), lo que permite un procesamiento sencillo.
Se ha publicado que el PCL se descompone mediante depolimerasas extracelulares o en
diversos entornos naturales. Por lo tanto, el PCL ha captado la atencién como material de

implantacion biodegradable que puede reemplazar a los materiales no biodegradables.

(. Testado tedrico de la solucionv.1_2

En primer lugar, se optd por descartar o validar la opcion v. 1_2 como factible. Por ello se
realizo un estudio por medio de elementos finitos con el disefio del implante y las propie-
dades del material PCL aplicando una carga, en principio solo a las alas delanteras, hasta

el punto en que se deformen lo suficiente para plegarse dentro de la aguja.

Figura 20. Modelo de vectores de fuerza de la solucion conceptual v1_2
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Los resultados del analisis mecdnico revelaron valores de deformacion en torno al 20 %
que implicarian tensiones en torno a 70-80 MPa, muy superiores a la tension de fallo del
modo de flexion, si el comportamiento del material fuera completamente lineal, cosa que

no ocurria desde el momento en que el material supera su limite elastico situado entre 15-

30 MPa.

Figura 21. Simulacién del comportamiento bajo condiciones de estrés mecanico de la solucién conceptual v1_2

Ahora bien, seguin la literatura, el PCL puede soportar deformaciones superiores al 700 %
antes de llegar a la rotura, cosa que inducia a pensar que la solucién pudiera ser valida,
pero la clave en nuestro caso radicaba en que se requeria que el material tras deformarse al
entrar en la luz de la aguja Tuohy recuperase su forma inicial al salir por el otro extremo
para mantenerse anclado a la membrana. Del estudio de la curva tension-deformacion de
un PCL puro e inyectado, similar al que estaba previsto utilizar, se concluyd que, si bien el
material podria no romperse, este no recuperaria su forma inicial por completo y quedaria
con una deformacién permanente quediandose, por tanto, ligeramente abierto y no cum-

pliendo su funcion.

Todo esto nos llevod a concluir que el riesgo de que esta solucion no funcionase era alto
salvo que se cambiase el material o su forma de fabricacion a fin de obtener unas propieda-

des mecdanicas del material diferentes.

Asi pues, qued6 descartada la solucion v. 1_2, puesto que no cumpliria la funcion para la
que se disefo, y se trabajo en adelante con la solucion v. 3_2, que podria ser fabricada en

PLA sin aparentes ni previsibles problemas que afectasen a su rendimiento fisico.
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4.33.5. Suturas

De la misma manera que con el cuerpo del implante, se realizd un briefing para acordar qué
caracteristicas habian de ser perseguidas en una potencial sutura de sujecion posterior del
implante, parte relevante del futuro kit de sellado dadas las caracteristicas mecanicas del

parche disenado.

Tras ello y a fin de elegir el que mejores prestaciones presentara para la realizaciéon de los
ensayos globales, el equipo del IBV realizé una busqueda entre los proveedores de suturas
aprobadas para uso humano sin restriccién por paises ni precio. Se encontraron cuatro
hilos de sutura reabsorbibles comercializados todos ellos por la compania B. Braun que
cumplian las caracteristicas deseadas en cuanto a calibre y materiales, que se resumen en la

tabla siguiente.

Tabla 3. Comparativa entre diferentes suturas comercializadas con caracteristicas aceptables para su potencial uso en nuestro contexto

Nombre Tipo de confeccion Material Degradacion (alibre
Safil Quick Multifilar trenzada e impregnada Acido poliglicélico 42 dias 4/0y3/0
Novosyn Multifilar trenzada e impregnada 90/10 Poli (glicdlico-co-L-lactico) 56 a 70 dias 4/0
Monosyn Monofilar Gliconato copolimero 60 a 90 dias 3/0
Monoplus Monofilar no recubierta Poli-p-dioxanona 180270 dias 4/0

Tras una segunda revisién de las propiedades requeridas, se consensué emplear suturas
denominadas de «degradacion a largo plazo» en previsién de la necesidad de mantener el
implante sujeto a las inmediaciones del orificio mas alla de 30 dias (dado el perfil de degra-

dacion de los copolimeros empleados). Por ello, las subsiguientes pruebas se realizaron con

Monoplus 4/0.

Se obtuvieron diversas muestras comerciales de las suturas cribadas para su test en seco en
los departamentos de ingenieria del IBV, atendiendo a las propiedades que el futuro kit
demandaba. En las pruebas, llevadas a cabo por el investigador principal y los tres ingenie-
ros designados al proyecto, se valoraron aspectos relacionados con la usabilidad del hilo y
con la adherencia entre el hilo y el material adhesivo seleccionado (ver mas adelante) para

usar en el sistema:

« Facilidad de anudado. Cualquiera de ellos presentd buenos resultados, facilitando

la creacién de un nudo simple en los primeros intentos en todos los casos.

+ Persistencia del nudo. Una vez pasado por el implante y anudado se probo a tirar
del hilo haciendo tope el implante en el extremo final del introductor. En ocasio-

nes, independientemente del hilo probado, se comprobo la posibilidad de que el
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nudo se soltara. Esto sucedié sobre todo con nudos flojos y/o con longitudes cortas
de hilo sobrante tras el nudo. En el caso de estos prototipos se consigui6 evitar
dicho riesgo, primero, con nudos bien apretados y, luego, dejando tras el nudo una

longitud de hilo sobrante equivalente a dos veces el diametro del hilo.

« Manejo del calibre. Se seleccion6 el calibre 4/0 como optimo dado que el de calibre
3/0 presentaba dificultades para enhebrarse por el interior del catéter a la vez que
obligaba a un ojal de mayor didmetro sobre el implante, cosa que debilitaria el im-

plante constituyendo un riesgo de rotura del mismo.

4.3.3.6. Material adhesivo tisular

En prevision de una posible necesidad de aplicacion de un sellante sintético a través de la
aguja de puncion Tuohy, se realizé segiin lo expuesto anteriormente un procedimiento de

busqueda y testado de sellantes biocompatibles.

Los requerimientos del material adhesivo tisular con finalidades sellantes acordados fue-

ron:

« ser un material que se adhiriese al implante, la membrana y el hilo, o cuando menos
tuviese capacidad de ejercer como tope trasero para impedir que el implante que

estuviese fijado al hilo pudiera migrar hacia el interior del espacio subdural;
« ser biocompatible y biorreabsorbible;
« permitir la conservacion fuera de frigorifico, de ser posible;

« que el material no estuviese contraindicado para el uso previsto por su emplaza-
miento o por entrar en contacto con los tejidos o fluidos adyacentes al punto de

aplicacion del adhesivo; y

« que dispusiese de un modo de aplicacion adecuado para su uso a través de la canula
de la aguja epidural Tuohy de 18 Gauge y un tiempo de fraguado controlado que

permitiese su uso sin solidificar antes de tiempo en el interior de la luz de la aguja.

Los adhesivos tisulares se definen como cualquier sustancia que polimeriza en contacto con

una superficie tisular creando una reaccion exotérmica. Entre sus funciones se encuentran:

« Hemostasia: permite la formacion focal del coagulo y puede actuar paralelamente al

sistema de coagulacién del paciente aumentando la hemostasia local.

« Sellado de los tejidos: evitando la fuga de sustancias como aire, linfa, liquido cefalo-

rraquideo o sangre.
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« Liberacion local de sustancias exdgenas: medicamentos, factores de crecimiento y

lineas celulares.

Se distinguen dos tipos de adhesivos tisulares: adhesivos bioldgicos y el material adhesivo,

a su vez divisible en cianocrilatos e hidrogeles sintéticos.

A. Adhesivos bioldgicos
Entre sus propiedades potencialmente interesantes para el caso que nos ocupa destacaron:
+ fuerte adhesion de los tejidos en forma fisioldgica,
« absorcién rapida,
« fijacion de suturas convencionales,
« hemostasia en pacientes de alto riesgo con problemas de coagulacion, y

« aplicacion a distintos tipos de cirugia: abdominal, oftdlmica, cardiovascular, neu-

roldgica, ortopédica y traumatoldgica, plastica, toracica, urologica, maxilofacial.
Su lista de inconvenientes que podrian condicionar su uso en el proyecto contaba con:

« Toxicidad: al igual que con otros productos proteinicos, pueden producirse reac-
ciones de hipersensibilidad de tipo alérgico. Las reacciones de hipersensibilidad pue-
den presentarse bajo los siguientes sintomas: picores, urticaria generalizada, presién

en el pecho, respiracion dificultosa, hipotension y anafilaxia.
« DPosible transmision de enfermedades infecciosas.
« Complicaciones tromboembdlicas.

« Degradacion en contacto con soluciones que contengan alcohol, yodo o metales pesa-

dos.

« Necesidad de preparacion antes de ser aplicados.

De entre este grupo de productos, el equipo investigador conocia y tenia acceso al Tissucol
(fibrindgeno + factor XIII + aprotinina bovina trombina humana). Requiere de una prepa-
racion de dos componentes congelados que hay que atemperar a 37,5 °C y la aplicacion
pudiera no ser inmediata cuando se detecta la necesidad de uso, por lo que quedo descar-
tado como sellante puesto que las condiciones de trabajo tras la deteccion de una perfora-
cion dural aguda exigen la disponibilidad inmediata del dispositivo y la aplicabilidad en el
mismo instante. No se creyo conveniente seguir con una solucion que exigia la no remocion

de la aguja Tuohy en un area potencialmente susceptible a dafio neurologico.
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B. Cianocrilatos

Entre sus ventajas destacan:
« Alta resistencia mecanica (buena fortaleza de enlace entre los tejidos).

« Facil y rdpida manipulacién, sin dolor. Polimerizan rédpidamente (30 segundos) en

presencia de sangre.

« Disminuyen el tiempo quirtrgico. No existe riesgo de lesion por pinchazo por el ci-

rujano.

« Biocompatibles y biodegradables: no precisan ser retirados, se desprenden por si

solos de cinco a diez dias posteriores a su aplicacion.
« Radiolucidos.

« Bacteriostiticos: forman una capa oclusiva impermeable que les confiere propieda-

des antimicrobianas contra organismos grampositivos.

«  Mis economicos que el tratamiento convencional con sutura, debido fundamental-
mente al ahorro en anestesia y en el tiempo de tratamiento, ademas de no ser nece-

saria una segunda visita al médico para retirarlos.

Entre los inconvenientes tedricos del cianocrilato que podrian representar un riesgo para

el kit de sellado dural destacamos:

« Toxicidad: necesidad de humedad para polimerizarse y disminuir la toxicidad. La

polimerizacion es una reaccion exotérmica que puede causar dano a los tejidos.

« Baja biodegradabilidad de los compuestos de cadenas alquilicas mas largas; dificulta

su utilizacion en las aplicaciones internas.

« Poca flexibilidad del polimero: no es conveniente para su aplicacion en tejidos blan-

dos.

« Insuficiente fortaleza adhesiva y compatibilidad dsea para las aplicaciones en tejidos

duros.

« Baja viscosidad del monomero: puede producir corrimientos del producto durante
su aplicacion. No admiten correcciones, por lo que se precisa un cuidado extremo

a la hora de realizar el afrontamiento de los tejidos para el sellado.

« Solo debe aplicarse a la superficie epidérmica sin introducirse entre los labios de la

herida, puesto que dificultaria la cicatrizacion y favoreceria la infeccion.
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Dentro de este grupo, el investigador principal conocia y pudo disponer de Glubran (n-
butil-2-cianocrilato). Segun ficha técnica, el compuesto estaba contraindicado para uso en
el sistema nervioso central o en contacto con el liquido cefalorraquideo. Ademas, exigia

una conservacion permanente entre 0 °Cy 4 °C.

El uso de cianocrilato conllevaba ademas la dificultad de tener que aplicarse por el mismo
canal que se reservaba para que discurriese el hilo de sutura, con el inconveniente de que
si solidificara en poco tiempo podria quedarse todo fusionado: implante, hilo y aguja; si-
tuacion que no se podia permitir dadas sus implicaciones (dificultad de retirada del bloque
formado, potencial lesién de estructuras aledanas). Valorada la alternativa de generar un
kit de aplicacion con dos agujeros paralelos, uno para el hilo y otro para inyectar el ciano-
crilato, se desestimo pues supondria un problema de fabricacion dadas las reducidas di-
mensiones del tubo (& 0,85 mm) para canulas de longitudes mayores a 80 mm. El hecho
de tener que inyectar un adhesivo rapido por un didmetro tan fino podia, por ultimo,
suponer un riesgo de obstruccion si las condiciones de aplicacion y pardmetros como la
viscosidad o el tiempo de curado del adhesivo no estuvieran controlados. Quedo pues des-

cartado.

C. Hidrogeles sintéticos

Entre sus ventajas destaca su perfil de seguridad, ya que son completamente sintéticos y no

contienen productos de origen humano ni animal. Tampoco contienen latex.
Entre los inconvenientes de cualquier hidrogel sintético encontramos:
« Necesidad de preparacion.

« En algunos casos, reacciones adversas como: infeccion de la herida, afectacion re-
nal, reaccion inflamatoria, reaccion a cuerpos extraios, afectacion neurolégica, reac-

cion alérgica y/o retraso en la cicatrizacion.

Se tenia acceso al hidrogel DuraSeal, una solucion tipo hidrogel con dos soluciones acuo-
sas, la primera de ellas conteniendo un polietilenglicol (PEG), con un colorante azul, y la
segunda, aminas de bajo peso molecular hidrosolubles. Las dos soluciones se aplican simul-

tAneamente y forman en segundos un hidrogel fuerte. Su conservacién estd prescrita a

25°C.
Se seleccion¢ el sellador quirudrgico sintético absorbible DuraSeal como mejor alternativa.

El sistema consta de varios componentes para la preparacion y administracion del sellador
quirurgico compuesto de dos soluciones: una solucion de éster de PEG y una solucion de

trilisinamina. La mezcla de los dos componentes a medida que salen por la punta del
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aplicador hace que se forme el sellador quirtrgico. La conexién lateral del dispositivo de

transferencia estd adaptada para que se acople dicho aplicador directamente.

Figura 22. Presentacion comercial del sellante DuraSeal

El sellador quirargico DuraSeal es biocompatible y biorreabsorbible y segiin su fabricante
se absorbe a tiempo para permitir la cicatrizacion normal de la herida. El sistema de sellado
DuraSeal es completamente sintético y no contiene productos de origen humano ni ani-
mal, y estd indicado para su utilizacion como complemento en métodos normalizados de

reparacion de la duramadre, como en suturas, para lograr cierres herméticos.

D. Test del hidrogel sintético DuraSeal®

Una vez elegida la solucion a testar, de las especificaciones requeridas para el material ad-
hesivo quedaria por comprobar su adherencia al hilo que sujetaba el implante para que asi
cumpliese la funcion de tope fisico que, sujetando el hilo en la regién epidural de la pun-

cion, evitase que el implante situado intratecal pudiera migrar hacia el interior.

Para probar la adherencia del hilo al DuraSeal se colocaron distintas muestras de hilo a
validar dispuestas en forma de cruz sobre un soporte de parafina. Posteriormente se depo-
sitd una gota del adhesivo sobre el punto de cruce de los hilos y pasados 30 segundos (las
especificaciones técnicas referian que el material fraguaba en el lapso de pocos segundos)
se intento separar los hilos. El resultado de la prueba mostrd que la adherencia del Dura-
Seal a los distintos tipos de hilo era pobre, insuficiente segun el criterio del investigador
principal, y después refrendado, repitiendo el experimento, por los dos anestesidlogos que
integraron el grupo clinico en la fase 2 del presente trabajo de investigacion. En el mejor
de los casos en que la gota de gel se quedaba adherida al hilo, solamente con colocar el hilo

de sutura en posicion vertical la gota por efecto de su propio peso deslizaba sobre el hilo.
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Esta adherencia se considerd por tanto insuficiente para el fin previsto de sujetar el hilo
sobre la membrana dural-aracnoidea y evitar que el implante pudiera migrar hacia el inte-

rior, si bien era una de las hipotesis a probar en sucesivos pasos del estudio.

Figura 23. Detalle de pruebas en laboratorio para comprobar la adherencia de la sutura al sellante DuraSeal

43.4. Conclusiones

Tras el proceso de estudio de las propiedades idoneas del material destinado a constituir el
kit de sellado dural (cuerpo del parche, hilo de sujecion y potencial adhesivo) y la posterior

busqueda de soluciones disponibles, se pueden sacar varias conclusiones.

En primer lugar y en lo referente al cuerpo del parche dural, no es recomendable seguir
con el desarrollo de subversiones de la propuesta v. 1 (siendo su ultima version la v. 1_2).
Esto es asi por la necesidad de ser construida en un material elastico y resistente que vuelva
a recobrar su estricta forma inicial a pesar de pasar mucho tiempo forzada dentro de una
canula de transferencia hasta ser eventualmente usada. Siendo la policaprolactona o PCL
el material disponible y asequible que podria cumplir su funcion, las simulaciones de com-
portamiento fisico empleando dicho material en el caso concreto del implante v. 1_2 arro-
jaron riesgo de rotura en algunos de sus puntos, ademds de no garantizar la vuelta a la

configuracion en «X» deseada una vez implantado. Esto podria comprometer su funcion.
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De ello deriva la conveniencia de desarrollar la linea conceptual 3 (siendo su ultima version
lav. 3_2), una propuesta constructivamente mas sencilla que traslada el peso de su respon-
sabilidad a la hora de funcionar a la rotacion y coaptacion de un parche que, por otro lado,
es sencillo en su configuracion. El mecanismo de plegado en una eventual canula de trans-
ferencia y en la aguja Tuohy durante su avance para ser implantado es ostensiblemente
menos retador que en el caso de la version 1_2 del parche. Esto puede facilitar su aplicabi-
lidad y asegurar que el parche no se deforma durante su almacenaje o su aplicacion. En
cualquier caso, el reto remanente es el de disefiar una transicion parche-sutura que permita
no depender de un nudo, por un lado, y no interponer entre la aracnoides y la cara del
parche destinado a apoyar en ella ningtin elemento potencialmente daiino, por otro. Todo
ello deberia hacerse garantizando que la transicion parche-sutura no esté en riesgo de ro-

tura. Este reto se abordaria en la siguiente fase del trabajo de investigacion.

En cuanto a las suturas destinadas a guiar y mantener el parche en el sitio de accion meca-
nica, se encontré una variedad no despreciable de opciones en el mercado, asequibles, bio-

compatibles y manejables. Se determino que habria de trabajarse con suturas finas, de dia-

metro 4/0.

Por ultimo y en base a los pobres resultados y riesgos inherentes del sellante elegido en los
test, se descartd la opcidon de uso de un adhesivo tisular para confiarle la tarea de sostener

el complejo hilo-parche en su sitio, conminando al equipo a buscar soluciones alternativas.

Con toda esta informacion, una de las posibles soluciones a testar, segiin se apunto en la
reunién de briefing o sumario de final de la presente fase del trabajo, fue la conveniencia o
no de emplear una sutura barbada. Como se vera en siguientes apartados, la sutura barbada
se caracteriza por la presencia de «barbas» o hendiduras que se encuentran dispuestas de
forma homogénea a lo largo de toda la sutura, permitiendo una distribucién mas homogé-
nea de la tension, con menor resistencia a la traccion y menor riesgo de dehiscencias. Em-
pleadas en procedimientos quirurgicos principalmente en los campos de urologia y cirugia
plastica, podrian suponer una opcion de interés para garantizar la fijacion del complejo

parche-sutura en el sitio deseado de accidn sin tener que emplear un adhesivo.
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4.4.

4.4.1.

Fase 4. Diseio y prototipado del kit completo

Objetivo especifico

Tras la definicion de las caracteristicas del kit de sellado, persiguio el diseio de todos y cada

uno de los elementos que lo componen con el nivel de detalle suficiente que permitiese la

fabricacion de prototipos funcionales para su posterior evaluacion en la fase de ensayos in

vitro.

Los elementos a fabricar o ensamblar y que constituirian los componentes del sistema eran:

44.2.

Implante o parche destinado al sellado total o parcial de la brecha dural.

Hilo de guiado que permitiese la sujecion del implante y su control durante la trans-
ferencia y posterior colocacion sobre la cara interior del complejo duramadre-arac-

noides.

Soporte de transferencia. Entendido este como una pieza que, tras conectarse sobre
el extremo posterior de la aguja en el momento de necesidad de uso del sistema,

permitiese la transferencia del implante a la aguja epidural de forma rapida y eficaz.

Elemento introductor. Destinado a facilitar la inserciéon del parche a través de la
aguja Tuohy vy el posicionado del mismo una vez sobrepasado el extremo final de la

aguja en el interior del saco tecal.

Material y método

44.2.1. Parche

Puesto que el diseno de forma estaba ya definido, se procedio al célculo de longitud y an-

chura 6ptimas del parche de sellado dural. Esta atribucion quedé definida como la super-

ficie minima que permitiese cumplir todas estas caracteristicas:

Alojar al menos una perforacion circular por la que pasase un cabo de sutura de
0,25 mm.

Tolerar sin flexarse o quebrarse la presion suave del parche contra una membrana
flexible, siendo el parche atraido hacia el ejecutor de la presion mediante el uso de
una sutura de didametro 4/0 y con el origen de la fuerza de pinza a 100 mm de la
membrana, ejerciendo la fuerza de traccion de forma perpendicular a la disposicion

longitudinal del implante.
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El método de prueba para la simulacion de la localizacion ¢ptima del orificio fue el mode-
lado en CAD vy la obtencion de diez propuestas diferentes, sinterizado en poliamida, anu-
dado de sutura tipo Novosyn y posterior testado de la resistencia sobre guante de latex

relleno de agua.

Tras definir la superficie y configuracion del implante, se pasé a la fase de troquelado y
fabricacion de parches planos de las dimensiones requeridas. Por ultimo, se realizaron prue-
bas con implantes multiperforados para la fijacion del hilo de guiado que permitieran una

mejor sujecion del implante.

4.4.2.2. Hilo

Quedo previamente definido por el grupo IP + IBV que la fijacion del hilo al implante
durante esta fase de desarrollo se realizaria con un nudo simple en el hilo tras haber sido
enhebrado por el ojal del implante, para su posterior plegado en el soporte de transferencia

y ensamblado en el kit.

Se realizo la confeccion de las diez primeras unidades de complejos hilo-parche mediante

el paso de la sutura por el orificio de los implantes fabricados y posterior anudado manual.

Posteriormente se recortaria el sobrante de hilo en la cantidad suficiente para que el nudo
no se soltase y no quedase hilo en exceso que pudiera ejercer un efecto indeseado en el

interior del saco tecal.

4.4.2.3. Soporte de transferencia

El soporte de transferencia habia sido conceptualizado previamente como el dispositivo
sobre el que deberia ir premontado el conjunto hilo-implante para que, dado el caso de
que surgiese la necesidad de aplicar el sistema de sellado de perforaciones durales, se pu-
diera conectar de forma rapida y segura al extremo proximal de la aguja epidural y asi per-

mitir la transferencia del implante y el hilo a través de la aguja hacia el saco tecal.

Para obtener una primera version que poder testar en sucesivas etapas del trabajo, en esta

fase se disei esta metodologia:
+ Eleccion del grupo clinico a incluir como asesores.

« Celebracion de una primera reunion online de 45 minutos (mediante el uso de la
plataforma Microsoft Teams) entre el IP + grupo clinico + equipo de ingenieria del
IBV para determinar las caracteristicas imprescindibles a cumplir por un soporte de

transferencia como el requerido.
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« Elaboracion de una propuesta de diseio por parte del IBV y presentacion en una
subsiguiente reunion online (misma plataforma y duracion) para la validacion por

parte del grupo clinico.
« Impresion 3D de un total de cinco muestras de soporte de transferencia disefiadas.
«  Uso ex vivo de las muestras por parte del IP + grupo clinico para validar la usabilidad

del sistema.

4.4.2.4. Elemento introductor

Se requeria un elemento que permitiese la transmision de fuerza por parte del operario de
la técnica de sellado dural (usuario del kit) para hacer avanzar el implante hasta el saco

tecal. En esta subtarea, se empled el mismo grupo clinico especificado en 4.2.3.

En una primera reunién telematica (misma reunion que la definida en 4.2.3.) se conminé
al equipo de ingenieria a medir los volumenes totales de luz que ocuparian los complejos
plegados de implante-sutura-introductor en un soporte de transferencia sobre el que en el
futuro habrian de ser premontados. Tras ello, se definieron las caracteristicas ideales de un

elemento introductor.

En una segunda reunion, el equipo de IBV presentd una solucion para la validacion por

parte del grupo clinico.

4.4.3. Resultados

443.1. Parche

El implante final quedo definido con unas dimensiones de 3,5 x 0,8 mm, un orificio cen-

tral de 0,3 mm y un espesor de 0,25 mm.
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Figura 24. Prototipo del implante fabricado en PLA (izquierda) y dimensiones del mismo
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El implante objetivo deberia ser fabricado en material biocompatible y biorreabsorbible,

que segun lo analizado anteriormente en nuestro caso seria de 4dcido polilactico (PLA).

Se contact6 a una empresa capaz de fabricar un micromolde con la geometria del implante
adecuada y de realizar la posterior inyeccion en el material seleccionado para la obtencion

de un implante totalmente funcional.

Tras analizar el presupuesto con el coste de los moldes de microinyeccion y el material
asociado junto con los plazos de fabricacion de los mismos, se decidio descartar la fabrica-
cion del implante en materiales finales dado el elevado coste economico y la dilatacion en

el tiempo que esto suponia, alejasndonos asi de los objetivos finales y del alcance del pro-

yecto.
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Figura 25. Trabajos de troquelado y confeccion de los prototipos de implante

Se opto por fabricar el implante a partir de una lAmina de material plastico que tuviera un
comportamiento eldstico y funcional semejante al que podria tener el implante definitivo,
con la salvedad de no ser un material biorreabsorbible, para probar su funcionalidad me-
canica. Asimismo, se observd que la necesidad de usar un implante biocompatible, dado
que los ensayos estaban planteados para realizarse sobre membranas sintéticas de caracte-

risticas similares a la epidural, carecia de sentido.

Finalmente, el implante se fabricé con los medios disponibles en el IBV a partir de una
ldmina de polipropileno de espesor 0,27 mm recortada por medio de una maquina de corte

ldser para adaptarla a las dimensiones requeridas.
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Se observd que realizar mas de una perforacion sobre el implante lo debilitaba a nivel es-
tructural. A su vez, los bucles adicionales de hilo pasando por encima y/o debajo del im-
plante dificultan su transferencia desde el dispositivo de soporte a la aguja y le restan espa-
cio una vez dentro del canal interno de la misma, entorpeciendo el transito holgado del

implante en su recorrido hasta su implantacion.

4.43.2. Hilo

El hilo de guiado cumplia la funcion de sujecion del implante y su control durante la trans-
ferencia del mismo a través de la canula de la aguja epidural y permitiria, a su vez, una
retirada parcial del implante siempre que este no hubiese salido por el extremo final de la
aguja epidural. Sin embargo, la funcion principal del hilo consistiria en el posicionado del
implante sobre la pared interna de la membrana dural una vez que este hubiese asomado

por el final de la aguja y se encontrase dentro del saco tecal.

Dado que se pretendia que el hilo pasase con holgura por el interior del elemento intro-
ductor del implante, el calibre del hilo deberia ajustarse a un tamafo inferior al didmetro
interior de dicho dispositivo introductor. Se eligi6 la sutura monofilar Monosyn® del cali-
bre 4/0 de la casa B. Braun, que es una sutura sintética absorbible a medio plazo de glico-
nato (copolimero del 4cido glicolico —72 %—, e-caprolactona —14 %— vy trimetilencarbo-
nato —14 %-).

Se obtuvieron 10 unidades de hilo + parche confeccionadas segun lo descrito en el apartado

4. Material y método. No se reportaron incidencias en el proceso de enhebrado y anudado.

Figura 26. Conjunto de sutura barbada y prototipo de parche enhebrado

4.43.3. Soporte de transferencia

En el grupo clinico se incluyeron dos anestesiologos profesionales. Ambos desempenaban
cargos asistenciales en el momento de celebracion de las reuniones de esta fase y cada uno
de ellos contaba asimismo con mas de diez afios de experiencia clinica y se consideraban

expertos en el manejo de las técnicas anestésicas sobre neuroeje.
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Tras la primera reunion, quedaron fijadas estas guias de diseno:

« Elintroductor debia permitir introducir el implante (con una forma y dimensiones

ya definidas) a través de la aguja Tuohy para colocarlo en el espacio intratecal.

« El extremo distal del introductor habia de disponer de una conexion fiable con el
extremo proximal o boca de la aguja Tuohy para permitir su acople e inicio de la

transferencia en menos de cinco segundos.

« Toda la luz del introductor ha de ser compatible con el alojamiento y paso del hilo

que sujeta el implante.

« Idealmente, el soporte ha de permitir el acople y avance del complejo hilo + im-

plante con una sola mano.

« Idealmente, el soporte ha de disponer de un canal de trabajo accesorio para la even-
tual inyeccion de un material adhesivo. Esto se decidio asi porque, si bien las prue-
bas hechas con adhesivos tisulares hasta el momento habian dejado algunas dudas
sobre la conveniencia de usarlos, no habia quedado todavia descartada la opcion de

un futuro uso. No obstante, se marco esta necesidad como de prioridad baja.

« El soporte de transferencia ha de permitir el paso de un elemento llamado «intro-
ductor» del implante, que deberia ser disefiado y confeccionado en la presente fase
del trabajo. Este introductor cumpliria la necesaria funcion de dotar de pushability
al complejo hilo-implante, esto es, facilitar el avance del implante hasta el saco tecal

sin suponer un riesgo de acodamiento o rotura del mismo y con fiabilidad.

« Este introductor, descrito en el apartado siguiente, deberia alojarse premontado
junto con el implante y el hilo sobre el soporte de transferencia en una posicion

que dejase a todo este grupo de elementos listo para la transferencia.

« No se creyo necesario dotar al soporte de transferencia de flexibilidad. Por parte del
grupo clinico, el soporte podria ser disefiado y fabricado en materiales tanto poro-
s0s como no porosos, siendo exigible un grado de rigidez que permitiese su mani-

pulacion sin riesgo de rotura.

El equipo del IBV recogid esta informacion y trabajo en la elaboracion de una primera
propuesta. Puesto que durante la fase de disefio contacté con el investigador principal re-
currentemente, se decidio avanzar y aportar a la siguiente reunion, que cambio de online a
presencial y se celebré en una sala habilitada en el propio IBV, un prototipo impreso de la

solucion concebida.
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Estos fueron los resultados de esta subtarea, presentados en la segunda reunion interdisci-

plinaria:

« La fabricacion de los prototipos funcionales se realizo en sinterizado de poliamida
(PA 2200) con ayuda de la miquina de prototipado rapido Formiga P100 de EOS
disponible en el IBV.

« Elsoporte de transferencia disenado partio de un modelo sencillo en el que desta-

caban tres partes diferenciadas:

o Una conexién distal en forma de embudo conico (destinada a realizar un acople
rdpido con la boca de una aguja epidural Tuohy de 18 Gauge). A su vez, sobre
esta conexion en embudo se disponia de una rosca de ajuste con conexion uni-

versal tipo Luer Lock.

o Una conexion o zona proximal en la que embocar el elemento introductor (que
empujaria el hilo + implante). Para que la posicion inicial del introductor no se
viera alterada, el sistema disponia de una lengtieta de bloqueo que permitia fre-

nar el introductor e impedia que el implante se moviese.

o Una conexidn lateral que permitia acoplar el extremo del aplicador del adhesivo
para asi poder inyectar el adhesivo a través del soporte y de la aguja sobre la zona

epidural si fuera requerido.

Figura 27. Detalle del prototipo fabricado mostrando el aplicador (canal accesorio) de potencial producto sellante
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El grupo clinico realizé pruebas de conexién a una aguja Tuohy de 18 Gauge que resultaron

satisfactorias, puesto que la embocadura cumplia lo especificado.

Figura 28. Detalle de conexion de tipo embudo del aplicador de la solucién prototipado a la parte proximal de la aguja Tuohy

4.4.3.4. Elemento introductor
En la primera reunion:

« El equipo del IBV especifico la luz util de la aguja y del soporte de transferencia —
teoricamente idénticas—, esto es, el espacio del que se disponia para alojar coaxial-

mente un complejo parche-hilo y el propio elemento introductor. Este valor fue de

0,85 mm.

« Se defini6 que la forma mas sencilla que permitia la coexistencia de ambos elemen-
tos en el interior de la aguja de 0,85 mm de didmetro era un tubo. Debia, pues, ser

un tubo el elemento introductor.

« Elgrupo clinico definio el introductor ideal como un introductor fino, sin propen-
sion al acodamiento, capaz de transmitir correctamente la tension aplicada sobre
este con el pulgar de una mano al complejo parche-hilo. Ademas, se expreso la ne-
cesidad de disponer de un material biocompatible, de uso aprobado en humanos y

no resbaladizo (para evitar la falta de avance del parche).
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En base a ello, en la segunda reunion de trabajo de esta fase, el grupo del IBV expuso sus
conclusiones y su propuesta. Se expreso que fabricar tubos del calibre requerido con longi-
tudes superiores a 100 mm para que cubriesen la longitud del soporte de transferencia y
toda la longitud de la aguja Tuohy era harto complejo y podria resultar excesivamente caro
para el alcance del proyecto. Se decidid, pues, utilizar como elemento introductor un tramo
de catéter de los que normalmente incluye el set convencional epidural (en este caso el
Perifix, B. Braun, Melsungen, Alemania). Este tubo de calibre 20 Gauge poseia el diametro
Optimo para pasar por el interior de la aguja —fin para el que estaba disefado—y, a su vez,
presentaba un didmetro interior aproximado de 0,45 mm que se adaptaba a las dimensio-
nes del hilo de 4/0 (@ 0,2 mm aproximadamente) que pretendiamos pasar por su interior.
Ademais, estaba fabricado en un material biocompatible de uso muy comun en practica
médica y ofrecia cierta capacidad de transmision de fuerzas, dato refrendado por el grupo
clinico que estaba acostumbrado a su uso en el contexto de cateterizacion del espacio epi-

dural para aplicar analgesia el trabajo de parto.

Figura 29. Detalle de la propuesta de elemento introductor (catéter con tope proximal)

Puesto que no se deseaba que el introductor empujase al implante mas alla del final de la
aguja para que no penetrase en exceso en el espacio intratecal, se calculé la longitud exacta
que debia tener para que el implante pudiera salir y se coloco un tope fisico trasero que
impidiera sobrepasar dicha medida. El catéter, de este modo, saldria lo justo para que el
implante, una vez fuera de la aguja, pudiera girar y posicionarse paralelo a la membrana
dural apoyandose en el final del catéter y no en la duramadre-aracnoides cuando se tirase
del hilo. Se evitaria asi, al menos sobre el plano tedrico, que se dafase la pared interna del

saco tecal y que el hilo se pudiera cortar en contacto con el borde de la aguja.
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4.4.4. Conclusiones

= -
.

soporte de
transferencia

——————C— _

aguja epidural

Figura 30. Elementos que conforman el kit de sellado propuesto

Al final de esta fase de trabajo se dispuso de un kit completo de sellado de perforaciones
durales para poder testar en subsiguientes etapas de investigacién. Cabia la posibilidad de
que surgiesen importantes dreas de mejora, pero unianimemente se decidio probar ex vivo

el rendimiento del kit desarrollado hasta la fecha.

En las pruebas ex vivo realizadas durante la segunda reunion, el grupo clinico coincidio con

el investigador principal en proponer dos areas de mejora.

Por un lado, se habia propuesto un soporte de transferencia dificil de operar con una sola
mano. El soporte ideal deberia partir de la base del expuesto en la reunion, pero convendria
anadir un anillo o estructura similar que facilitase el asido por parte del operario del kit.
Esto, en ultima instancia, mejoraria la capacidad de aplicar fuerzas con un dedo sobre el

introductor, destinadas a promover el avance del parche hacia el saco tecal.

Por otra parte, se juzgd como insuficiente la pushability del elemento introductor. Si bien
era cierto que ofrecia seguridad en lo tocante al material elegido, podria llegar a requerirse
disponer de un introductor més rigido. Se podrian tomar como referencia algunos de los
estiletes o guias flexometalicas de uso comun en técnicas tipo Seldinger como la cateteriza-

cion de vias venosas centrales o arteriales.
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Ademas de estos apuntes clinicos, todo el equipo accedio a realizar las siguientes fases del
estudio sin explorar todavia la solucion del hilo barbado como elemento de sujecion trasera
del parche, cosa que se dejaria para futuras fases en las que ya se hubiese dado por buena

la forma de insertar el parche en el saco tecal.

El grupo clinico hizo hincapié en la necesidad de testar este kit completo tanto en mem-
brana sintética como en membrana biologica. En membrana sintética podria manipularse
con cierta solvencia el extremo proximal del kit, realizando pruebas de roscado-desenros-
cado del soporte de transferencia sin el miedo a romper la membrana sobre la que se apo-
yase el parche. En cambio, los test de membrana biologica ayudarian a anticiparse a poten-
ciales problemas en la interaccién tisular del parche (con apoyo sobre complejos

meningeos).

4.5. Fase 5. Bench testing. Ensayos de rendimiento del kit disefiado sobre
membrana sintética

4.5.1. Objetivo especifico

Tras el diseno y fabricacion de los prototipos descritos con anterioridad, se plantea la rea-
lizacion de ensayos mecdnicos y funcionales ex vivo con el objetivo principal de validar la
correcta transferencia y despliegue del implante, asi como la facilidad de usar el instrumen-

tal asociado en entornos m4s realistas.
Ademas del objetivo principal, se describieron estos objetivos de las subfases:

« Definir y sistematizar los pasos a seguir para el premontado del implante y del in-
troductor en el soporte de transferencia con el fin de disponer de una guia para que
proveedores externos puedan entregar al grupo de investigacion kits estériles en

condiciones de ser aplicados con garantias.

« Definir qué tipo de membrana se empleara para validar el comportamiento del im-
plante e instrumental en condiciones similares a las que experimenta la duramadre

tras ser puncionada por la aguja epidural.

« Validar o descartar el proceso de inyeccion del adhesivo a través del soporte de

transferencia disenado en la fase previa de este trabajo de investigacion.
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4.5.2. Material y método

4.5.2.1. Premontado y comprobacion de correcta transferencia

En esta fase participo el equipo de ingenieria del IBV y el investigador principal. Se realizo
una recogida de informacion con la tnica fuente de informacion de los informes técnicos
y de resultados de las fases previas de este trabajo para la elaboracion de una guia de montaje
del dispositivo. Los pasos fueron razonados conjuntamente y se elimino la informacion no

relevante para un futuro montador externo al equipo.

4.5.2.2. Seleccion de membrana

Se realizaron dos ensayos in vitro en los que se prob¢ la conveniencia de utilizar en los
subsiguientes test de rendimiento membranas de origen sintético vs. membranas de origen

animal.

Para ello, se testo la opcion de membrana de litex en el primero de los casos y la de mem-
brana de intestino ovino en el segundo. Para probar la usabilidad de la membrana de latex
se emplearon guantes quirdrgicos de latex sin polvo y estériles de marca Naturflex, con un
espesor referenciado en la ficha técnica de 0,08 mm en la zona de palma y dorso de la
mano. En el caso de la membrana ovina, se emplearon piezas de intestino delgado ovino
adulto. En ambos casos, se generaron montajes para dejar en suspension el guante o el
fragmento de intestino ovino rellenos de una solucidn cristaloide (suero fisiologico al
0,9 %, Fresenius, Kabi) hasta notar una tension subjetivamente suficiente en la superficie

de la membrana a puncionar.

Se dispusieron cinco montajes por grupo (cinco guantes y cinco fragmentos de intestino
animal segun lo descrito). En cada uno de ellos, suspendido mediante la sujecion a un
tripode de metal, el investigador principal empled una aguja epidural tipo Tuohy de
18 Gauge como las que posteriormente se habrian de emplear en los test de comporta-
miento del kit. Puncioné en el centro de cada membrana, avanzando la aguja Tuohy unos
5 mm y retirando el estilete, tras lo cual (habiendo observado salida de suero fisiologico por
la boca de la aguja) se empled un soporte de transferencia como el descrito y confeccionado
en la fase 4 de este trabajo, que se emboco en el extremo proximal o entrada a la aguja. Este
acto simulaba la manipulacion a la que el kit y la aguja habian de ser sometidos durante los
experimentos posteriores (acto de embocar y acoplar el soporte de transferencia a la aguja

para insertar el parche en la luz de esta ultima).

Esta fase del experimento se condujo de esta manera para testar la resistencia de la mem-

brana a la manipulacion de la parte proximal de la aguja, por lo que posteriormente se
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retird la aguja y se observo el agujero de puncion macroscopicamente en busca de irregula-

ridades o cierta capacidad de retraccion del mismo.

A

Figura 31. Imagenes obtenidas durante las pruebas en laboratorio sobre modelo de intestino animal (izquierda) y guante de ltex (Derecha)

4.5.2.3. Pruebas de inyeccion del adhesivo tisular

Se pretendia validar el proceso de inyectado del material DuraSeal a través del canal dise-
fnado especificamente para su inyeccion en el soporte de transferencia del kit de sellado
dural. En el sistema original la mezcla de los dos componentes que constituyen el sellador
se realiza a medida que salen por la punta del aplicador, la cual tiene a su vez funcion de
pulverizador. En el presente ensayo se decidié prescindir de dicha boquilla dado que se
empleaba la rosca del aplicador donde esta se enroscaba para conectar con el terminal late-

ral del sistema de transferencia.

Figura 32. Pruebas de laboratorio con aplicacion del sellante DuraSeal a través del orificio lateral del aplicador prototipado
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Se perseguia ver como se mezclaba el adhesivo, qué consistencia adquiria tras la mezcla,
qué velocidad de fraguado tenia, para averiguar de cuanto tiempo se dispondria para la

maniobra de sellado en caso de ser elegido como opcion viable en el actual estado de desa-

rrollo del kit de sellado dural.

Se realizaron tres pruebas sobre prototipos de poliamida del soporte de transferencia, con-
sideradas pruebas «al aire» por no realizarse sobre montajes de membrana ni cadaver, pre-
tendiendo obtener una vision directa del proceso de mezcla, salida y fraguado del sellante.

Se siguieron estos pasos:

1. Una vez preparado el adhesivo siguiendo los pasos recomendados por el fabricante,
se rosco el aplicador sobre el conducto lateral del soporte. El soporte de transferen-
cia llevaba premontado el implante con el hilo pasante y retirado parcialmente el
introductor del implante a un punto por detras de la bifurcaciéon de los dos con-
ductos del soporte para que pudiera pasar el adhesivo (de otro modo el adhesivo
no se podria inyectar). La decision de dejar montado el catéter justo por detris de
dicho punto pretendia a su vez minimizar la posible salida de adhesivo en direccion

contraria por el conducto de entrada del hilo.

2. Tras observar que el adhesivo estaba colocado sobre el punto deseado se retiro la
aguja y el soporte trasero. Durante esta maniobra se determiné como necesario te-
ner hilo suficiente para poder sacar el sistema sin perder el hilo y para permitir que
se pudiera dejar este fijado a la piel del paciente (en futuros casos de uso), evitando

asi que quedase libre.
3. En este punto se comprobaba el resultado de la mezcla y gelificacion del sellante.

4. Tras la gelificacion, pasados los segundos que esta requiriese, se intentaba empujar
el émbolo del aplicante de DuraSeal para intentar «reaplicar» la solucion. Esto se
comprobaba para determinar si seria posible manipular el flujo de sellante una vez

fraguada la primera dosis inyectada.

4.5.2.4. Pruebas de funcionalidad global sobre membrana sintética

Se realiza una prueba sobre un montaje completo de membrana de latex simulando las
condiciones de una perforacién accidental de la duramadre y reproduciendo los pasos pre-
vistos a seguir para evaluar la viabilidad de aplicacion del sistema de sellado epidural, y asi

obtener informacion visual sobre el despliegue y sellado de la perforacion in vitro.

Para ello se realizaron dos pruebas separadas, llamadas con el fin de facilitar la comprension

de la dindmica de estudio:
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Test de funcionalidad <humeda»: sobre dos montajes con guante de latex segun lo

descrito en el apartado 5.2.2.

Test en seco: sobre dos montajes con una membrana de ldtex sobre una ldmina de
carton rigido con una fenestracion circular de 4 cm de didmetro. Se realizaron para
poder percibir visualmente cémo se comportaba el implante desde la cara interior

de la membrana.

Los pasos a seguir para la realizacion de los test de funcionalidad «<humeda» se detallan a

continuacién:

10.

Premontaje del implante sobre el soporte de transferencia y puesta a punto para su

aplicacion segun lo descrito en 4.5.3.1.

Preparacion de los dos componentes del adhesivo DuraSeal y montaje sobre el apli-

cador (boca lateral del soporte de transferencia) dejandolo listo para la inyeccion.

Perforacion con aguja Tuohy de 18 Gauge nueva en la zona palmar del guante de

prueba (relleno de suero salino al 0,9 %) montado sobre el soporte estable.

Tras observar la salida de suero desde el interior del guante hacia la parte proximal
de la aguja Tuohy, se mantenia la aguja con la mano izquierda sin colocar estilete

alguno ni mover la punta.

Conexion del soporte de transferencia a la aguja Tuohy de 18 Gauge mediante ros-

cado de la conexion Luer Lock.
Desbloqueo de la lengiieta de freno del soporte.

En ese momento y con la mano derecha, se realizaba la transferencia del parche a
la aguja con la ayuda del elemento introductor. Se introducia hasta que el tope
trasero chocase con el extremo posterior del soporte y se percibiese que el parche

ya estaba dentro del volumen de suero salino del interior del guante.

Se tiraba del hilo de sutura para garantizar que, haciendo tope sobre el extremo del
catéter, el implante quedase posicionado paralelo a la membrana y justo a la salida

de punta de la aguja.

Se retiraba entonces parcialmente el introductor para dejar paso a la entrada del

adhesivo por el conducto lateral.

Se retiraba el tapon del conducto lateral para conectar el aplicador del adhesivo y

se observaba la salida de suero salino por este conducto.



4. Material y método // 103

11. Se retiraba la aguja lentamente hasta que dejase de salir liquido por el conducto
lateral, siendo este un indicador de que la punta de la aguja se encontraria en posi-
cion «epiduraly, puesto que el liquido cefalorraquideo (en este caso suplantado por

suero fisiologico) saldria a dicho espacio directamente y no por la aguja.

12. En ese momento, sin retirar la aguja mas para no alejarla del punto simulador del
espacio epidural, se inyectaba el adhesivo para que se fijase al hilo sobre la mem-

brana.

Figura 33. Pruebas sobre modelo de guante de Iatex, mostrando el manejo del elemento introductor

En el caso de los test en seco, se realizaron los mismos pasos, pero en este caso puncionando
las membranas de latex premontadas en seco sobre una ldmina de cartdn rigido con una
fenestracion circular de 4 cm de diametro. Se obviaban los pasos en los que se habia de
esperar la salida o cese de flujo del suero para realizar cualquier accion, ya que en este

entorno de simulacidon «seco» no existia volumen de suero.
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Figura 34. Detalle de las pruebas sobre membranas de latex, mostrando la salida del implante a través de la punta de la aguja Tuohy

Un observador del equipo de ingenieria del IBV observaba y tomaba imagenes (de la super-
ficie del guante relleno de suero en los test <himedos» y de la cara interna de la membrana
de latex en los test «secos») mientras el investigador principal realizaba las acciones descritas.
Se anotaba cualquier incidencia referida por el investigador principal que operaba el sis-
tema de puncion y transferencia, asi como los momentos en los que el suero emanaba del

guante y la forma de hacerlo.

4.5.3. Resultados

4.5.3.1. Premontado y comprobacion de correcta transferencia

Tras la revision del material, quedé definido un protocolo de montaje y comprobacion de

transferencia que incluia los siguientes ocho pasos:

1. Se pasa el catéter epidural Perifix (longitud de 157 mm, B Braun Melsungen AG)
por el orificio del tope trasero y se pega este ultimo con un cianocrilato de uso
médico (Dermabond® Ethicon, Johnson and Johnson Medtech). El resultado es
un conjunto, llamado introductor, que ha de pasarse a través del soporte de trans-

ferencia quedando el tope situado en la parte trasera del soporte.
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Figura 35. Elementos del kit montado, con la sutura e implante (dentro del elemento introductor) pasando por el soporte de transferencia

2. Pasar el hilo de sutura Novosyn 4/0 (longitud de 350 mm) por el ojal del parche y
anudar. Cortar el sobrante del hilo distal sin apurar demasiado, pues en caso de
tirar del implante con demasiada fuerza podria soltarse el nudo. Esto podria supo-
ner el riesgo de invalidar por completo el sistema en caso de quedarse atascado el
implante en el interior de la canula de la aguja. En caso de soltarse una vez en
posicién dentro de la duramadre se perderia el control total del implante con el

riesgo de migracion dentro del saco tecal.

3. DPasar el extremo libre del hilo por la punta distal del catéter y meterlo hasta que el
implante haga tope. Comprobar que el tapon protector estd puesto sobre el con-

ducto lateral antes del siguiente paso.

Figura 36. Paso 3 del montaje



106 // Kit de sellado répido de perforaciones durales (patente P201730626). Validacion experimental

4. Retirar 5 mm el catéter para que quede dentro del soporte de transferencia y se
pueda introducir el implante por la punta del mismo en direccion contraria a la de
salida, de forma que quede dentro del soporte encarado para la transferencia a la

aguja Tuohy de 18 Gauge.

Figura 37. Retirada de punta del catéter para dejarlo dentro del soporte de transferencia

5. Introducir ligeramente el catéter hasta que se note que toca con el implante, pero
sin sacarlo y que quede listo para empezar la transferencia. Bloquear entonces la
lengiieta de freno para fijar la posicion del catéter en el soporte de transferencia y

evitar que se mueva de esta posicion inicial. El sistema ya estaria premontado.

Figura 38. Embocado del soporte de transferencia a la boca de la aguja Tuohy

Los puntos 6, 7y 8 de las instrucciones hacian referencia a la comprobacion por parte del
potencial fabricante o ensamblador de los kits de como funcionaba la transferencia del
implante hacia la luz de la aguja Tuohy de 18 Gauge. Este paso no era requerido para el
montaje del kit, pero se convino en recomendar realizarlo al menos una vez para compren-

der la forma de hacer avanzar el implante hacia el saco tecal.

1. Una vez premontado el sistema se rosca el soporte de transferencia a la parte

proximal o boca de la aguja Tuohy de 18 Gauge mediante un acople universal
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Luer Lock de forma que el soporte quede orientado hacia arriba como la aper-
tura del bisel de la aguja. En ese momento, se libera el freno levantando la len-

glieta dispuesta a tal fin.

2. Para transferir el implante se empuja el elemento introductor en su entrada
proximal hacia el soporte de transferencia hasta que el tope trasero del catéter
(tope sellado con Dermabond siguiendo el paso 1 de las presentes instrucciones)

toque con la parte trasera del soporte de transferencia.

3. Comprobar la salida completa del implante y su apertura o despliegue distal-
mente al bisel de la aguja. Es en este momento cuando el operario del kit debera
tirar suavemente del hilo y el implante hara tope con el extremo final del catéter,
quedando asi el implante perpendicular a la direccion longitudinal de la aguja,

listo para coaptar con la lesién dural que se pretende taponar.

e

%Gj

Figura 39. Secuencia de salida y despliegue del implante y sutura por la punta de la aguja de Tuohy, tras lo que una retirada del hilo deja el
implante apoyado en la punta de la aguja

4.5.3.2. Seleccion de membrana

No se apreciaron diferencias significativas a nivel subjetivo en el manejo de las membranas
sintéticas o biologicas, lograndose en todos los casos un montaje correcto y rapido, sin
incidencias. No obstante, dos de los cinco sets montados con intestino ovino presentaban
fugas por defectos de la membrana presentes antes del montado en probable relacién con
la manipulacion para extraccion de la muestra. Esto condicionaba cierta fuga apreciable de

suero fisiologico que hacia dificil mantener la tension en la pared de la membrana a testar.
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La sensacion de avance de la aguja para perforar la membrana de litex y el intestino de
oveja no difirio: en ambos casos se consiguié traspasar la membrana con la punta de la
aguja Tuohy, no sin antes notar una cierta resistencia que promovia la percepcién de un
«pequeno estallido» tras penetrar en el continente del suero. En ambos grupos se observo

una salida continua de suero a través del orificio.

En cuanto al tamafio del defecto una vez retirada la aguja (y tras la manipulacion simulando
una embocadura del soporte de transferencia con la aguja Tuohy), no se observaron dife-
rencias significativas a nivel macroscopico. En ninguno de los casos se observaron desgarros

apreciablemente m4s grandes en superficie que el del didmetro de la aguja Tuohy.

El investigador principal y el equipo de ingenieria coincidieron en que parecia una mejor
opcién para los siguientes test emplear la membrana sintética, por la fiabilidad en su ma-

nejo y la consistencia en la obtencion de resultados que prometia.

4.5.3.3. Pruebas de inyeccion del adhesivo tisular

Segun lo referido en el apartado 5.2.3., se siguieron cuatro pasos metodolodgicos, cuyos

resultados se exponen a continuacion:

1. Tras inyectar el adhesivo sobre el punto de la puncién se observé la dificultad de
colocarlo en el lugar exacto incluso en las condiciones favorables de este ensayo «al
aire» con visibilidad completa de todo el trayecto de transicion del sellante. El
equipo entendia que en un caso real con los tejidos adyacentes presionando sobre
la aguja la movilidad de la misma deberia quedar reducida y este efecto se minimi-

zaria.

Figura 40. Adhesivo tisular sobre el punto de puncidn en montaje de membrana de ldtex
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2. Durante la simulacion de este punto de la prueba sucedié que, al tirar de la aguja,
como el adhesivo ya llevaba varios segundos fraguado en el interior de la misma, el
hilo no deslizo y arrastr6 tras de si al implante que se salié del punto de puncion.
Esto sucedio dado que la tension ejercida sobre el implante y sobre la membrana
fue notablemente mayor a la ejercida con anterioridad cuando, tirando de forma
manual sobre el hilo hasta que se percibia la tension de la membrana, el implante
no se salié ni desgarro la lamina de latex (como si sucedié en el experimento en el

que se aplicaba el sellante).

3. Durante las pruebas se observé que el material adhesivo adquiria cierta consistencia
gelificando de forma correcta, con lo que el mezclado de los componentes se eti-
quetd como adecuado. Asimismo, se observd que, pasados unos segundos, dado
que el adhesivo se expandia, empezaba a salir tanto por la punta como por la parte

trasera e impregnaba todo el trayecto del dispositivo.

4. Si pasado un tiempo se intentaba inyectar de nuevo material sellante DuraSeal se
observaba que el material habia fraguado en el interior del soporte e impedia que
se pudiese seguir inyectando mas adhesivo. Esto suponia un problema pues obliga-
ria a tener que controlar la cantidad de material adhesivo a inyectar y ademas a
hacerlo en un espacio de tiempo limitado. También se comprobo en un caso la
obstruccion de todo el conducto (luz de la aguja y soporte de transferencia) con
material adhesivo pegado al hilo en el interior del soporte de transferencia y la
aguja. Se comprobo¢ si se podia extraer el hilo tirando del implante y se observo que,
aunque el hilo no quedaba pegado al adhesivo, como se demostrd en el ensayo
anterior, si habia cierta friccion que dificultaba, aunque no impedia, la salida del

hilo del dispositivo.

4.5.3.4. Pruebas de funcionalidad global sobre membrana sintética

En las pruebas realizadas sobre los cuatro montajes (dos punciones sobre guante relleno de
suero y dos punciones sobre membrana suspendida en seco) no se apreciaron dificultades
para la perforacion de la membrana, para la conexion del soporte a la aguja Tuohy ni para
la transferencia y avance del parche a través de la aguja. El conjunto parche-hilo llego en
los cuatro casos a desplegarse en el lado opuesto de la membrana, que simulaba el espacio

intratecal.

En los dos test con montaje <humedo» se observd que, puesto que el diametro del hilo de
sutura era inferior al de la puncion realizada, al retirar la aguja Tuohy una vez desplegado
el conjunto parche-hilo en el interior del guante, el suero brotaba libremente hacia el exte-

rior del guante. En ese momento, el parche no estaba realizando presion alguna sobre la
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pared interna de latex —que simulaba la capa aracnoides—, sino que quedaba libremente

situado en el saco tecal simulado.

Ahora bien, un suave movimiento de traccion con una mano del conjunto parche-hilo por
parte del operador desde el exterior del montaje, como el que estaria destinado a requerirse
en condiciones reales, resultaba en la coaptacion del implante sobre la membrana de latex

en su cara interna y el consiguiente cese casi completo del flujo de suero.

Figura 41. Retirada de aguja dejando hilo e implante en el sitio de perforacion en test de laboratorio sobre membrana -guante- de ltex

De forma andloga, en los test «secos» sobre membrana de latex suspendida, tras el desplie-
gue correcto del sistema de sellado dural una vez traspasada la membrana, el implante que-
daba libremente situado. Con el mismo movimiento de traccion suave por parte del opera-
dor, el implante se retiraba hasta coaptar con la cara interna de la membrana de latex,

proporcionando de visu un cierre de la perforacion realizada con la aguja Tuohy.
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Figura 42. Cierre de la perforacion por el implante observado en los test sobre membrana de latex suspendida

4.5.4. Conclusiones

A fin de dejar listo el implante para su transferencia a la aguja de forma rapida y segura, el
sistema desarrollado hasta la fecha constaba de un soporte de transferencia que llevaba
montados el implante con el hilo y el introductor, listos para desbloquear y empujar una
vez el soporte estuviera roscado sobre el extremo trasero de la aguja Tuohy mediante la
conexién Luer Lock. Este premontaje deberia ser realizado en la fase de produccion del
dispositivo y, en cualquier caso, deberia llegar al personal sanitario al cual iria ulteriormente
destinado el sistema de sellado listo para usar. El premontaje del implante y el introductor
validados en esta fase ofrecieron resultados en el test sobre membrana sintética que se con-

sideraron 6ptimos, esto es, que permitieron usar el kit de sellado sin incidencias.

En lo referente al uso y aplicabilidad del sellante sintético, la situacion descrita en el apar-
tado 5.3.3. podria explicarse por el hecho de que el adhesivo elegido (DuraSeal), al fraguar,
se expande hasta un 50 % en volumen. Dado que la longitud del conjunto conformado
por la aguja Tuohy y el soporte de transferencia es relativamente grande y con una luz
estrecha, se podria impedir una expansion libre del material sellante fraguado, que ejerceria
una compresion sobre el hilo. Este hilo quedaria asi atrapado en el interior de la luz del
dispositivo. Dicha compresion sobre el hilo seria la causa del aumento de la friccion obser-

vada que dificultaria su salida del interior de la aguja.

Puesto que, como en previas fases del trabajo, se constaté la no conveniencia de aplicar un
sellante, en la fase de test sobre membrana sintética no se ejecutd el paso que se preveia y
se describio en el apartado «4. Material y método». Ademas de ello, el equipo de ingenieria
convino con el investigador principal en retirar de futuras versiones del soporte de transfe-

rencia la boquilla o agujero lateral destinado a la aplicacion de un eventual sellante.
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Por ultimo, los test sobre membrana sintética permitieron entender el comportamiento
previsible de un parche desplegado en el interior de un continente de liquido con cierta
tension como lo es el saco tecal humano. En la version <humeda» de las pruebas se observo
que, lejos de empujar el implante desplegado hacia la pared interior del guante de latex —
como seria deseable, puesto que la presion del liquido cefalorraquideo podria colocar el
implante en el sitio donde ejerciera un efecto de cierre—, el implante quedaba flotando en
el interior del guante. No obstante, una muy ligera traccion por parte del operador del kit
bastaba para promover una colocacion éptima del parche en el interior del guante, esto es,
en la inmediata vecindad de la brecha en el guante. Esta colocacion permitio, de hecho,
observar un cese casi absoluto del flujo de suero salino al exterior. Si bien serian necesarias
mas pruebas para confirmar que este mecanismo bastaria para sellar una eventual ruptura
dural, el equipo decidio que este mecanismo de accion ofrecia opciones de funcionamiento
en entorno real. Se coincidio en que el diseiio del implante y su funcionamiento fueron
correctos: se conseguia una transferencia adecuada desde el soporte a la aguja, y tras la
salida por el extremo distal de esta ultima el parche se desplegd de forma correcta apoyan-
dose en el elemento introductor y no en la membrana en primera instancia, por lo que no

habia de modificarse.

Pese a todo lo referido en el presente apartado, un analisis pormenorizado de los resultados
de los ensayos permitio plantear una serie de dudas o aspectos mejorables que desglosamos
a continuacion como punto de partida para las sucesivas fases del trabajo de investigacion

y desarrollo:

En primer lugar, la fabricacion del implante en materiales finales aportaria informacion del
comportamiento real del mismo tanto a nivel mecénico como fisico y permitiria evaluar el
proceso de degradaciéon del implante y la conservacion de sus propiedades funcionales du-

rante el tiempo en que se requiere que esté activo.

También se recalco la necesidad de mejorar la usabilidad con una mano del soporte de
transferencia, que deberia adoptar una forma mas parecida a una pistola aplicadora. Podria

considerarse aprovechar su disefio para alojar o plegar el elemento introductor.

Por otra parte, el riesgo de que el nudo que unia el hilo al implante pudiera soltarse era
inasumible ya que invalidaria la eficacia del sistema y pondria en riesgo la seguridad de un
futurible paciente al perderse el control sobre la posicion del implante. En caso de suceder
durante la transferencia y quedar dentro de la aguja sin posibilidad de rescate, el proceso
de aplicacion de esta técnica quedaria anulado; mientras que, si se soltara con el implante
en el interior del saco tecal, el riesgo de migracion dentro del mismo seria elevado. El
equipo del IBV apunto que la fijacion del parche al hilo deberia realizarse por medios dis-

tintos a un nudo sobre el hilo y que deberian incluirse dentro del proceso de produccion
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del implante. La solucion deberia permitir fabricar el hilo y el implante de forma conjunta

y solidaria o, al menos, evitar la dependencia de un nudo.

En otro orden de cosas, el investigador principal apunto que el dispositivo introductor
deberia ser una canula de mayor rigidez que el catéter usado hasta la presente fase del tra-
bajo, para asi permitir una mejor insercién del implante. Un sistema flexible como el que
se habia probado hasta la fecha no era practico ni seguro, y en caso de trabarse ligeramente
el implante en su transito del soporte a la aguja el catéter podria doblarse y la transferencia

verse comprometida.

Deberian realizarse mds pruebas con membranas de caracteristicas similares a la duramadre
humana para garantizar que la tension ejercida sobre el hilo para la correcta colocacion del
implante tras la retirada de la aguja no produjese efectos nocivos como la rotura o el desga-
rro de la membrana. Una posibilidad a estudio seria la realizacion de pruebas completas
sobre simuladores sintéticos de puncién epidural o incluso sobre membranas reales en
pruebas con animales. Se podria valorar asi qué nivel de tensién seria suficiente para la
colocacion del implante en posicién y qué umbral no se deberia superar por no compro-
meter la integridad de la membrana. Si al tirar del hilo una vez desplegado el parche intra-
tecalmente el implante se saliese desgarrando la membrana, el dafio causado seria irrepara-

ble y las consecuencias de una brecha mayor més criticas.

Asimismo, se deberia evaluar si el tamano del implante era el adecuado para la geometria
del agujero que se produce en la puncion de la duramadre y que referimos en la fase 1 del
presente trabajo de investigacion. En el modelo sintético probado en este proyecto las di-
mensiones del implante fueron suficientes para evitar su salida, pero se deberia estudiar si

se pueden o no extrapolar los resultados.

El uso de un adhesivo para la formacion de un tope fisico que sujetase el hilo desde el
exterior de la duramadre (espacio epidural o tejidos dorsales a este) quedaba en entredicho
tras las pruebas realizadas. Si el material debia tener capacidad de adherirse al hilo para
sujetarlo y evitar que migrase en el saco tecal, deberia poder aplicarse de forma que no
entrara en contacto con el hilo hasta llegado el lugar deseado (espacio epidural periorificial),
pues el modo hasta la fecha probado en que comparten espacio dentro de la aguja invali-

daba el proceso.

Una alternativa que aprovechara el concepto desarrollado seria la aplicacion de un adhesivo
con un tiempo de fraguado mayor que permitiera una retirada segura de la aguja. Se deberia
garantizar en cualquier caso que el adhesivo, una vez curado, pegara al hilo y ejerciera la
funcién de tope fisico que evitase la migracion del implante hacia el espacio intradural.

Dados los resultados de las pruebas sobre membrana sintética en esta fase de estudio y el
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historial de resultados de los test de aplicabilidad de la solucion sellante, se decidié unani-

memente descartar la via de trabajo que incluyese cualquier otro sellante.

Oftras alternativas de fijacién del hilo por métodos mecanicos podrian ser objeto de estudio
debido a que la opcion del adhesivo no era viable. En opinion del equipo de ingenieria del
IBV, la opcion de emplear una sutura barbada podia cobrar fuerza porque cumplia con los

requisitos que hasta la fecha se habian ido imponiendo por parte del grupo clinico:

« Aprovechaba la coaxialidad para plegarse en el mismo espacio de trabajo que el

parche y avanzar junto a éL.

« La disposicion de las barbas o espiculas permitiria una fijacion que repartiria la
carga sobre todas ellas y a lo largo del recorrido del hilo. Esto podria servir para
mejorar la fijacion del conjunto parche-hilo a estructuras como el ligamento amari-

llo o la musculatura paraespinal.

« Disponia de un perfil de biocompatibilidad y no histotoxicidad demostrado dado

que existian soluciones en el mercado.

« Por la misma razon, se disponia de versiones de sutura reabsorbible ya comerciali-

zadas.

« Se componia de una sola pieza, sin depender de elementos de fijacion o anclaje en

el espacio epidural que requirieran articulaciones u otros despliegues.

« El avance de la sutura barbada a través de la aguja epidural no ofreceria resistencia
se insertase esta con las espiculas en la direccion en la que se insertara, puesto que
la sutura estaria protegida por la pared de la aguja hasta su retirada, momento en el

cual se «activaria» la solucion.

« Era una soluciéon econémica que no requeria desarrollos adicionales.

El equipo se emplazo en la siguiente fase del estudio a realizar pruebas de rendimiento que

permitiesen adoptar o desechar esta linea de trabajo.

Una vez disenado, fabricado y probado con prototipos funcionales el sistema de sellado de
brechas durales desarrollado hasta la presente etapa, cabia destacar que, si bien los resulta-
dos de los ensayos no fueron del todo apropiados en algunos aspectos, en otros mostraron
un comportamiento adecuado y tal vez mis alla de lo esperado, dando un resultado global

de la fase de trabajo satisfactorio.

El equipo de investigacion considerd necesaria la adaptacion del disefio para mejorar el

rendimiento del sistema de sellado. Ademds, hubo consenso en que se debian mejorar las
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condiciones de los ensayos, puesto que hasta la fecha nos fue imposible controlar la presion

ejercida por el suero sobre las membranas a perforar.

4.6. Fase 6. Validacion en entorno artificial estable del rendimiento del kit
de sellado dural

Fruto de los resultados de las pruebas de funcionalidad efectuadas sobre el dispositivo desa-
rrollado con anterioridad, surgio la necesidad de corregir o mejorar determinados aspectos
del disefio del implante relacionados con el uso esperado del dispositivo. Asimismo, la
adaptacion del instrumental se consideraba necesaria dado que algunos de los supuestos
adoptados en el proyecto anterior, como el uso de un material adhesivo para la fijacion del
implante, quedaron ya descartados para la presente validacion y esto modifica, por tanto, el

diseno del instrumental y su funcionamiento.

4.6.1. Objetivos

El objetivo principal de esta fase de trabajo fue llevar a cabo la validacion del dispositivo de
sellado dural desarrollado hasta la fecha en un entorno mas realista. Para ello se plantea el

desarrollo del mismo en dos fases:
« Fase I: Modificacion del diseio del sistema de sellado dural.
« Fase II: Validacion funcional del sistema de sellado dural.
Esto se tradujo en el establecimiento de los siguientes objetivos especificos:
« Adaptacion y mejora del diseiio actual desarrollado en el proyecto anterior.

« Validacion del funcionamiento del instrumental asociado al dispositivo en condi-

ciones simuladas que reprodujesen las condiciones de trabajo habitual.

« Validacion del funcionamiento del dispositivo en un entorno que reprodujese las

condiciones de presion fisiologica del liquido cefalorraquideo.

« Validacion en simulador de la capacidad del dispositivo de adoptar una posicion

estable y segura sobre la pared interna del saco tecal.

4.6.2. Material y método

La consecucion de los anteriores objetivos se llevara a cabo a través de la realizacion de las

siguientes tareas:
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« Fase[(6.2.1.): Modificacion del diseiio del sistema de sellado dural y fabricacion de
kits:

o Mejora del diseno del implante siguiendo las indicaciones del grupo clinico y

de ingenieria expuestas en el ultimo apartado.
o Adaptacién del diseno del instrumental.
o Fabricacion de prototipos funcionales de los componentes implantables.
o Fabricacion de prototipos del instrumental.

o Elaboracién de un recurso visual para facilitar la comprension del uso del kit.
o Fase II (6.2.2.): Validacion funcional del sistema de sellado dural:

o Adquisicion de un simulador de inyeccion epidural comercial.

o Pruebas de validacion de la transferencia y ajustes en consecuencia.
o Pruebas de validacion funcional del dispositivo.

o Pruebas de validacion del efecto de sellado y ajustes en consecuencia.

o Pruebas de validacion del nuevo sistema de fijacion posterior.
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4.6.2.1. Modificacion del disefio y fabricacion de kits

Aguja Tuohy 18G

Soporte de
transferencia

Canula de |
transferencia

Implante
/ Hilo barbado

Figura 43. Elementos del sistema de sellado dural

A. Adaptacion y mejora del disefio del implante

La parte implantable del dispositivo de sellado dural, tal y como quedo definida en el ante-

rior desarrollo, estaba compuesta de los siguientes elementos:
« Parche que permitiese un sellado total o parcial de la puncion.

« Hilo de guiado que permita la sujecion del implante y su control durante la trans-

ferencia y posterior colocacion sobre la cara interior de la duramadre.

Uno de los aspectos que siempre generd mas dudas y que no quedo resuelto en el desarrollo
anterior era la posibilidad de que se produjese la migracion intratecal del implante una vez

colocado en su sitio de accion.

La solucion a este problema pasaba por, en primer lugar, garantizar una buena fijacion
entre el hilo y el implante de forma que este ultimo no se soltase y pudiese moverse de

forma libre y descontrolada, y, en segundo lugar, disponer de un sistema de fijacion
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posterior que evitase que el hilo quedase suelto y el conjunto hilo + implante deslizase hacia

el interior con las mismas consecuencias negativas.

Descartados el uso de nudos para la fijacion implante-hilo y el de adhesivos para la fijacion
posterior, se optd por emplear medios mecdnicos que garantizasen la fijacion del implante

in situ.

La solucion propuesta consistia en sustituir el hilo de sutura actual por un hilo de sutura
barbado que aportase esa fijacion mecdnica que se requeria por medio de las barbas que
presenta el hilo. Este tipo de hilo, utilizado en cirugia para el cierre de heridas sin la necesi-
dad de atar nudos, permitiria al mismo anclarse a las estructuras anatémicas de la espalda
(musculatura y ligamentos) de forma que evitase su migracion distal y, dado que presentaria
un tope fisico en su extremo distal, evitaria que el implante se saliese del hilo y a su vez que

se pudiera desplazar hacia el interior del saco tecal.

Figura 44. Detalle (modelado 3D) de la unién del implante con el hilo barbado

En esta fase del trabajo, el investigador principal realizé una busqueda de soluciones entre

las suturas comerciales que cumpliesen las caracteristicas siguientes:
« disponibilidad inmediata,
« biocompatibilidad testada en humanos,
+ calibre cercano a 4/0, e

« informacion disponible sobre su perfil de reabsorcion o degradacion, asi como del

perfil de pérdida de su fuerza tensora.

Para el proceso de adaptacion del hilo de estabilizacion se partio de la idea inicial de utilizar
una sutura reabsorbible comercial de disefio barbado seguin lo expuesto en la fase de trabajo
anterior. Este disefio barbado montado en la orientacién correcta junto con un tope fisico

en el extremo podria suponer el mecanismo de fijacién posterior que impidiese que el
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implante migrase al interior del saco tecal una vez colocado. Para la adaptacion del hilo se
desecharian el lazo y la aguja, se enhebraria por el agujero del centro del implante y se le
practicaria el tope fisico en el extremo del lado del implante. Dicho tope fisico se realizé por
deformacion térmica sin contacto para que las propiedades mecanicas del hilo no se vieran

comprometidas.

Tmm

Figura 45. Vision lateral con microscopio electrénico a 50 aumentos de un hilo de sutura tras deformacion térmica sin contacto en una de las
pruebas realizadas

Vision lateral con microscopio electronico a 50 aumentos de un hilo de sutura tras defor-

macion térmica sin contacto en una de las pruebas realizadas

Tras la seleccion de la sutura, se realizaron una serie de pruebas adicionales de enhebrado y
plegado del hilo sobre agujeros de didmetro conocido para definir con exactitud el didmetro
del ojal que debia incluir el implante. Un didmetro insuficiente podria suponer un pro-
blema con el enhebrado del hilo durante el montaje, y un didmetro excesivo podria suponer
una pérdida del implante si el tope se sale del ojal ante una posible situacion de sobreten-

sion del hilo.
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Asimismo, se realizé el conformado del tope sobre la sutura elegida para comprobar la
forma y tamano del mismo que condicionarian la forma y dngulo del encaje en el disefio
del implante visto en el apartado anterior. Fruto de estas pruebas surge el disefio final del

ojal.

B. Adaptacion del disefio del instrumental

El instrumental necesario para la correcta implantacion del sistema de sellado dural quedo
previamente definido como un dispositivo de transferencia formado por dos componentes

diferenciados:

« Soporte de transferencia, sobre el que encajaria premontado el implante, listo para

conectarse de forma rapida a la aguja epidural y ser usado.

« Canula de transferencia, que empujaria al implante y lo transferiria del soporte a la

cara interior de la duramadre a través de la aguja epidural.

El soporte de transferencia tenia dos funciones principales. La primera, servir de aloja-
miento del implante y de la canula de transferencia constituyendo asi el kit de sellado dural,
listo para ser utilizado. La segunda, ser el elemento que conectase con la aguja y permitiese
su aplicacion transfiriendo el implante desde su interior y a través de la aguja hasta el inte-

rior del saco tecal, donde quedaria alojado en la cara interior de la duramadre-aracnoides.

Se realizo una lista de consideraciones que debian llevar a la reformulacién del disefio del
soporte de transferencia y el elemento o canula de transferencia. El equipo de ingenieria
del IBV y el investigador principal recopilaron las necesidades y las pusieron en comun en
dos sesiones de trabajo conjunto y correos electronicos a demanda. Se tomaron como pre-

misas para el disefio estos hechos:

«  Quedo descartado el uso de sellante inyectado por un orificio lateral, por lo que no

seria necesario contar con ningun apéndice ni aplicador en el soporte.

« Laluz de la aguja Tuohy de 18 Gauge permaneceria légicamente invariable, pero

seguia debiendo alojar tanto la sutura como la cdnula de transferencia.

« Dado que el calibre de los hilos barbados que se pretendia emplear en adelante para
asegurar la fijacién correcta del implante era mayor al de las suturas no barbadas
empleadas hasta el momento (Monosyn), la canula de transferencia necesaria para
la introduccion del implante deberia presentar un espesor de pared menor que la

anterior.
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El soporte de transferencia debia contar con conexion Luer Lock de facil roscado

sobre el extremo proximal de la aguja Tuohy.

El soporte de transferencia debia ser ligero y permitir su operabilidad con una tinica

mano.

Idealmente, la cdnula de introduccion tenia que ser flexible y poderse enrollar sobre

el soporte de transferencia, para ser liberada de forma sencilla.

Habria de buscarse una canula de mayor rigidez que el catéter epidural probado
hasta la fecha para permitir una mejor insercién del implante, pues el catéter podia
doblarse y comprometer la transferencia. Para mejorar dicho aspecto se requeria un
material para la canula que fuera semirrigido: con rigidez suficiente para que no se
doblase durante la maniobra y fuera capaz de empujar al implante (esto es, ofrecer
pushability), pero no tanta rigidez como para que no fuera capaz de deformarse en la

salida curva de la aguja.

Dado que la idea del equipo era que el hilo de fiado pasase por el interior de la canula, se

requeria una cdnula de las siguientes dimensiones y caracteristicas:

Didmetro exterior entre 0,85-0,95 mm para que pasase por el interior de la aguja.

Didmetro interior mayor que 0,5 mm para que pudiera pasar con holgura el hilo

barbado por su interior.

Longitud entre 150-200 mm para que fuera capaz de cubrir la longitud total del
soporte de transferencia montado sobre la aguja epidural y permitiese guiar al im-

plante hasta su extremo distal.
De material biocompatible.

Que permitiese pegar con algun tipo de adhesivo un tope en uno de sus extremos.

Se realizo una busqueda de elementos comercializados que pudieran reunir dichas caracte-

risticas y que pudieran adaptarse al dispositivo, pues la fabricacion a medida de dicho ele-

mento no era viable dentro del alcance de este proyecto. A los distintos materiales encon-

trados se les realizaron pruebas de validacion para comprobar si cumplian 0 no con las

especificaciones requeridas.

Se comprob¢, entre otras cosas, si cumplian con los siguientes aspectos:

El hilo barbado pasaba por el interior de la canula con holgura.



122 // Kit de sellado répido de perforaciones durales (patente P201730626). Validacién experimental

+ El elemento canulado pasaba sin dificultad por el interior de la aguja epidural, in-

cluido el tramo final de la curva distal.

« Permitia ser deslizado sin atascarse a través del soporte y la aguja en su montaje

conjunto.

« Eracapaz de empujar un implante premontado en el soporte y realizar la transferen-

cia a la aguja.

C. Fabricacién de prototipos funcionales de los componentes implantables. Material y método

De cara a fabricar el implante en un material més aproximado a lo que podria ser el material
final del mismo, se realiz6 la busqueda de una ldmina de PLA con un espesor de 0,2-0,3 mm

que pudiera cortarse con la maquina de corte laser de que dispone el IBV.

Otra opcion que se barajé fue la de fabricar la lamina de PLA con los medios disponibles
en el IBV. Para ello se hizo uso de la maquina de impresién 3D con la tecnologia de fusion
de hilo FDM de la que dispone el centro y que permite la impresién de prototipos en PLA
que, si bien no son ni material ni condiciones de fabricacion optimos, pudieran representar

una buena aproximacion al implante final.

En cuanto a la fabricacion del hilo y su fijacion al implante, se partié del hilo barbado
descrito con anterioridad (V-Loc 90) al que se cercen¢ el extremo que incluia la aguja de
sutura para disponer del extremo del hilo libre y enhebrarlo por el ojal del implante. Para
la fijacion del hilo al parche se opté por un tope mecanico obtenido mediante deformacion

térmica del extremo proximal del hilo de sutura tras su enhebrado en el implante.

D. Fabricacidn de prototipos del instrumental

La fabricacion del soporte y de la pieza que hacia de tope en la canula del sistema de trans-
ferencia se llevd a cabo con la maquina de fabricacion aditiva disponible en el IBV que

permite la fabricacion de prototipos en sinterizado de poliamida (PA 2200).
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Figura 46. PA 2200 de las instalaciones del IBV

La fabricacién de la canula de transferencia consistié en cortar los tubos de poliimida dis-
ponibles a la longitud adecuada para que el introductor empujase al implante justo tras
salir por el extremo distal de la aguja de forma que no penetrase en exceso en el espacio

intradural.

Una vez cortado, se fijo el tope trasero fabricado anteriormente en el extremo proximal de

la canula por medio de adhesivo de cianocrilato.

Después se trabajo entre el equipo de ingenieria del IBV y el investigador principal en un

nuevo protocolo de montaje de kits completos para las pruebas de validacion.

E. Creacion de una infografia orientativa sobre el funcionamiento del kit. Material y método

El investigador principal redacté paso a paso el modo de aplicacién de la solucion disefiada
teniendo en cuenta todos los avances que se habian realizado hasta la fecha y lo envio al
equipo de ingenieria del IBV para que corroborasen su veracidad y realizasen una infografia
de entre cinco y diez pasos. En ella se deberian plasmar todos los puntos de interés en la
aplicacion de la solucidn para facilitar una comprension por parte de cualquier futuro apli-

cador del sistema.
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4.6.2.2. Validacion funcional del sistema de sellado dural

Una vez listo el kit de sellado dural, se llevd a cabo la validacion de su funcionamiento en
un modelo in vitro. Para ello se opto por el uso de un simulador de puncién dural comercial,
el cual reprodujese no solo la anatomia humana, sino también ciertos aspectos mas funcio-
nales como la resistencia de la duramadre o la simulacion de la presion del liquido cefalo-

rraquideo.

A. Adquisicion y adaptacion de un simulador de puncion epidural. Material y método

Para la eleccion del simulador de inyeccion epidural a utilizar en las pruebas de validacion
funcional se requeria partir de una base en la que se definiese el simulador ideal. Esta
definicion vino dada por la necesidad especifica de testar el comportamiento del kit de

sellado dural y por la experiencia adquirida por el grupo de investigacion hasta la fecha.

El grupo clinico y el equipo de ingenieria mantuvieron una reunion inicial, presencial, en
las instalaciones del IBV. El grupo clinico estaba integrado por el investigador principal y
un anestesista veterinario con experiencia en el campo de la experimentacion en ovinos.
Por parte del equipo de ingenieria, los mismos participantes que en las fases previas asistie-

ron a la primera reunion y siguientes.
Estas fueron las caracteristicas que por consenso se determino que debia tener el simulador:

« Se requeria poder simular el procedimiento de anestesia en neuroeje (raquianeste-
sia) y ofrecer una resistencia realista de la duramadre-aracnoides, se avanzase hacia

ella con o sin canula de guiado.

« Debia contar con un simulador de saco dural lleno de liquido cefalorraquideo con

velocidad realista de salida de fluido gracias al ajuste de exceso de presion.
« Debia permitir la cateterizacion del espacio epidural.
« Se precisaba de un sistema cerrado de agua.

« Debia disponer de repuestos de cada pieza por si se requerian en sucesivas fases de

prueba.
« Su limpieza y desinfeccion habian de ser sencillas.
« Su precio debia ser asequible.

Para reproducir las distintas estructuras anatomicas, el simulador deberia contar con los

siguientes elementos:
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« Una pieza de silicona que emulase la piel del paciente.

« Un bloque de silicona o similar que representase los ligamentos y tejidos interver-

tebrales y ofreciese resistencia a ser perforado.

« Una pieza (plastica o de metal) que reprodujese las apofisis espinosas con su orien-

tacién anatomica.

« Un tubo o contenedor flexible conectado a un circuito de agua con exceso de pre-

sion que simulase el saco tecal.

Se realizé una busqueda no sistemdtica en el mercado que llevo a cabo el equipo de inge-

nieria.

Tras la eleccion del simulador que habia de adquirirse, se estudiaron sus instrucciones para
obtener un protocolo de uso estaindar y proponer las modificaciones necesarias que ayuda-

sen a acercar su funcionamiento al deseable en los experimentos que se pretendia realizar.

Las posteriores adaptaciones del sistema se llevaron a cabo en las instalaciones del IBV

segun se relata en el apartado «5. Resultados».

B. Pruebas de validacion de la transferencia y ajustes. Material y método

Se realizaron dos pruebas de transferencia del implante hacia una aguja epidural sobre mo-
delo ovino, en caddver. Se emplearon dos ovejas adultas, recién sacrificadas (segiin estan-
dares de buenas pricticas y bienestar animal) en el Hospital Veterinario CEU-Cardenal
Herrera. Las ovejas fueron sacrificadas tras servir a otros estudios, por lo que se obtuvo
consentimiento por parte de los responsables de dichos estudios para emplear los cad4veres
con fines de investigacion. Cada prueba consistio en tres intentos de puncion dural inten-
cionada (medial, con la oveja en decubito esternal y accediendo a través del espacio L6-S1),
roscado y transferencia del kit premontado de sellado dural. Tras la perforacion de la mem-
brana dural con la aguja Tuohy de 18 Gauge y la comprobacion de la salida de LCR, se
rosco el extremo del soporte de transferencia a la conexion Luer Lock de la aguja epidural.
Con el dedo pulgar de la mano derecha, se empujé la canula introductora hasta notar el
tope de esta (sefial de que se habia efectuado el despliegue del parche en el saco tecal). En
ese momento se retird todo el sistema. En este caso, se tracciond el hilo de sutura hasta
notar su salida de forma intencionada (aplicando una fuerza de traccion excesiva) para va-
lorar la fuerza de union del hilo al implante, buscando después causas de fracaso de esta

union.
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En funcion de los resultados, expuestos en el apartado correspondiente, se realizd un ana-
lisis detallado de los problemas y un ajuste del sistema de transferencia para asegurar su

rendimiento en las fases de estudio in vivo.

C. Pruebas de validacion funcional del dispositivo. Material y método

Si bien las pruebas realizadas en fases previas del presente trabajo de investigacion mostra-
ron un funcionamiento correcto del instrumental con una transferenciay posterior desplie-
gue del implante adecuados, las condiciones en que se hicieron las pruebas y los cambios

en el diseno del instrumental y del implante requerian validar de nuevo su funcionalidad.

Con el fin de garantizar la fiabilidad de la técnica de transferencia e implantacion se plantea-
ron las siguientes pruebas en un entorno mas realista, teniendo en cuenta factores como la
existencia de una presiéon de liquido adecuada en el interior del modelo y la existencia de
un elemento que simulase las estructuras anatoémicas posteriores y el efecto de estas sobre

la estabilidad de la aguja una vez realizada la puncién.

Se empleo el dispositivo de simulacién de punciones epidurales 3B Scientific tras las mo-

dificaciones explicitadas en el apartado 4.6.3.2 de este trabajo.

Para poder observar el funcionamiento del dispositivo dentro del saco tecal una vez mon-
tados todos los elementos del simulador (tubo con membrana, bloque de silicona y piel),
se contd con la incorporacion al modelo de una camara endoscopica impermeable con ac-
ceso al espacio que simulaba el saco tecal tanto por via posterior como por via interna a

través de la apertura superior por donde se alimentaba de agua al sistema.
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Figura 47. Montaje adaptado del simulador de puncion epidural para la realizacién de pruebas de validacién funcional

Una vez preparados el simulador y un kit de sellado epidural se procedio a la perforacion
de la membrana sintética montada en el simulador con una aguja epidural Tuohy de
18 Gauge. Se realizaron cinco test con membrana sintética y dos test con el montaje reali-
zado con membrana cadavérica humana. Tras comprobar la fuga de liquido a través de la
parte posterior de la aguja se ensamblo el instrumental con el implante premontado y se
hizo la transferencia del implante hasta que el tope de la cidnula contact6 con la parte trasera
del soporte, momento en que tedricamente el implante habia llegado al final de la aguja 'y
se habia desplegado en el interior del saco tecal. Se recogieron imagenes estdticas y videos
del procedimiento para analizar el proceso de avance y despliegue del parche intratecal-
mente y para tomar decisiones en relacion con posibles cambios en el sistema de montaje
antes de los test en animal vivo. Se exponen las imagenes conseguidas y los resultados en el

apartado correspondiente.

D. Pruebas de validacion del efecto de sellado y ajustes. Material y método

Para valorar la capacidad de sellado del sistema, se reprodujo el montaje anterior del simu-
lador adaptado y se dispuso de 20 muestras de membranas sintéticas de latex y otros tantos
kits de sellado dural para realizar pruebas de puncion y de medicion de pérdida volumétrica
en el modelo. Puesto que en las fechas de las pruebas iniciales no se disponia de la canula

definitiva para usar el hilo barbado, los ensayos se hicieron con la sutura Monosyn 4/0.
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El ensayo fue planteado en tres fases:

« Fase I. Puncion de la membrana sintética con la aguja epidural y retirada de la
misma para medir el caudal de fuga durante dos minutos. La prueba se hizo sin el
bloque de silicona trasero para facilitar el proceso de recogida del liquido fugado y

poder observar directamente el proceso. Se realizaron siete repeticiones.

o  Fase II. Puncion de la membrana sintética en las condiciones anteriores, transferen-
cia del implante al interior del tubo y retirada del instrumental. De esta forma el
implante quedaba en el interior del conducto y el hilo quedaba suelto a través de la
puncion realizada. Se realizd de nuevo la prueba sin el bloque posterior de silicona

y se midio el caudal perdido en cinco repeticiones.

«  Fase I1l. Puncién con el simulador completo, transferencia y retirada del instrumen-
tal mas ligera tensién del hilo para que el implante quedase en posicion y el hilo se
quedase fijado al bloque de silicona que en esta subfase si estaba incorporado. Se

realizaron cinco repeticiones y se midi6 la pérdida de liquido tras retirar el bloque.

E. Pruebas de validacion del nuevo sistema de fijacion posterior. Material y método

Para valorar la funcionalidad del sistema de fijacién posterior desarrollado, que basaba su
funcionamiento en el efecto fisico de las espiculas del hilo barbado y su adherencia a los
tejidos interespinosos, se realizé un montaje del simulador adaptado completo (con bloque
posterior de silicona incluido) y se procedio a simular una puncion accidental y la aplicacion
del kit de sellado dural. Dado que la obtencion de la canula definitiva que permitia el uso
del hilo barbado no estuvo lista hasta las pruebas en que se valoraron las membranas dura-
les de origen humano, fue en dichas pruebas en las que se valido el comportamiento del

hilo barbado y del sistema de fijacion posterior.

Una vez realizada la transferencia y colocacion del implante in situ y retirado el instrumen-
tal, se aplico una fuerza manual de traccion ligera al hilo de sutura hasta notar que el im-
plante ofrecia cierta resistencia, seial de que este estaba colocado de forma correcta y apo-
yado sobre la cara interna del complejo meningeo. Se realizaron cuatro repeticiones con

cuatro kits diferentes.
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4.6.3. Resultados

4.6.3.1. Modificacion del disefio y fabricacion de kits

A. Adaptacion y mejora del disefio del implante. Resultados

En una primera busqueda, se encontraron tres alternativas en el mercado que se disponen

a continuacién:

V-Loc™ 90 Absorbable V-Loc™ 180 Absorbable V-Loc™ PBT Non-Absorbable
Device Device Device
Tensile o o 7 days, 80%; 14 days, 75%;
Strength 7 days, 90%; 14 days, 75% 21 days, 65% Permanent
,IL,\rb:;i)lr:)tlon 90-110 days 180 days Permanent
Procedural Soft tissue approximation where Soft tissue approximation where
Applications support is required consistent with support is required consistent with Soft tissue approximation
pp the absorption profile the absorption profile

Undyed, violet Clear, green Blue

Color e —— N s PP P S P S
- Glycolide, dioxanone Copolymer of glycolic acid
Composition and trimethylene carbonate and trimethylene carbonate Polybutester
Indication V-Loc™ 90 device and V-Loc™ 180 absorbable wound closure devices are indicated Veloc PBT. non-ab§orl_)able wound
ications A o . . closure devices are indicated for soft
for soft tissue approximation where use of an absorbable suture is appropriate. . o
tissue approximation.

Figura 48. Comparativa de caracteristicas de las suturas V-Loc® consideradas. Extraido de yessfarma.com

El hilo barbado que se decidi6 utilizar en el presente estudio fue el V-Loc 90 Absorbable
Device de la marca Covidien (Medtronic®). Se escogié trabajar con calibre 4/0 (1.5 metric)
por cuestion de tamafio, pues un calibre 3/0 implicaria tener que practicar un ojal en el
implante de mayor didmetro, y dado que el ancho del implante no podia crecer (al estar
condicionado por el tamafio de la aguja en cuya luz se habia de plegar), esto supondria una
pérdida de resistencia mecanica del implante con el consiguiente riesgo de rotura del im-

plante y de descontrol de las partes en el interior del saco tecal.
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V-Loc ™ Device 3

0 |

0,50
0,32

Figura 49. Detalle de las diferencias entre las suturas V-Loc 3-0 y 4-0 a efectos de didmetro

300pm !

Figura 50. Imagen de microscopia electrénica a 150 aumentos del hilo barbado elegido para el montaje del kit, mostrando con detalle una
de las espiculas o barbas que le aportan agarre

Las dimensiones del implante quedaban condicionadas por esta eleccion. Se fabricaria un
implante de similares medidas a las planteadas en fases anteriores del proyecto, si bien se
requeria un ligero aumento del diametro del ojal debido a que, a pesar de estar ambos

etiquetados comercialmente como 4/0, el calibre del ntcleo del hilo barbado escogido era
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mayor que el diametro de la sutura monofilar Monosyn usada anteriormente, segun se

puede ver en la siguiente tabla comparativa.

Tabla 4. Comparativa de calibres entre tipos de sutura barbada considerados

Tipo de sutura

Monosyn — B. Braun 4/0 / 1.5 metric

V-Loc 90 — Covidien 3/0/ 2
metric

V-Loc 90 — Covidien 4/0 /

1.5 metric

(alibre tedrico segtin USP (mm)

0,15-0,199

0,2-0,249

0,15-0,199

Calibre del hilo sin espiculas (mm) (medi-

cion directa con calibre)

0,32

0,27

Dimension total del hilo (mm) (medicion

aproximada con calibre)

05

0,42

El implante final quedaba por lo tanto definido con unas dimensiones de 3,5 x 0,85 mm,

con un ojal central de didmetro de 0,3 mm y un espesor de material de 0,25 mm.

9

g

0.85

3.50

Figura 51. Medidas del implante disefiado

En una segunda busqueda se encontraron soluciones de otros proveedores segiin se ve en

la siguiente tabla; se probaron diferentes calibres y referencias de sutura para decidir cual

se adaptaba mejor a las necesidades de tamafo y funcionalidad del hilo y del tope confor-

mado.

Tabla 5. Distintas opciones de sutura barbada probadas

Ne  Marca Referencia Modelo (alibre Longitud Tipo Resultado
1 Covidien VLOCMO003 V-Loc90 4/0 15 Barbado 0K

2 Covidien VLOCLO03 V-Loc 180 4/0 15 Barbado Descartada
3 Covidien VLOCLO13 V-Loc 180 4/0 30 Barbado Descartada
4 MBA-QUILL YA-2002Q Monoderm 5/0 14414 Barbado bidireccional ~ Descartada
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La opcion 1, probada ya en el prototipo anterior, si bien era una opcion valida podia ser un
poco corta en longitud si se pretendia que sobrara hilo por la parte posterior de la canula

de transferencia para poder tirar de él y por tanto del implante durante la transferencia.

La opcién 2, de igual longitud y calibre tedrico que la opcion 1, se descartéd por el hecho
de tener un tiempo de degradacion mayor, cosa que a priori no suponia ninguna ventaja, y
por tener un calibre real ligeramente mayor que la opcién 1. Este mayor tamano suponia
una mayor friccién del hilo dentro de la cidnula que dificultaba el montaje de los compo-
nentes del kit. Adicionalmente, dicha friccion excesiva entre el hilo y la canula podia supo-
ner una salida accidental del implante del punto de puncion o incluso la rotura de la dura-

madre durante la retirada del instrumental (ver paso 5).

La opcion 3, similar a la 2 pero de mayor longitud, si bien descartada ya por el calibre como
la opcion anterior, sirvid para comprobar que una longitud mayor de sutura podia ser un
problema a la hora de retirar el instrumental (ver paso 5). El hecho de tener las barbas en
direccion opuesta a la salida de la canula (ver pasos 5 y 6) suponia un punto de enganche
entre las barbas y el extremo proximal de la canula, produciendo un efecto similar al des-
crito anteriormente con la friccion del hilo y pudiendo comprometer la posicion del im-

plante sobre la pared anterior de la duramadre.

La opcion 4 de calibre 5/0 se descarto por ser de un calibre insuficiente. El tamafo de las
barbas daba un menor agarre y el tope conformado en su extremo para sujetar el implante

no tenia suficiente tamano y podia escurrirse por el ojal con una ligera tension del hilo.

La sutura de la marca Covidien, modelo V-Loc 90, calibre 4/0 y longitud 15 mm resulto,

por tanto, ser la opcion mds adecuada para nuestros propositos.

B. Adaptacion del disefio del instrumental. Resultados

El soporte de transferencia del que se partia, si bien tenia un comportamiento adecuado
en algunos test de validacién, roscaba bien y permitia una transferencia correcta del im-
plante, resultaba poco practico de utilizar. El roscado del soporte sobre la aguja implicaba
girar todo el kit alrededor de la aguja y esta maniobra a realizar con una mano mientras se
sujetaba la aguja con la otra era poco ergonémica. Por ello se decidio centrar la adaptacion

de dicho elemento en el aspecto de la usabilidad, siempre que no restara funcionalidad.

El redisenio del soporte consistio en dividir el soporte monobloque inicial en dos partes:
una base fija con una punta cénica que encaja sobre la aguja y que sirviese de alojamiento
del implante y de la cdnula, y una parte movil, a modo de tuerca, que roscase sobre la
aguja y que empujase la base hasta que el cono encajara en la aguja y quedaran las dos

partes solidarias. Este disefio permitiria roscar el soporte a la aguja con el indice y el pulgar
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mientras se sujetaba el soporte con los dedos corazén y anular sin necesidad de girar todo el

kit, permitiendo una aplicacion comoda.

Figura 52. Redisefio del soporte de transferencia en dos partes  Figura 53. Soporte roscado sobre la aguja e inicio de la
mejorando |a ergonomia transferencia del implante

Para una transferencia correcta del implante, el soporte se roscaria sobre el terminal trasero
de la aguja seguin lo descrito vy, tras desanclar el tope trasero de la cdnula, se empujaria esta
con el dedo a través del soporte de forma que empujase consigo al implante premontado y
se transfiriese al interior de la aguja. La transferencia continuaria hasta que el tope de la
canula colisionase con la parte trasera del soporte, sintoma de que la punta de la canula ya
habria llegado al final de la aguja y el implante deberia haber salido al espacio tecal y haberse

desplegado. En este punto se desenroscaria de nuevo el soporte y se retiraria.

El nuevo diseio del elemento de transferencia (soporte + cdnula) preveia el uso de un ele-
mento canulado mids flexible que, montado sobre el dispositivo, permitia a su vez llevar
premontado el implante + hilo en su interior de forma que quedase listo para su uso de

forma rapida una vez se requiriese.

Figura 54. Izquierda. Detalle en vision con corte lateral del soporte de transferencia alojando plegados la cénula, el implante y el hilo barbado.
Derecha: canula de transferencia
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El sistema disefado se montaria sobre la parte trasera de la aguja, una vez detectada la
puncion accidental de la duramadre, y se procederia a la transferencia del implante hacia
el interior del saco tecal. Para asegurar que el implante quedase bien colocado, el elemento
canulado disponia de un tope trasero situado a una longitud invariable; de esta manera, el
operador habria de empujar la canula de transferencia hasta notar que el tope impidiese
avanzar mas, sinénimo de que el implante ya estaria en posicion desplegada intratecalmente
y no mas alla de lo estrictamente requerido (evitando asi potenciales dafnos neurologicos
en cordones posteriores medulares). En ese momento, una ligera traccién del hilo haria

que el implante quedase situado sobre la cara interna del complejo meningeo.

El instrumental disefiado poseia una posicién previa de premontado en la que el kit estaria
listo para ser usado, pero el tope del elemento canulado estaba fijado sobre el propio so-
porte de forma que no se pudiera soltar espontineamente. Una vez roscado el soporte sobre
la aguja seria cuando se liberase de forma intencionada por parte del operador para poder
realizar la transferencia deslizando la canula con el dedo sobre el resalte que poseia el so-

porte, haciendo avanzar a la misma hacia el interior de la aguja para hacer la transferencia.

Figura 55. Modelado 3D del kit montado, visién lateral

En el proceso de busqueda de materiales adecuados para la confecciéon de la canula de
transferencia, se descartaron tanto materiales muy blandos que pudieran doblarse (como el
catéter epidural usado hasta la fecha) como materiales demasiado rigidos (como cénulas
metalicas, incapaces de realizar la transferencia hasta el final de la aguja por quedarse atas-

cadas en la curvatura distal de la misma).

Si bien existen catéteres de uso médico con un didmetro exterior adecuado, como el que se

utiliza con la misma aguja durante la aplicacion de la anestesia epidural, dichos tubos suelen
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tener paredes de mayor espesor y no cumplen con el didmetro interior suficiente para que
pase el hilo de sutura. Otros tubos encontrados que cumplian con los dos requisitos dimen-
sionales tenian el inconveniente de no tener suficiente consistencia para empujar al im-

plante y se doblaban facilmente.

La dificultad de encontrar un material adecuado para realizar la validacion del sistema se
incremento por el hecho de que el didmetro exterior del hilo barbado es mayor que el del
hilo monofilar, y, puesto que el tamano de la aguja epidural era fijo, la cidnula necesaria
para la introducciéon del implante debia presentar un espesor de pared menor atn que el
que se habia requerido hasta la fecha. Realizadas pruebas de introducir el hilo barbado V-
Loc 90 por la luz que dejaba el catéter epidural se comprobd que, aunque inicialmente
entraba bien, cuando el tramo de hilo introducido superaba unos centimetros este se que-

daba trabado y no avanzaba.

Los materiales testados y los motivos de su descarte/aceptacion fueron los que se desriben

en el cuadro inferior:

N.o Nombre comercial Resultado validacion

1 (atéter Perifix 20G El didmetro interior es pequefio, el barbado no entra

2 (atéter Arteriofix 22G/80 Longitud insuficiente (80 mm) para cubrir aguja + soporte
3 (atéter Arteriofix 20G/160 El didmetro exterior es grande, no entra en la aguja

4 HHS Hollow tube El didmetro interior es pequefio, el barbado se traba

5 Pebax 7233 El didmetro exterior es grande, no entra en la aguja

6 Pebax 72D No tiene suficiente rigidez, se dobla al empujar

7 HDPE No tiene suficiente rigidez, se dobla al empujar

8 PTFE Material muy endeble, se dobla fécilmente

9 Polyimide Cumple dimensiones y rigidez aparente

Tras la busqueda de proveedores de medical tubing se encontré un tipo de tubos fabricados
en poliimida que daban buen resultado a nivel dimensional y de pushability; ahora bien, la
referencia inicial encontrada colapsaba ante un doblado excesivo, efecto kink, estrangulan-
dose asi la luz de paso del tubo. Tras contactar con el proveedor Nordon Medical, se encon-
tr6 una referencia de tubo comercial (Ref.: 142-0010) que cumplia con todos los requisitos
dimensionales y de funcionalidad al estar fabricado con varias capas de material. Asi, el
material elegido disponia de una malla trenzada interior que permitia el plegado sin colap-
sar, dos capas adyacentes de poliimida que le conferian pushability al tubo, una capa interior
de teflon con bajo coeficiente de friccién para que deslizase el hilo barbado, y una capa

exterior que permitia el pegado del tope.
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Amber (transparent) PTFE-PI/ PI/ BR/ Pl/ PBX72 Medical Tubing, ID 0.02", OD 0.0335", Len 55"
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©0.034" T onos 20.02" 7' go0sr
Outer Layer 2 Outer Layer 1
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Drawing not to scale.

Figura 56. Seccion del tubo elegido para conformar la cénula de transferencia. Extraida de< https://www.nordsonmedical.com>

Se calculé la longitud del tubo adecuada para que, una vez pegado el tope trasero sobre la
canula, supusiera un tope fisico que marcase el final de la transferencia del dispositivo
cuando la punta de la canula asomase ligeramente por la punta curvada de la aguja, sefal
de que el implante ya estaba transferido por completo y quedaba libre para desplegarse en

el interior del canal medular.

La muestra de material que cumplié con los requisitos para ser utilizada como canula

del dispositivo de transferencia tenia las siguientes caracteristicas:
« Material: poliimida, de uso en catéteres y otros dispositivos médicos.

« Didmetro exterior de 0,813 mm: cabia holgadamente en la aguja por la que el caté-

ter de 0,85 mm ya pasaba con facilidad.

« Didmetro interior de 0,66 mm: suficiente para que pasase sin problemas el hilo bar-

bado de didmetro aproximado con espiculas de 0,5 mm.
+ Longitud mayor que 150 mm, que requeria que se cortase para las pruebas.

« Rigidez suficiente para tener capacidad de empuje sin doblarse, definida como pus-
hability.

El origen de las muestras de poliimida se remonto a la participacion del investigador prin-
cipal en un programa de mentoria del Massachusetts Institute of Technology. Uno de los
mentores, el profesor Josh Tolkoff, fue quien remitié las muestras segin especificaciones

pasadas por el IBV.

(. Fabricacion de prototipos funcionales de los componentes implantables. Resultados

La busqueda entre opciones disponibles en el mercado de una ldmina de PLA de espesor
entre 0,2 y 0,3 mm no obtuvo un resultado vélido. Los materiales comerciales encontrados,
o bien tenian un espesor demasiado fino tipo film (0,05 mm) o eran demasiado gruesos

(>1 mm), con lo que esta opcion se descarto.
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Tras varios intentos de ajustar los pardmetros de fabricacién para conseguir una lamina de
espesor de 0,3 mm, el empleo de la tecnologia disponible en el IBV para fabricar una la-
mina de PLA segun lo referenciado en el apartado 6.2.1.3. arrojé resultados suboptimos:
se obtuvieron resultados no del todo satisfactorios pues la lamina presentaba un aspecto
irregular y un espesor de capa no uniforme que podrian condicionar el comportamiento

mecanico del implante posteriormente cortado.

Figura 57. Fabricacién de Iaminas de PLA para prototipado en instalaciones de IBV

En cualquier caso, el resultado obtenido se llevo a la maquina de corte laser para explorar
las posibilidades de corte del material con dicha tecnologia y el resultado obtenido tampoco
fue optimo. A pesar del ajuste controlado de la potencia y velocidad de corte de la maquina,
las muestras obtenidas no presentaron la suficiente calidad como para plantearse su uso en

las pruebas de validacion.
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Figura 58. Pruebas de corte de implantes para prototipado en IBV

Es por ello que el implante a utilizar en las pruebas de validacion se obtuvo como en fases

anteriores del presente trabajo de investigacion: a partir de una ldmina de polipropileno de
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espesor de 0,27 mm recortada por medio de la maquina de corte laser para adaptarla a las

dimensiones requeridas.

No hubo incidencias en el pase del hilo por el ojal del implante. El hilo utilizado de longi-
tud tedrica de 15 cm quedd un tanto corto para cubrir la longitud de la aguja y el dispositivo
de transferencia. El siguiente tamafo segin catilogo, de 230 mm de longitud, probable-

mente hubiera sido mas adecuado para las pruebas posteriores.

La zona de contacto entre el hilo barbado V-Loc 90 y el parche se pudo conformar sin
incidencias: la deformacion térmica generd un tope suficiente para evitar la salida del par-
che por su extremo distal. A pesar de no haber probado la resistencia mecdnica de este
montaje, dio la impresion de que la resistencia del implante a salirse del hilo era al menos
igual, o incluso superior, a la resistencia proporcionada por el nudo usado en fases anterio-

res.

Figura 59. Detalle de la zona de contacto entre hilo barbado y parche tras deformacién térmica
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D. Fabricacion de prototipos del instrumental. Resultados

Todas las piezas separadamente se pudieron confeccionar sin incidencias, quedando refle-

jadas en las imagenes que se adjuntan.

Figura 60. Elementos del kit prototipado

El protocolo de montaje del kit completo para dejarlo listo para las pruebas de

validacion quedo reflejado en los siguientes pasos:

« Pasar el extremo libre de la canula de transferencia por la parte proximal del soporte
de transferencia de forma que la punta de la misma asomase ligeramente por el

extremo distal del soporte.

« Insertar el extremo libre del hilo barbado, preparado ya con el implante, por la
punta de la canula de transferencia. Introducir practicamente todo el hilo a falta de

dejar el extremo distal con el implante libre para que se pudiera manipular.

« Retirar ligeramente la canula insertada en el soporte para dejar paso al montaje del
implante en la punta del soporte de forma que quedase este premontado y listo para

ser transferido cuando se empujase la canula.

« A fin de que la canula no se moviese accidentalmente durante la manipulacion
previa del kit y el implante se saliese de forma prematura, el tope trasero de la cinula
deberia colocarse en el alojamiento habilitado para la ocasion en el soporte de trans-

ferencia.
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El resultado del seguimiento de estos pasos en material no estéril queda expuesto en la

siguiente imagen.

Figura 61. Kit montado y aguja Tuohy
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E. Creacion de una infografia orientativa sobre el funcionamiento del kit. Resultados

El resultado de esta tarea puede verse a continuacion como una secuencia de 6 pasos a

seguir en la aplicacion en posteriores experimentos del kit disefado y ensamblado.

Figura 62. Secuencia de 6 pasos a sequir en la aplicacion en posteriores experimentos del kit disefiado y ensamblado. Nota: Paso 1: deteccion
de la puncién accidental de la duramadre; paso 2: acoplamiento del sistema de sellado sobre la aguja; paso 3: liberacién del tope de la canula
einicio del proceso de transferencia; paso 4: transferencia y desplieque del implante; paso 5: retirada del instrumental; paso 6: posicién final
del implante sobre la cara anterior de la duramadre

4.6.3.2. Resultados de la validacion funcional del sistema de sellado dural

A. Adquisicion y adaptacién de un simulador de puncién epidural. Resultados

Se encontraron cuatro dispositivos comerciales analizando las funcionalidades de los mis-

mos y su idoneidad para el tipo de pruebas que se desea realizar:
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«  Kyoto Kagaku modelo MW3.
« 3B Scientific modelo P61.
. LifeForm LFO1036U.
« Limbs&Things modelo 61001.
Pueden consultarse sus especificaciones técnicas en el Anexo 6.

Descartados algunos modelos por aspectos como el hecho de no permitir el uso de agujas
mayores que 20 Gauge, no poder controlar la presién del liquido que simula el LCR o ser
demasiado complejo requiriendo alimentacion eléctrica y procesos de calibracion periodi-
cos, se opto por adquirir el simulador que cumplié las especificaciones en mayor medida,

el «<maniqui de inyeccion epidural y espinal - Modelo P61» distribuido por 3B Scientific®.

Figura 63. Simulador P61 para punciones epidurales

El funcionamiento normal del simulador consistia basicamente en llenar el circuito de agua
con un exceso de presion controlable y pinchar con la aguja Tuohy a través de la piel y el
bloque de silicona. Al pretender simular una puncién «himeda» o una perforacion acci-

dental de la duramadre se debia atravesar también el tubo espinal ocasionando la
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consecuente salida de liquido del interior de la aguja epidural, sintoma de que su punta

estaria dentro del saco tecal artificial.

Tras adquirir un simulador y comprobar el normal funcionamiento del sistema, se obser-
varon dos circunstancias que invalidaban el uso del simulador a efectos de la validacion

que se pretendia realizar en el estudio de investigacion:

« Si bien se podia simular un cierto nivel de presion de LCR, este no se podia mante-
ner en el tiempo por el hecho de disponer de un sistema de entrada de aire a un
nivel por encima del tubo espinal. Si el proceso de sellado dural se alargaba en el
tiempo, el dispositivo se vaciaba de liquido y por tanto no se podia demostrar la

capacidad de sellado del sistema a validar.

« El tubo espinal se autosellaba cuando se retiraba la aguja. Esto implicaba no poder
validar si el sistema de sellado dural era o no efectivo sobre un sistema que en el

momento en que se retiraba la aguja ya no perdia liquido.

Dadas estas dos circunstancias relevantes, se decidié adaptar el simulador actual para resol-

ver dichos problemas.

Para resolver el problema del tubo que se autosellaba se sustituyo este tubo por otro de
material plastico de mayor consistencia al que se le habia practicado un agujero y sobre el
que se pegaba una membrana sintética que simularia la duramadre. Esta membrana se fijo
por medio de un soporte pléstico fabricado ex profeso que permitia una union estanca del
conjunto y que presentaba una ventana. Esta ventana facilitaba realizar la simulacion de la

puncion dural sin el riesgo de que la membrana se desprendiese del tubo.

Figura 64. proceso de fabricacion de la ventana para acople de membrana sintética destinada a pruebas de puncién en simulador

La membrana sintética a utilizar para la simulacion de la duramadre debia tener un com-

portamiento realista, permitiendo su perforacion con una aguja epidural y presentando una
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pérdida de liquido al retirar la aguja equivalente a la que se daria en una puncién dural
accidental con aguja Tuohy de 18 Gauge. Para poder disponer de un modelo que permi-
tiera realizar la validaciéon en condiciones realistas se habian de cumplir dos premisas: en
primer lugar, que se pudiera mantener de forma constante una presion de LCR (agua, en este
caso), y, por otra parte, que la membrana seleccionada tuviese un comportamiento frente a

la puncion similar a la duramadre.

Para mantener en el tiempo la presion del sistema se decidié alimentar con agua de forma
continua el montaje del tubo adaptado en el simulador de manera que la pérdida de liquido
producida a través de la puncién se viese compensada por un aporte de agua mayor que la
pérdida. Para garantizar que el nivel de presién se mantuviese constante y no se sobrepasase
por el aporte continuo de agua, se efectud un agujero en el tubo a una altura de 18 cm
respecto de la zona de puncién de forma que el agua, una vez alcanzado dicho nivel, salia
por un tubo aliviadero y la presion por tanto se mantenia constante. Dicha altura suponia
una presion de 180 mm de H,O, valor que se encontraba dentro de un rango de presion
del LCR considerado fisioldgico. Segun algunos autores [35] [36], la presién del LCR en
postura de decubito lateral puede variar dentro de un rango de valores de 60-180 mm de
H,O o entre valores de 50-150 mm de H,O.

Figura 65. Detalle del montaje para mantenimiento de presién en la zona de puncién

La otra necesidad a tener en cuenta para garantizar la idoneidad del montaje para ensayos
subsiguientes consistia en asegurar un comportamiento de la membrana sintética similar al
que ofrecia la duramadre en condiciones reales. Para ello, se realizo el montaje anterior y

se procedio a montar en él membranas de diferentes materiales y perforarlas con una aguja
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epidural Tuohy de 18 Gauge a fin de cuantificar la pérdida volumétrica de liquido a presion
constante una vez retirada la aguja. Se probaron distintos materiales como el nitrilo, el
latex, la parafina, silicona de diversos espesores e incluso una lamina de DuraGen®, solu-

cion comercial utilizada en la reparacion de la duramadre, para valorar su idoneidad.

Tras la puncién y retirada de la aguja en los distintos materiales se midi6 el volumen de pér-
dida y se calculé la tasa de fuga en ml/min. El material que tuvo una tasa de pérdida de
volumen mds proxima a valores fisioldgicos obtenidos de bibliografia [37] fue un latex de
espesor de 0,1 mm con una tasa de pérdida aproximada de 5 ml/min, por lo que fue ele-

gido como material a utilizar en las pruebas de validacion.

Una vez controlados los dos aspectos planteados con anterioridad, se disponia de un simu-

lador adaptado listo para realizar las pruebas de validacion pertinentes.

B. Pruebas de validacion de la transferencia y ajustes. Resultados

En la primera prueba, los tres implantes aplicados sobre el montaje tras la puncién dural se
transfirieron bien y tras la retirada del instrumental quedaron aparentemente bien fijados,
pues al tirar del hilo se notaba la tensién del implante sobre la pared dural. Para comprobar
la correcta fijacion se tir6d del hilo hasta su fracaso y se pudo comprobar la estabilidad del
tope del hilo pues el implante sali¢ deformado, pero sin separarse del tope, sintoma de que
la duramadre sintética ofrecid resistencia suficiente para que el implante se deformara y

que el tope aguanto sin romperse.

Durante la prueba se comprobé que la retirada del instrumental era mejor realizarla en dos
pasos, primero desenroscando el soporte de la aguja y quitando soporte y canula deslizando
todo hacia atras de forma suave para no tirar demasiado del hilo que quedaba anclado a la
espalda al sacar la canula, para, posteriormente en un segundo paso, retirar la aguja. Esto
afade un punto de seguridad al proceso, pues si al sacar el soporte y la cidnula se diera el caso
de que saliese también el implante, por no haberse desplegado de forma correcta o por otros
motivos, la aguja no habria perdido la referencia (su punta seguiria quedando intratecal) y

se podria aplicar un segundo kit.

En una segunda prueba realizada en otra sesion los resultados fueron distintos. Tras la pun-
cion dural inicial se procedio a aplicar el kit de sellado, pero la transferencia del implante
no se pudo realizar por problemas de atasco del implante en el paso desde la punta del
soporte al alojamiento de la aguja. Tras tres fallos consecutivos se probo con otra aguja y
también fallo. Al final, de un total de nueve kits probados solo se consiguio la transferencia

en cuatro de ellos.
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Para analizar lo sucedido se reprodujo el proceso de aplicacion en condiciones controladas,
sobre montaje idéntico al empleado en el experimento anterior, sin oveja y con el mismo
equipo médico que tuvo los problemas (con el investigador principal como ejecutor de la
técnica en todos los casos). Se utilizaron kits nuevos fabricados y esterilizados en las mismas
condiciones y otros en los que se alteraron algunas variables de fabricacion y montaje de los
mismos que llevan al limite el dispositivo e intentan forzar el fallo para detectar asi la mayor
cantidad posible de riesgos y buscarles soluciones antes de que apareciesen en una cirugia

in vivo.
Fruto del analisis en detalle de dichas pruebas se detectaron cuatro posibles riesgos de fallo:

Riesgo 1: si durante la aplicacion del kit sobre la aguja la tuerca del soporte no se roscaba
hasta el final, la punta del soporte de transferencia no profundizaba lo suficiente y quedaba
un hueco entre dicha punta y el alojamiento conico de entrada a la aguja donde el implante
podia llegar a desplegarse parcialmente. Si esto sucedia, el implante podria tender a desple-
garse y perder el contacto trasero con la punta de la canula que lo empujaba de forma que
dicha canula empujase desde el centro del implante con este girado, causando asi el atasco

del implante en dicho tramo.

i

Figura 66. Montaje correcto/incorrecto del soporte de transferencia sobre la aguja

Riesgo 2: el kit de sellado dural estaba disefado para una aguja tipo Tuohy de calibre
18 Gauge de la marca B. Braun que se utiliza en muchas intervenciones de puncion epidu-
ral. Si se utilizaba cualquier otra aguja, la longitud, calibre o forma del cono interior no
garantizaban que el kit de sellado dural funcionase, por lo que no se debia utilizar ninguna

aguja distinta a la prevista para la aplicacion del kit.
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Riesgo 3: si durante la fabricacion del kit el tope que se conformaba en la punta del hilo
de estabilizacion se realizaba de un tamafo superior a los 0,8 mm de didmetro, se corria el
riesgo de que no pasase por la luz de la aguja y no se pudiera hacer la transferencia. Este
tamano de 0,8 mm era el mismo que tenia el parche de ancho y era el limite dimensional

para un paso holgado por el interior de la aguja.

s X

Figura 67. Tamafio de tope adecuado (izquierda) y excesivo (derecha)

Riesgo 4: si durante el premontaje del implante en la punta del soporte de transferencia el
tope del hilo coincidia con el implante, el tamano de ambos componentes superaba el
diametro de la luz de paso de la aguja y se corria el riesgo de que se atascasen al intentar
pasar las dos partes a la vez.

Figura 69. Montaje incorrecto
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Tras el andlisis de todos los riesgos detectados y el planteamiento de las soluciones (Tabla
6), se fabrico una nueva serie del kit siguiendo las recomendaciones de fabricacion y mon-

taje planteadas.

Esta nueva tanda de kits de sellado dural se llevo a irradiar segiin el método previamente
validado y se entregd al equipo médico para que realizasen las pruebas in vivo con ovejas.

Este proceso se explica en sucesivos apartados.

Tabla 6. Posibles riesgos de fallo y soluciones propuestas

Riesgo Tipo Solucién
1 Roscado insuficiente del soporte Aplicacion Roscar el soporte hasta el final
2 Uso de aguja inadecuada Concepto Usar solo la aguja prevista
3 Tamano excesivo del tope del hilo Fabricacién Fabricar el tope <0,8 mm de diametro
4 Montaje de hilo e implante solapados Montaje Montar de forma correcta el parche

C. Pruebas de validacion funcional del dispositivo. Resultados

En las cinco intervenciones realizadas se comprob¢é que el proceso de transferencia se com-
pletd de forma correcta y la presion interior no afecto al funcionamiento normal y esperado

del sistema.

Tras cinco repeticiones se pudo comprobar que, si la cAnula no llegaba a introducirse hasta
el final, se corria el riesgo de que el implante no saliese de la aguja. Si esto sucedia (se realizo
a proposito en dos ocasiones), la retirada de la canula daria lugar a una retirada completa

del hilo + implante, derivando en un fallo del sistema debido al incorrecto bloqueo de la

brecha dural.

Una forma de comprobar que el implante estaba bien desplegado era tirar del hilo de sutura
una vez llegados al punto en que la canula habia entrado del todo. De esta forma, si el
implante no se habia desplegado, al tirar del hilo se podia sacar de la aguja en sentido
inverso al de la transferencia y podriamos, una vez comprobado que el sistema habia fallado,
desechar dicho kit de sellado para, sin sacar la aguja de su lugar (con la perforacion dural
canalizada), repetir el proceso con un kit de sellado nuevo. Si al tirar del hilo en el punto
anterior observabamos cierta resistencia y no habia desplazamiento del hilo, podiamos su-
poner que el implante se habia desplegado y estaba haciendo tope con el extremo distal de

la canula, momento en que se podria retirar el instrumental.

En las membranas durales de origen cadavérico humano, se realizaron nuevas pruebas en

las que dichas muestras se montaron en el simulador adaptado segun el procedimiento
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mostrado en 4.6.3.2 y se ensayaron siguiendo el procedimiento anterior. En cuanto al pro-
ceso de transferencia y despliegue del sistema, el resultado fue similar al obtenido con la
membrana sintética. Ahora bien, en cuanto al proceso de puncién y a la resistencia aparente
de penetracion de ambas membranas si se observaron diferencias. La resistencia que ofrecié
la membrana cadavérica a ser penetrada, al menos a nivel cualitativo, fue menor y presento
un recorrido de la aguja hasta conseguir atravesar la membrana sensiblemente mas corto.
Ademais, en el instante ultimo antes de que la aguja perforase la membrana sintética, esta

presentaba un efecto de estiramiento elastico o de «tienda de campafia» (Figura 70) que no

se produjo con la membrana dural ensayada.

Figura 70. Secuencia de fotogramas obtenidos en la grabacién de los ensayos sobre membrana sintética, mostrando la perforacién (con
efecto “tienda de campafia”), insercion de la aguja y posterior salida por su punta del parche. Nota: Se muestran tanto visiones desde arriba
como las obtenidas desde detrds del montaje

D. Pruebas de validacién del efecto de sellado y ajustes. Resultados

Figura 71. Secuencia de retirada de aguja y soporte de transferencia tras puncion sobre membrana sintética
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Los resultados obtenidos de las mediciones de pérdida de liquido en cada una de las fases

se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Resultados obtenidos de las mediciones de pérdida de liquido en cada una de las fases

Prueba/repeticiones Pérdida (ml/min)
Fasel(n=7) 11,36 +9,27
Fasell (n=5) 13,54 + 8,31
Faselll (n=>5) 9,86+ 6,36

Si bien muestran cierta tendencia en el comportamiento del sistema, también muestran

una gran variabilidad y a nivel cuantitativo no son significativos.

Ahora bien, a nivel cualitativo se pudieron apreciar ciertos comportamientos significati-

vos dignos de resenar.

Fase 1. Se comprobd que la forma en que se montaba y se fijaba la membrana sobre el
tubo con el soporte plastico podia afectar al resultado de las pruebas. Se comprobé que, si
la membrana sintética quedaba muy tensa en la direccién longitudinal del tubo, como la
puncion de la aguja producia una apertura en la membrana perpendicular a la direccion
de la tension, esta se abria mas de lo normal provocando pérdidas de volumen mayores. En
cambio, si la membrana se montaba con tension en la direccion paralela a la perforacion,
parecia que el sistema se cerraba y podia llegar a producir pérdidas de liquido de menor
volumen. Siendo conscientes de tal circunstancia, se tom¢ especial cuidado en reproducir
de manera fiel los pasos seguidos para realizar el montaje de cada una de las muestras a

ensayar.

Fase II. Aunque los datos comparativos de pérdida de volumen entre las fases I y II no
fueron significativos, si se observaron ciertas diferencias a nivel cualitativo. La salida de
liquido en la fase I tras la retirada de la aguja se produjo en la mayoria de los casos en forma
de chorro. En cambio, en la fase II, en la que al retirar la aguja el hilo de sutura quedaba
intercalado en la puncién, lasalida de liquido se producia fluyendo longitudinalmente como
un régimen laminar a lo largo del hilo. Ademas, aunque solo sea a nivel cualitativo, parecia
que el volumen de la pérdida pudiera ser mayor por el hecho de quedar el hilo abriendo el

paso.

Una vez realizadas las mediciones, se prob¢ a tirar del hilo de forma manual apreciandose
de forma visual la disposicion del sistema a mitigar la pérdida de liquido. En algunos casos
se consiguié una orientacion del implante que sellaba o reducia la fuga y, en otros, si la

tension era excesiva el implante podia llegar a salirse. Dado que el bloque de silicona no
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estaba colocado y no existia un control adecuado de la tension ejercida sobre el hilo, se

desestim¢ realizar la medicion de la pérdida de volumen en estas condiciones.

Fase I11. A pesar de no disponer para las pruebas iniciales de la canula con las dimensiones
adecuadas que nos permitieran utilizar el hilo barbado, se realizaron las pruebas con el
simulador completo usando hilo de sutura Monosyn 4/0 sujeto a un implante con las di-
mensiones definitivas y empujado por medio de un catéter epidural. En dichas pruebas se
aprecio que, aunque el hilo no era barbado, si que ofrecia cierta resistencia a ser desplazado
una vez insertado en el bloque LOR que simula las estructuras y tejidos interespinosos. En
tales circunstancias se procedié a medir el volumen de pérdida de agua transcurridos dos
minutos. Cabe destacar la dificultad de tener que retirar el bloque de forma rdpida y con-
trolada para parar o desviar la fuga de liquido posterior y no alterar asi el resultado de la
medicion. En los resultados de la prueba, aunque no es concluyente ni significativa, se apre-

ci6 una ligera disminucion de pérdida de liquido.

4.6.3.3. Pruebas de validacion del nuevo sistema de fijacidn posterior. Resultados

En los cuatro casos en los que se realizo la traccion del hilo de sutura barbada, no hubo
ningun sintoma de que el complejo formado por hilo y parche se moviera ni que pudiera
deslizar. En ese momento se procedio a tirar del bloque de silicona desde fuera para com-
probar si la adherencia del barbado al bloque era buena o no. Al realizar dicha maniobra,
el barbado se mantuvo firmemente anclado al bloque, no deslizo y arrastro tras €l al parche,

provocando la rotura de la membrana dural.

4.6.4. Conclusiones

El disefio del parche, si bien no habia cambiado demasiado respecto a disefos anteriores,
siguié demostrando su correcto funcionamiento a pesar de sufrir un ajuste en el tamafo
de su ojal para permitir ser enhebrado con el tipo de sutura barbada que conformaria las
siguientes versiones del kit. El despliegue y apoyo sobre la punta de la aguja de este mismo

parche fue satisfactorio en todos los casos de uso.

No obstante, una eventual correccién de longitud podria ser necesaria en caso de que el
implante rozara con el cono medular o no taponara eficientemente el desgarro de una
membrana dural-aracnoidea en condiciones reales. Para dicho ajuste dimensional se reque-
rirfan pruebas in vivo con modelos en las que estuvieran presentes todas las estructuras ana-

tomicas y sus funcionalidades.

En cuanto al sistema de fijacion posterior, el uso de la sutura barbada supuso un avance en

el estado del proyecto, puesto que demostré su buen comportamiento en términos de
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fijacion a estructuras atravesadas y compatibilidad con el método de avance y despliegue

del parche intratecalmente.

De esta fase de estudio puede concluirse que, si bien el kit no podia requerir futuros ajustes
sobre elementos concretos para garantizar su fabricacion en serie (siendo el caso, por ejem-
plo, del tope mecanico de la canula de introduccion), se encontraba listo para la fabricacion

y testado en modelo animal en pruebas in vivo.

A este respecto y en lo tocante al parche, se concluyé que el eventual material de confeccion
deberia, ademas de cumplir su principal cometido de efecto sellante de la brecha dural,
exhibir un ritmo de degradacion del material reabsorbible mas alto que el del hilo de sutura
elegido. De esta manera se evitaria que la sutura y sobre todo su tope perdiesen el efecto de
fijacion posterior y que el implante migrase indeseablemente para vagar libremente por el
saco tecal. Este se seflalé como un aspecto que el fabricante del sistema deberia decidir
pues, aunque se habia apuntado la opcion del acido polilactico (PLA) como material can-
didato para la fabricacion del parche, existian otros materiales o mezclas de ellos (polica-
prolactona, 4acido polilactico/polglicélico, polidioxanona, etc.) con los que trabajan habi-
tualmente los fabricantes de elementos biorreabsorbibles a la hora de definir, no solamente

el grado de degradacion, sino también sus propiedades mecénicas.

La eleccion de un fabricante que apoyase en el proceso de fabricacion y ensamblaje de los
kits a testar en futuros ensayos —ya en animal vivo— se perfilaba como la siguiente etapa del

proyecto de investigacion.

En cuanto a la validacién global y funcional del sistema desarrollado, ademas de permitir
dar por cumplido el objetivo de conseguir un nivel de simulaciéon mucho m4s avanzado
que en las fases anteriores, demostré que los resultados de desempenio del sistema, al menos
a nivel cualitativo, eran esperanzadores. A fin de validar con mayor rigor el funcionamiento

real del sistema de sellado dural se imponia la necesidad de disefiar ensayos in vivo.

Hemos de resefar que, tras conseguir el material para poder fabricar las cdnulas de transfe-
rencia que permitieran el uso del hilo barbado y dado que se consiguieron ademas las mues-
tras de membrana dural bioldgica referidas con anterioridad, se plantearon nuevas pruebas
de validacion. Para dichas pruebas se reprodujo el montaje de la fase Il anterior, pero esta

vez con la membrana dural bioldgica y con el uso del barbado.

En una primera prueba se realizo la puncion y la transferencia del sistema sin el bloque tra-
sero para poder apreciar de forma visual el comportamiento de los nuevos elementos y se
midio la pérdida de liquido producida por la puncidn con el hilo barbado suelto. En este

caso y probablemente debido a la presion interior, el implante quedé colocado sobre la
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pared interior de la duramadre en la zona de la puncion y la fuga alcanzo una tasa de

4,25 ml/min.

Una vez realizada la primera medicion se probo a tirar del hilo y se pudo comprobar que,
con una ligera tension del hilo, el volumen de la fuga se reducia considerablemente y se

alcanzé una tasa de fuga de apenas 0,5 ml/min, proxima al sellado de la puncion.

Tras las pruebas anteriores y dada la escasez de muestras disponibles se decidié obtener
informacion extra de las muestras probando a tirar del hilo con fuerza para ver la resistencia
a rotura de la membrana. La sensacion fue buena, pues no se rompia facilmente. En este
caso concreto se salio el hilo del implante porque fallaba el tope del barbado antes de que

se rompiese la membrana, quedando el implante en el espesor de la duramadre.

Se realizé un segundo intento de validacion con el montaje completo descrito en la fase 111,
pero debido a la friccion del barbado con el bloque, al intentar acceder a la zona interior
del tubo para recoger el liquido fugado y medirlo, el hilo tiré del implante desgarrando la
membrana y provocando una fuga a chorro que impidio valorar si el volumen perdido se

debi¢ a dicha rotura de membrana o a la puncion anterior.

4.7. Fase7. Ajustes de diseio, eleccion del fabricante y fabricacion de kits
estériles para pruebas in vivo

4.7.1. Objetivos

El objetivo principal fue disponer de un set de al menos 50 kits de cierre de perforaciones

durales: kits completos, montados y esterilizados para las pruebas en animal vivo.

Se persiguio asimismo el objetivo secundario de adaptar el disefio segiin el estado alcanzado

hasta la fecha para facilitar el proceso de fabricacion y ensamblaje.

4.7.2. Material y método

4.7.2.1. Modificaciones del parche implantable. Material y método

Puesto que el implante a fabricar por los métodos que se detallaran en siguientes apartados
debia ser elaborado en material biocompatible y biorreabsorbible, el primer paso para adap-
tar su disefo consistio en contactar con la empresa OSCATech microinyeccion SL. Tras
acordar con la empresa los posibles materiales a utilizar en la inyeccion de las piezas en base

a las necesidades del presente estudio, se planted un andlisis de la forma y tamano del
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parche a fabricar y su idoneidad para reproducir dicha forma en un molde de microinyec-

cion.

El disefio de parche previo consistia en una seccion plana de dimensiones de 3,5 x 0,85 mm
y espesor de 0,25 mm, con un ojal central de 0,3 mm, tal y como se muestra en la Figura

67:

_____{g _____

Figura 72. Disefio y dimensiones del parche inicial

El primer aspecto a mejorar en el disefio del implante consistio en aumentar la seccion re-
sistente en torno al agujero de paso del hilo de sutura para evitar la rotura del implante por
dicho punto, puesto que en pruebas anteriores se pudo comprobar que era el punto mds
débil. La forma de aumentar dicha seccion vino condicionada no solo por las posibilidades
de fabricacion inherentes al proceso de inyeccion, sino también por otros aspectos de la

funcionalidad del dispositivo que se debian tener en cuenta, tales como:

« La forma que podia adoptar el parche dentro de la aguja durante su transferencia

para que deslizase de forma correcta sin atascarse.

« El espacio que debia dejar libre la forma del implante para que el hilo quedase

recogido longitudinalmente.

« La posicion del implante respecto de la cidnula de empuje dentro de la aguja para

garantizar una correcta transferencia y despliegue posterior.
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« La forma y lugar de encaje sobre el implante del tope fisico del que disponia el
extremo distal del hilo para que, una vez desplegado, quedase alojado de la forma

menos invasiva posible dentro del saco tecal.

Figura 73. Detalle del proceso de transferencia y forma preliminar del implante

Teniendo en cuenta dichos aspectos funcionales y de adaptacion al proceso de fabricacion,
el diseno del implante siguid un proceso iterativo hasta llegar a una version definitiva acor-

dada con el fabricante. A continuacion, se describen graficamente las iteraciones llevadas a

cabo para la obtencion del disefio final:

~o

Figura 74. Implante base con una cara plana y otra redondeada por exigencias del molde

e

Figura 75. Implante recrecido por el centro para dar resistencia al entorno del ojal
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Figura 76. Detalle del alojamiento conico en torno al ojal para el encaje del tope del hilo

Figura 77. Rebaje longitudinal sobre el implante para el paso del hilo durante la transferencia

Figura 78. Detalle de interferencia detectada del implante con la aguja durante la transferencia

Figura 79. Versién definitiva con recorte curvado en los extremos para eliminar la interferencia

Las distintas versiones del parche se comprobaron en forma y tamafo para que su disefio
permitiera una fijacion segura del hilo de estabilizacion y una transferencia correcta del

conjunto parche + hilo a través de la aguja y durante el despliegue final, dentro del saco
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tecal. La ultima version con el diametro y la forma exacta del ojal se acabé de concretar de
forma definitiva tras las pruebas de enhebrado y conformado del tope del hilo que se des-

criben en el apartado 4.6.2.1 de este trabajo.

4.7.2.2. Fabricacion, montaje y ensamblado de kits. Material y método

La preparacion de los kits definitivos que se utilizaron en el proyecto incluyo las siguientes

fases:
« Fabricacion del parche de sellado.
« Adaptacion del hilo de estabilizacion.
« Fabricacion del soporte de transferencia.
« Adaptacion de la canula de transferencia.
« Montaje y envasado de los componentes que forman el kit de sellado.

o Esterilizacion.

A. Fabricacion del parche de sellado. Material y método

Para la ejecuciéon de esta fase del estudio se contd con la participacion de OSCATech,
empresa con dilatada experiencia en la fabricacion de piezas por microinyeccion de plasti-

cos para dispositivos médicos.

Dado que el disefio del implante fue consensuado desde el primer momento con el perso-
nal especializado de la empresa, la fabricacién del molde y el proceso de inyeccion fueron

responsabilidad de OSCATech.

Asimismo, se conto con el asesoramiento de OSCATech para la eleccion del material bio-
compatible y biorreabsorbible con que se hubo de inyectar el implante. Como primera
aproximacion se buscaba un material tipo acido polilactico (PLA), dadas sus propiedades
mecanicas y su tasa de degradacion analizadas en el proyecto anterior. Mas fueron la expe-
riencia de OSCATech en este tipo de materiales y el conocimiento de su comportamiento
a la hora de inyectar los que establecieron el material definitivo a utilizar. Los resultados de

la eleccidn y de la inyeccidn de los 50 parches se muestran en el apartado 4.7.3.2.

Tras las pruebas preliminares de inyeccion, se pasé a inyectar las primeras piezas que se

remitieron al IBV para su validacion antes de realizar las siguientes tiradas. Se ejecutaron
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pruebas con tres parches en el banco de pruebas del IBV para determinar si el hilo elegido
—sutura barbada Covidien V-Loc 90— se enhebraba correctamente vy si la transferencia del

complejo hilo + implante era correcta hacia la aguja Tuohy de 18 Gauge.

B. Adaptacidn del hilo de estabilizacién. Material y método

Durante el proceso de disefio se selecciono la referencia concreta de hilo de sutura barbada
que se adaptaba a las necesidades del trabajo de investigacion y se hicieron las primeras prue-
bas de conformado del tope, pues condicionaba la forma del alojamiento del mismo sobre
el ojal del implante. Para la fabricacion del hilo restaba confirmar que el disefio era co-
rrecto, que el proceso de conformado era seguro y repetible y que no comprometia las

propiedades mecanicas ni de degradacion del hilo de sutura.
Los pasos seguidos durante el proceso de fabricacion del hilo fueron los siguientes:

« Cortar el lazo del extremo del hilo y enhebrar el cabo resultante por el agujero del

implante por el lado de su cara plana.

« Una vez enhebrado, separar el implante de la punta del hilo y conformar el tope
sobre dicho extremo acercando una punta de soldador limpia y caliente (400 °C),
asegurandonos de que no habia contacto para no contaminar ni quemar el hilo y

que no se alterasen sus propiedades.
« Dejar enfriar.

« Cortar la aguja del otro extremo quedando el implante listo para montar sobre el

soporte.

Figura 80. Conformado por calor del tope del hilo de estabilizacién
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Figura 81. Prueba de resistencia del tope del hilo de estabilizacién

(. Fabricacion del soporte de transferencia. Material y método

La fabricacion del soporte de transferencia se realizo por métodos de fabricacion aditiva de
altas prestaciones. Para tal fin el IBV disponia de la tecnologia de sinterizado selectivo laser
(EOS Formiga P100), a partir de la cual era factible conseguir componentes en materiales
completamente funcionales (poliamida PA 2200) y biocompatibles (ISO 10993-1:2009).
Esta tecnologia de fabricacion por capas permite fabricar piezas contenidas o encajadas unas
dentro de otras como se requerian en el presente trabajo, siempre que se deje espacio sufi-
ciente para evacuar el polvo del material de fabricacion no polimerizado por el laser. Se
empled el EOS FORMIGA P100 para la adicion de capas que obedecio al input en forma

de plano 3D que se le dio a la maquina.

D. Adaptacion de la cdnula de transferencia. Material y método

La canula de transferencia constaba de dos partes: por un lado, el tubo de uso médico
comercial que se eligio durante el proceso de disefio y, por otro, un tope trasero fabricado
por sinterizado, al igual que el soporte de transferencia. Este tope trasero serviria para man-
tener la canula bloqueada sobre el soporte hasta el momento de su uso y como tope fisico

que indicase el final de la transferencia del implante.

Para la fabricaciéon de las canulas de transferencia destinadas a los procesos de pruebas de

histocompatibilidad y rendimiento in vivo se emplearon:

« Para constituir el cuerpo de la canula, tubos de poliimida de 0,813 mm de didmetro
exterior (ref. 142-0010, Nordon Medical).

« DPara conformar el tope fisico, poliamida PA 2200.

Se corto el tubo a la longitud deseada mas un pequeino margen (total: 150 mm) que permi-

tiese pegar el tope sobre el extremo final evitando que el adhesivo entre en el interior del
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tubo. Para el pegado del tope al tubo se utilizo un adhesivo de cianocrilato, en concreto la
referencia Loctite 4011, de aplicacion para el pegado de instrumentos médicos desechables

y que ademas permite la esterilizacion.

Una vez seco este conglomerado formado por los tubos, el tope y el cianocrilato, se cortaron
a ras dejando una longitud total de 147 mm. Dado que el tope marcaba el final de la trans-
ferencia del implante coincidente con la salida del implante por el final de la aguja, la posi-
cion del tope y la longitud de la cdnula eran clave para que el implante salga lo suficiente
para poder desplegarse, pero no mas de lo debido para que no permitiese un avance exce-
sivo del parche desplegado intratecalmente que pudiera ocasionar un roce en los cordones

posteriores de la médula espinal.

E. Montaje y envasado de los componentes que forman el kit de sellado. Material y método

Se realiz6 el montaje de los distintos componentes, implante y cidnula sobre el soporte de
transferencia, asi como el envasado de los kits se realizé en las condiciones adecuadas para
ser utilizados, previo proceso pertinente de esterilizacion, en los estudios de seguridad bio-
logica y los estudios in vivo. En esta fase del trabajo se fabricaron kits suficientes para poder
llevar a cabo los ensayos de seguridad bioldgica y los estudios de rendimiento in vivo que se
detallan en subsiguientes fases de la memoria. El total de kits necesarios se estimo6 en 50

unidades.

El montaje de los kits consté de los siguientes pasos:

«  Conformado del implante reabsorbible

El montaje del implante formado por la unién del parche con el hilo de estabilizacion a

través de un tope estd descrito con detalle en el apartado 4.5.3.1.

Dado que tanto el hilo como el parche estaban fabricados en materiales reabsorbibles, se
decidié realizar el montaje de este conjunto justo antes del montaje y envasado de los kits
y evitar dejarlos premontados mucho tiempo al aire o en ambientes humedos que pudieran
acelerar el proceso de degradacién natural de los componentes. Por esto y para evitar la
contaminacion del implante con elementos extrafios, el montaje se llevé a cabo con guantes

estériles y bajo el efecto de una campana de extracciéon de gases.
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Figura 82. Mesa de montaje

«  Montaje preliminar de la cdnula

Antes del montaje del implante, se monto la canula sobre el soporte de transferencia ha-

ciendo pasar su extremo libre sobre los agujeros traseros de que disponia el soporte.

Figura 83. Montaje de la canula sobre el soporte
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«  Montaje del hilo barbado en la cdnula

Una vez sobresalia el extremo de la canula por la punta conica del soporte, se introducia el

cabo libre del hilo con el implante en el interior de la cdnula de transferencia practicamente

en su totalidad.

Figura 84. Montaje del hilo en la cénula

«  Montajedelimplantesobre el soporte

Para el montaje del implante se doblo el hilo barbado colocando el parche en posicion lon-
gitudinal para poder introducir ambos en el interior de la punta conica del soporte de trans-
ferencia, donde debian quedar alojados hasta el momento de su utilizacion. Se tuvo precau-
cion de dejar el parche en una posicion adecuada que permitiese el despliegue correcto del

implante tras su salida por la punta de la aguja.

Figura 85. Montaje del implante sobre el soporte

«  Bloqueo de la cdnula sobre el soporte

Tras el montaje del implante restaba colocar la canula alrededor del soporte vy fijar su tope
trasero sobre la pestaiia que posee el soporte de forma que quede bloqueada. De esta ma-
nera, la canula no podria empujar el implante accidentalmente si no se liberaba dicho blo-
queo hasta el momento de aplicacion del kit, cuando se liberaria para realizar la transferen-

cia.
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Figura 86. Blogueo de la cdnula de transferencia

« Empaquetado

Una vez montados los kits se envasaron en bolsas individuales y estas a su vez en bolsas m4s
grandes para garantizar la estanqueidad del envase primario, tanto durante su manipula-

cién en el proceso de esterilizacion como en el transporte hasta su utilizacion prevista.

F. Esterilizacion de los kits. Material y método

Para la esterilizacion de los kits se subcontrataron los servicios de IONISOS Ibérica, em-
presa especializada en la esterilizacion por irradiacion de dispositivos de uso médico. El
tratamiento realizado consistié en la irradiacion por haz de electrones (eBeam) con una

dosis superficial de 25 kGy sobre los envases que contenian los kits.

La forma de comprobar que la dosis irradiada fue suficiente para conseguir un nivel de es-
terilizacion adecuado para no causar reacciones sobre los animales durante las cirugias pre-
vistas fue someter a una muestra representativa, nueve kits completos fabricados y esteriliza-
dos, a unos ensayos de seguridad bioldgica, descritos en siguientes apartados del trabajo

actual.

Por otra parte, ademas de valorar la correcta esterilizacion, se sometié a un pack de dos kits

completos a una prueba de funcionamiento sobre fantoma (como el descrito en el apartado
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4.6.3.2) en la que se verifico si se producia algiin cambio sustancial en la apariencia, facilidad

de manipulacion y rendimiento del kit completo.

Tras la esterilizacidn, los kits destinados a ser empleados en pruebas de histocompatibilidad,

citotoxicidad y rendimiento in vivo fueron vueltos a empaquetar.

4.7.3. Resultados

4.7.3.1. Modificaciones del parche implantable. Resultados

Se muestra en la siguiente figura el resultado del disefio del parche segiin lo expuesto en el
apartado 4.6.2.1.
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Figura 87. Disefio definitivo del implante

4.7.3.2. Fabricacion, montaje y ensamblado de kits. Resultados

A. Fabricacion del parche de sellado. Resultados

El material elegido fue el copolimero Poly (L-lactide-co-D, L-lactide) (PLDLA).
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Se recibieron 50 unidades de parche de sellado dural en el material elegido. A nivel dimen-
sional se comprob¢ que el implante estaba dentro de las tolerancias de fabricacion exigidas
en cuanto a tamano y didmetro del ojal. A nivel funcional se comprobo6 que se podia enhe-
brar el hilo de forma correcta y que, tras montar ambos elementos (parche e hilo) sobre el
soporte, se conseguia una transferencia correcta del soporte a la aguja durante el transito y

a la salida por la punta curvada de la aguja, permitiendo el despliegue del implante a la

salida de la misma.

Figura 88. Primeras muestras del implante. Andlisis dimensional

Figura 89. Anélisis funcional. Pruebas de enhebrado, transferencia y despliegue del implante

B. Adaptacidn del hilo de estabilizacidn. Resultados

Una vez realizado el tope se comprobo que el tamafio del mismo era el adecuado y que el
proceso de conformado por calor no restaba propiedades al hilo. Ante una situacion de
tension sobre el hilo, el tope no debe desprenderse del hilo ni deformarse dejando de cum-

plir su funcion de sujeciéon del implante. Para ello se bloqueo el implante por las alas y se
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tir6 del hilo por medios mecanicos hasta el fracaso del sistema. Se pudo comprobar que el

tope se mantuvo estable y que, ante cargas superiores a las que estd previsto someter al sistema,

antes se deformaba el implante que el tope.

Figura 90. Pruebas de enhebrado, pliegue y conformado del tope realizadas sobre la sutura

(. Fabricacion del soporte de transferencia. Resultados

Se obtuvieron 50 soportes de transferencia fabricados en poliamida PA 2200.

Figura 91. Soporte de transferencia fabricado y montado sobre la aguja

El soporte, como ya se explico en fases previas de este trabajo de investigacion, quedo for-
mado por dos piezas: una base fija y otra movil que actuaria a modo de tuerca. Estaba des-
tinado a permitir que, tras encarar la punta de la base sobre el terminal de la aguja, se girase
la parte movil que al roscar empujaria a la base y realizaria el encaje de los conos de la base
y la aguja. El encaje congruente de estas dos piezas era clave para que la transferencia del

implante desde la base a la aguja se realizase de forma correcta y sin desplegarse.
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D. Adaptacion de la cdnula de transferencia. Resultados

No hubo incidencias durante el proceso de fabricacion del tope trasero, del corte de los
tubos de poliimida, de la fijacion del tope a estos ultimos ni del fraguado del pegamento

de cianocrilato escogido. Se fabricaron 55 unidades de cdnulas de transferencia en total

para posteriores test.

Figura 92. Resultado de la fabricacion de las canulas de transferencia

E. Montaje y envasado de los componentes que forman el kit de sellado. Resultados

Se obtuvieron, siguiendo los pasos descritos en el apartado 4.7.2.2., un total de 50 kits

listos para su utilizacion.

Figura 93. Envasado y etiquetado de los kits

F. Esterilizacion de los kits. Resultados

La irradiacién esterilizante de los kits se produjo sin incidencias. En las pruebas de funcio-
namiento, a nivel mecanico, ni el tope del hilo ni el tope trasero de la canula de transferen-
cia presentaron sintomas de comportamiento diferentes a los mostrados antes del trata-
miento de irradiacion. El implante tras la irradiacion tampoco presentd alteraciones

dimensionales y la transferencia se pudo realizar de forma correcta.
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4.7.4. Conclusiones

Durante la presente fase del trabajo de investigacion no se detectaron problemas relevantes
que pusieran en riesgo la consecucion de los objetivos reflejados en el apartado 4.7.1. La
adaptacion del disefio para facilitar el ensamblaje en momentos en que se necesitaran mds
kits disponibles para test fue sencilla y bebio de los resultados y experiencia ya reflejados en

fases anteriores de este estudio.

Sin embargo, antes de proceder a la implantacion y estudio del rendimiento de los kits de
sellado dural en animales (fase 9 del presente estudio de investigacion), se considerd pre-
ceptivo someter a los componentes del kit a un exhaustivo andlisis de cito e histotoxicidad.
Esto fue decidido asi porque las pruebas de citotoxicidad permiten evaluar la capacidad del
prototipo para interactuar con las células del organismo de manera segura, identificando
cualquier posible toxicidad que pueda surgir como resultado de la exposiciéon celular di-
recta. Este aspecto fue considerado crucial para garantizar que el dispositivo no causase
dafio celular o inflamacion en el sitio de implantacion. Estas pruebas son un paso funda-
mental en la evaluacion de la seguridad y eficacia de un prototipo antes de su aplicacién en
estudios con animales, garantizando tanto la proteccion de los sujetos de prueba como la

integridad de los resultados de la investigacion.

4.8. Fase 8. Pruebas de citotoxicidad

4.8.1. Objetivos

Asegurar que ni los materiales ni los procesos de fabricacion y manipulacion utilizados para
la fabricacion de los kits dieran lugar a una reaccién aguda en el tejido hospedador durante

la siguiente fase de experimentacion animal.

4.8.2. Material y métodos

Se llevaron a cabo dos estudios:

« Estudio de citotoxicidad por extraccion segiin ISO 10993-5:2009. Esta norma des-
cribe los métodos de ensayo que permiten evaluar la citotoxicidad in witro de pro-
ductos sanitarios mediante la incubacién de células de cultivo, directamente o por
difusién. Asi se determina la respuesta biologica de las células de mamifero in vitro,

utilizando pardmetros bioldgicos adecuados.

« Estudio de toxicidad sistémica aguda en dos extractos segun ISO 10993-11:2017. La

toxicidad sistémica es un efecto adverso potencial de la utilizacion de productos
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sanitarios. Los efectos generalizados, asi como los efectos sobre érganos y sistemas
de 6rganos, se pueden deber a la absorcion, distribucion y metabolismo de los lixi-
viados del producto o de sus materiales en partes del cuerpo con las que no estin
en contacto directo. Esta norma aborda la evaluacion de la toxicidad sistémica gene-
ralizada, no la toxicidad de ninguin érgano o sistema de un ¢rgano diana especifico,
aunque estos efectos pueden ser debidos a la absorcion y distribucion sistémica de

agentes toxicos.

Estos estudios se realizaron sobre nueve kits completos debidamente empaquetados y este-
rilizados tal y como se describio en la fase anterior del presente trabajo de investigacion. Se
eligio el modelo de raton para esta prueba debido a la recomendacion de la ISO 10993-11,

edicion presente al inicio de los experimentos.

Antes de ser utilizados en este estudio, los animales fueron mantenidos en cuarentena du-
rante cinco dias. Durante este periodo, fueron observados diariamente por un veterinario.
Al final de la semana de cuarentena, los animales fueron examinados cuidadosamente para
evaluar su idoneidad para el estudio. Los animales usados para esta investigacion fueron
seleccionados al azar de entre aquellos que eran adecuados y estaban disponibles en ese
momento. Los animales fueron alojados de acuerdo con el procedimiento interno en una
habitacién iluminada con [amparas fluorescentes durante doce horas al dia. La temperatura
ambiente y la humedad se regulaban mediante un sistema de climatizacion y se monitorea-
ban continuamente, con registros de las condiciones de alojamiento conservados en los
archivos de Eurofins Biolab Srl. Ademads, las jaulas y la habitacion de alojamiento se lim-
piaban antes de acomodar a los animales y se desinfectaban periddicamente. En cuanto a
la alimentacion, los animales se alimentaron con una dieta completa de pellets estandar
suministrada por el criador autorizado. El suministro de agua se realizaba con agua filtrada
del grifo de la red local, suministrada de manera ad libitum a través de un sistema de abas-

tecimiento de agua automatico.

Para realizar la prueba de citotoxicidad in vitro, se detalla en el Anexo 5 la metodologia
empleada. En dicho anexo también se especifican detalles de la metodologia referentes a

las condiciones y normas seguidas en lo tocante a bienestar animal durante los ensayos.

Para realizar la prueba de toxicidad sistémica, de acuerdo con la norma ISO 10993-12, se
prepararon dos extractos de la muestra de prueba, uno en un vehiculo no polar, aceite de
semilla de algoddn, y otro en un vehiculo polar, solucion de cloruro de sodio (0,9 %), su-
mergiendo el dispositivo en el solvente correspondiente para alcanzar una relacion superfi-
cie/volumen de 6 cm?/ml, e incubando a una temperatura de (50 # 2) °C durante un pe-

riodo de (72 + 2) horas en condiciones dindmicas (agitador orbital).
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Se inyectaron intravenosamente 50 ml/kg del extracto de la muestra de prueba en solucion
de cloruro de sodio a un grupo de cinco ratones (grupo tratado), y se inyectaron intraperi-
tonealmente 50 ml/kg del extracto de la muestra de prueba en aceite de semilla de algodon
a otro grupo de cinco ratones (grupo tratado). La solucion de cloruro de sodio y el aceite
de semilla de algoddn se inyectaron de la misma manera en otros dos grupos utilizados

como control. La velocidad de inyeccion no supero los 2 ml/min.

Los animales fueron observados inmediatamente después de la inyeccion y luego a las 4,
24, 48 y 72 horas. Se registraron signos clinicos, efectos sistémicos y mortalidad (si la hu-
biera). El peso corporal se midio justo antes de las inyecciones, y luego a las 24, 48 y 72

horas después de las inyecciones.

Se registraron eventuales signos clinicos (hora de inicio, grado y duracion) y/o eventuales
mortalidades para cada animal. Los animales fueron observados en busca de los siguientes
efectos sistémicos: temblores, erizamiento del pelo, diarrea, dolor abdominal, sialorrea, es-
tado de depresion del sensorio, estado de excitacion, polipnea, hipopnea, taquicardia, cia-
nosis, ataxia, convulsiones, sangrado nasal. También se registraron otros signos clinicos

descritos en la norma ISO 10993-11, anexo C (si estaban presentes).

De cara a una posterior interpretacion de resultados, se definio que las condiciones de
prueba se cumplian si ninguno de los animales tratados con el extracto de la muestra mos-
traba una reactividad bioldgica significativamente mayor que el grupo de control. Si alguno
de los animales tratados con la muestra mostrase signos leves de reactividad biologica y no
mas de un animal presentase sintomas graves de reactividad biolégica o muriese, la prueba
deberia repetirse utilizando grupos de diez ratones. Las condiciones de la prueba repetida
se cumplirian si durante el periodo de observacion ninguno de los animales tratados con
el extracto de la muestra mostrara una reactividad biolégica mayor que los animales trata-
dos con el control. Si dos o mas ratones muriesen, si dos 0 mds ratones mostrasen sintomas
anormales como convulsiones o debilidad, o si la pérdida de peso fuera mayor al 10 % en

tres 0 mas animales, los kits de prueba no cumplirian con los requisitos de la prueba.

4.8.3. Resultados

No se observaron signos ni sintomas de toxicidad en ninguno de los animales de experi-
mentacion durante el tiempo de ensayo. Tampoco se observd mortalidad en ninguno de
los animales durante el tiempo de ensayo. Los incrementos en peso en los animales tratados
durante la duracién del ensayo estuvieron dentro del rango de normalidad de acuerdo a su

especie y sexo.
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Con el fin de no convertir en un reporte excesivamente técnico este apartado, los resultados

de la prueba de toxicidad in vitro se muestran en el Anexo 5.

4.8.4. Conclusiones

Sobre la base de los resultados, interpretados de acuerdo con la norma ISO 10993-11:2017,
se pudo afirmar que los kits de sellado dural disenados y ensamblados no causaban sinto-
mas téxicos y cumplieron con los requisitos de la prueba, segun los criterios de aceptacion

establecidos en las correspondientes normas ISO antes mencionadas.

Se dio por vélida la premisa de que podian ser empleados en subsiguientes fases de experi-
mentacion que incluyeran el uso de animales mamiferos vivos sin comprometer la validez
de los resultados o poner en peligro el devenir de los ensayos por una posible reaccion

citotdxica aguda.

4.9. Fase9.Validacion invivo

4.9.1. Objetivos

El objetivo de esta fase del trabajo de investigacién fue evaluar la capacidad que el kit de
sellado de perforaciones durales tenia de detener la fuga de LCR generada intencionada-

mente en ovejas.

4.9.2. Material y método

Esta fase del trabajo fue aprobada por la Direccién General de Ganaderia de la Generalitat
Valenciana (Espafia; codigo 2018/VSC/PEA/0188 tipo 2) después de la recomendacion
del Comité de Etica para Experimentaciéon Animal de la Universidad CEU-Cardenal He-

rrera (Valencia, Espafa).

49.2.1. Puncion dural intencional

46 ovejas adultas (Owis orientalis aries) de ambos sexos fueron asignadas al azar a uno de dos
grupos: los animales del grupo 1 (n = 23) recibieron una puncion lumbar pero no fueron
tratados con el dispositivo de sellado y actuaron como controles, mientras que aquellos en
el grupo 2 (n = 23; el grupo de estudio) recibieron una puncion lumbar y fueron tratados
con el dispositivo de sellado a través de la aguja epidural Tuohy. La asignacién de grupos
fue aleatorizada mediante cédigos extraidos de un sobre sellado. Los sobres se abrieron
inmediatamente antes de comenzar el procedimiento para revelar la aleatorizacion de cada

animal.



172 // Kit de sellado répido de perforaciones durales (patente P201730626). Validacién experimental

4.9.2.2. Protocolo clinico

Después de cateterizar la vena cefdlica anterior y sedar a los animales con dexmedetomidina
intravenosa (10 pg/kg), el sitio de puncion se prepard afeitando el drea lumbar y luego
desinfectindola con clorhexidina alcoholica. La anestesia general se indujo con propofol
intravenoso (3 mg/kg) y se mantuvo con administracion endotraqueal de sevoflurano su-
ministrado a través de ventilacion mecanica en circuito cerrado con mezcla de aire y oxi-
geno al 50 % FiO,. Se aplicaron monitores de rutina y los animales se mantuvieron nor-
motérmicos, normocapnicos, normoxicos y hemodinamicamente estables durante todo el

experimento.

Después de colocar al animal en posicion esternal, se realizé una punciéon lumbar en la
linea media en el espacio transicional lumbosacro (L6-S1) con una aguja epidural Tuohy

de calibre 18 Gauge (Perican®, B. Braun, Melsungen, Alemania).

En un estudio preliminar se evaluaron diferentes opciones en cinco cadaveres frescos de
ovejas para obtener el espacio intervertebral ¢ptimo para realizar la puncién, teniendo en
cuenta la facil identificacion y angulacion comparable a la utilizada en seres humanos. El
liquido cefalorraquideo se observd de manera consistente en el buje de la aguja en cada

espécimen cuando se realizd una puncién a nivel L6-S1.

La aguja se paso6 a través de los ligamentos amarillos y se avanzé hasta que aparecio el li-
quido cefalorraquideo. En este punto, se inyectaron 0,4 ml/kg de contraste radiopaco de

ioversol (Optiray 320, Guerbet, Villepinte, Francia) a través de la aguja.

Después de detectar la fuga de liquido cefalorraquideo y de inyectar el contraste, insertamos
el sistema de sellado en los animales del grupo de estudio (grupo 2) de acuerdo con el
método descrito a continuacion, y luego se retiré la aguja Tuohy. En el grupo de control,
después de la inyeccion de contraste, esperamos un total de dos segundos antes de retirar
la aguja Tuohy. Dos segundos fue el tiempo promedio necesario para insertar el kit de
sellado en la parte proximal de la aguja Tuohy, calculado en varias series de implantacion

del kit en modelos sintéticos.
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Figura 94. Implante desplegado después de que la canula flexometalica se haya avanzado a través de la aguja Tuohy para desplazar el parche
plegadoy el hilo dentado hacia el espacio subaracnoideo. Nota: a: el extremo terminal del hilo dentado ha sido modificado para que sea mds
ancho en didmetro que el orificio en el parche para anclarlo al parche; b: el primer milimetro del hilo carece de puas; ¢: implante; d: canula
posicionada en la punta de la aguja Tuohy.

A. Técnica utilizada para colocar el dispositivo

Después de inyectar el medio de contraste, el extremo proximal del soporte de transferencia

se conectd mediante una conexion universal Luer Lock a la aguja Tuohy (Figura 28).

El aplicador contenia el parche de sellado dural plegado y el hilo dentado dentro del canal
cerca de su punta. Luego se avanzo la cdnula flexometalica a través del aplicador. La canula
empujo el implante plegado y el hilo dentado a través del orificio interno de la aguja Tuohy
hasta que el implante paso por la punta de la aguja hacia el espacio subaracnoideo, soste-
nido por el hilo, donde se desplegé. Este paso coincidié con la insercion completa de la
canula flexometalica, que se detuvo en el cubo de la aguja. En todos los casos se debia
asegurar un avance completo de la cdnula flexometdlica hasta que se detuviera por el cho-
que de un tope incluido en el aplicador. Esta parada evitaba que la canula flexometélica
entrase en el espacio subaracnoideo. La canula flexometélica era un tubo hueco que aco-
modaba toda la longitud del hilo unidireccional dentado. El hilo dentado quedaba libre
dentro de la canula, y el diametro interno de la cAnula permitia que las puas del hilo estu-

vieran libres para que pudieran moverse cuando se retirase la canula.
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Figura 95. Ensayos in vivo en oveja anestesiada en las instalaciones del Hospital Veterinario CEU-Cardenal Herrera

El implante aplicado tenia una forma rectangular con un orificio en su centro segun lo ya
expuesto en anteriores fases del trabajo. El hilo dentado y el implante no estaban unidos,
eran dos piezas independientes. El primer milimetro del hilo no tenia puas, y su extremo
estaba dentado de tal manera que tenia un didmetro mayor que el hilo, de modo que no
pudiera deslizarse a través del orificio del parche. Cuando el complejo hilo + parche se
cargaba en la aguja Tuohy, las puas se posicionaban de manera que, después de desplegarse,

la traccion aplicada al hilo fijase el implante a la superficie interna de la aracnoides.

Después de avanzar el parche dentro del saco dural, se retiraron la guia flexometdlica, el
aplicador y la aguja epidural (en ese orden), dejando el parche en el interior del saco dural.
Cuando se retird la aguja, el hilo se encontraba en el mismo lugar que ocupaba original-
mente la aguja. Por esta razon, la traccion hacia fuera de la sutura de hilo dentada aseguraba

que el implante permaneceria en su lugar en el sitio de la puncion dural.

Se aplico una ligera tension a la porcion del hilo que sobresalia a través de la piel para forzar
que el parche se ajustara firmemente contra la capa aracnoidea (superficie interna del saco

dural). Luego se corté en la piel y se replegé en el tejido subcutdneo para evitar infecciones.
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B. Estudio de tomografia axial computarizada (TAC)

Después de la puncion dural en ambos grupos y la colocacion del implante en el grupo de
estudio, realizamos escaneos helicoidales de TAC con 16 cortes (Brivo CT385, GE Hang
wei Medical Systems Co., Ltd., Beijing, China) con cortes longitudinales y transversales y
un area de escaneo que iba desde los segmentos toracicos hasta la region coccigea. El grosor
de los cortes de TAC se establecio en 10 mm. Después de la técnica de parche, la imagen
de TAC y la verificacion del escaneo por un radidlogo veterinario, se sacrificaron los ani-

males de estudio.

C. Anélisis de imégenes de TAC

Las imagenes obtenidas de los escaneos de TAC en formato de imagen y comunicacién
digital se utilizaron para analizar la fuga de liquido cefalorraquideo en el 4rea de puncion
con el software Mimics® Research (version 17.0, Materialize, Bélgica) mediante el siguiente

procedimiento (Figura 96):

1. Segmentacién del liquido de contraste: la segmentacion (division de la imagen di-
gital en multiples segmentos) se utilizd para simplificar una imagen compleja en
algo mas facil de analizar. La segmentacion del contraste radiopaco nos dio una

imagen clara de la masa total de liquido.

2. Segmentacion del hueso: el mismo proceso se llevo a cabo en las imagenes de las

estructuras oseas.

3. Definicion de la region de interés (ROI, del inglés region of interest): para definir la
ROI, se ubicaron las vértebras L6 y S1, se midio la altura de la vértebra L6 y se
extendi6 la ROI hasta S1, un nivel equivalente a la mitad de la altura de L6, inclu-

yendo el espacio subaracnoideo y epidural y el canal foraminal.

4. Segmentacion del liquido de contraste en la ROI (cantidad de liquido total encon-
trado dentro de la ROI): este proceso nos dio una vision clara de la cantidad total

de contraste radiopaco asignado en la ROL

5. Dentro de la ROI, seleccién y cuantificacion del fluido de contraste identificado en

el area epidural (es decir, el volumen de liquido encontrado fuera del saco dural).

6. Calculo de la proporcion de fluido de contraste encontrado en el area epidural con
respecto a la cantidad total de liquido encontrado en la ROI expresado como un

porcentaje, de la siguiente manera:

Volumen epidural / Volumen ROI (%) = (Volumen de contraste epidural) / (Volumen de contraste ROI) x 100
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Figura 96. Analisis del procedimiento utilizado. Nota: (1A): reconstruccion en 3D de todo el liquido de contraste visto en el estudio de TC
(vista anteroposterior); (1B): reconstruccion en 3D de los elementos dseos en la region lumbosacra (vista anteroposterior); (2A) y (2B):
delimitacion de la region de interés (ROI) (vista sagital); (3A) y (3B): identificacion del liquido de contraste en la ROI en color azul claro
mostrando la vista sagital y la reconstruccién en 3D en vista anteroposterior, respectivamente; (4A) y (4B): dentro de la RO, seleccién y
cuantificacién del contraste en el drea epidural en amarillo. (4A) muestra una seccién transversal de TCy el contraste epidural estd marcado
en amarillo. Material suplementario en linea y (4B) muestran una seccién transversal axial y una vista anteroposterior de la reconstruccion
en 3D del contraste epidural en la ROI, también marcado en amarillo, respectivamente. El color en la superficie de las imagenes fue
modificado utilizando Adobe Photoshop (Adobe, San José, California, Estados Unidos). La textura se mantuvo y se agregd color para facilitar
la comprension de las imdgenes
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D. Andlisis estadistico

Este fue un estudio aleatorizado y a ciegas en el que los datos de los animales de cada grupo
fueron codificados. La persona que evaluo las imagenes de TAC y midio las variables no
sabia a qué grupo pertenecia cada animal. Los codigos asignados a los animales se expusie-

ron solo después de que se completara el andlisis estadistico.

El estudio estadistico se realizé utilizando el software estadistico R (version 6.3.4). El tamafio
del efecto se calculo con la funcion pwr.t2n.test del paquete pwr9 para grupos de diferentes
tamafios de muestra (nl = 20; n2 = 23). El error alfa se establecié en 0,05, el error beta fue
0,8 y se considerd la hipotesis alternativa «mayor que». Se obtuvo un tamano de efecto de
0,77. La normalidad del peso y la edad de los animales se verific con una prueba de Sha-
piro-Wilk utilizando la funcién Shapiro test del paquete stats de R.8. Finalmente, se realizo
una prueba robusta para comparar estos dos grupos independientes utilizando la funcion
medpb2 cut medians del paquete WRS2.10. Consideramos que las diferencias estadisticas
estaban definidas como P < 0,05. Los datos se presentan numéricamente como las media-
nas (minimo a méaximo) y graficamente como las medianas, rangos intercuartiles y minimos

y maximos.

E. Microscopia electrdnica de barrido

El implante, el hilo dentado y ambos montados se estudiaron mediante microscopia elec-

tronica de barrido.

49.3. Resultados

La técnica de colocacion del implante se realizo sin dificultades y en menos de 30 segundos
en todos los casos, excepto en dos instancias en las que tuvimos que reiniciar la colocacion
porque el implante quedé atascado dentro de la aguja Tuohy. Este problema ocurrié por-
que el parche no estaba correctamente plegado dentro del elemento de transferencia. Los
parches fueron reemplazados y los procedimientos se realizaron sin incidentes adicionales.
Siguiendo el consejo del radiologo, excluimos tres casos del analisis estadistico debido a la
baja calidad de las imdgenes de TAC. Estos tres animales pertenecian al grupo 1, que no
recibio un implante. El peso medio (+ desviacion estandar) de todos los animales fue de
42 + 11 kg y su edad media fue de 3,0 £ 0,5 anos.

El volumen de contraste epidural fue menor en el grupo de estudio en comparacion con el
grupo de control (1,4 vs. 1,0 ml, P = 0,008, respectivamente). La mediana de la relacion
EPIDURAL/ROI fue menor en el grupo de estudio (grupo de estudio = 29; grupo de con-
trol = 46; P = 0,013; IC del 95 % [-27, -3,5]); en términos relativos, se detectd un 37 %

menos de material de contraste fuera del espacio epidural en el grupo de estudio.
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Los valores de ROI no fueron diferentes entre los dos grupos (3,4 vs. 3,2 ml, P = 0,44). No
hubo diferencia estadistica entre los volumenes totales de liquido cefalorraquideo encon-
trados en el mismo nivel del saco dural, representado por la suma del liquido cefalorraqui-
deo encontrado dentro del espacio subaracnoideo mas el espacio epidural y los canales

foraminales.

Estos resultados se presentan en la Tabla 8 y la Figura 96.

Figura 97. Vista transversal de la TC. Nota: Secuencia de imdgenes de la tomografia computarizada, como ejemplo de cuatro cortes
consecutivos (de craneal a caudal) en los que se segmentaron los contrastes epidural e intratecal. Sequimos el principio de la continuidad de
las estructuras para segmentar el fluido de contraste en el drea epidural (el azul corresponde al medio de contraste dentro del espacio
subaracnoideo y el amarillo representa el espacio epidural lleno de grasa epidural). Los colores en la superficie de las imégenes fueron
modificados utilizando Adobe Photoshop (Adobe, San José, California, Estados Unidos). Se mantuvo la textura y se afiadid color para facilitar
la comprension de las imdgenes
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Tabla 8. Comparativa de fugas epidurales en funcién del tratamiento asignado*

Variable Gr sin implante Gr conimplante Valor Pt 95%d
Tamafio de la muestra, n 23 23

EE'{%’RAL’ mediana (1ango) 14(0432) 10(02-1,9) 0,01 -1,02a-002
ROI, mediana (rango) en ml 3,4(1,7-4,7) 3,2(2,0-4,8) 0,44 —0,97a0,37
EPIDURAL/ROI en porcentaje 46(18-84) 29(10-69) 0,01 —27,0a-3,5

Nota: EPIDURAL: el volumen de liquido de contraste (en mililitros) encontrado en el drea epidural; ROI: el volumen total de liquido de contraste (en mililitros)
encontrado en la region de interés, medido en las vértebras L6 y S1, incluyendo el liquido contenido en el espacio subaracnoideo, espacio epidural y canal
foraminal; EPIDURAL/ROI: el porcentaje de liquido de contraste encontrado en el drea epidural en relacién con la cantidad total de liquido encontrado en la
ROI. Un porcentaje mds alto implica que proporcionalmente mds contraste ha filtrado hacia el espacio epidural.

* Medianas, minimos y méximos, valores de p y Cls del 95 % de las variables estudiadas.
1 Los valores de p comparan grupos con y sin implante.
1 Prueba medpb? utilizada para comparar medianas de dos muestras independientes utilizando un método de bootstrap de percentiles.

EPIDURAL: el volumen total de contraste y los volimenes en el espacio epidural; ROI: regién de interés.

Las muestras, una vez sacrificados los animales, se analizaron durante la diseccion y poste-
riormente cuando se realizé el estudio microscopico. No se encontraron hemorragias sub-

durales o intratecales traumaticas.

49.4. Conclusiones

Tras todas las fases de desarrollo mostradas en el presente trabajo de investigacion, en la
fase 9 hemos introducido un dispositivo pequeno, reabsorbible y biocompatible que reduce
eficazmente el flujo a través de orificios de puncion iatrogénicos realizados por una aguja
Tuohy de 18 Gauge en la duramadre de ovejas. Entre sus posibles ventajas se encuentra la
inmediatez de la solucién, es decir, su aplicacion en el momento en que se detecta la pun-
cion dural accidental, asi como la simplicidad de su disefo. Este modelo animal representa
un primer paso hacia la validacion de este nuevo método y los elementos utilizados en €l,
con miras a una posible futura evaluacion mediante cohortes a través de ensayos clinicos
controlados aleatorios en humanos, y tal vez mediante modificaciones en el tamafio o el
diseno del dispositivo para otros escenarios clinicos futuros que aun no se han identificado

y que puedan surgir debido a perforaciones en otras membranas.
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La cefalea pospuncion dural es una complicacion reconocida. En el campo de la analgesia
epidural y probablemente motivada por el didmetro externo de la aguja habitualmente em-
pleada, la rotura accidental de la capa formada por la duramadre y la lamina aracnoidea
tiene altas probabilidades [38] de suponer la aparicion del cuadro de CPPD al cabo de horas

o dias.

Esta patologia sigue despertando el interés de la comunidad cientifica, que plantea dudas
sobre el origen fisiopatoldgico del problema clinico, pero, sobre todo, se ve incapaz de abo-
gar por el uso rutinario de un tratamiento especifico del cuadro, sea terapéutico o profilac-
tico. Prueba de ello es la permanente aparicion de nuevas propuestas terapéuticas en la

literatura cientifica.

La necesidad de encontrar mejores soluciones al problema clinico se acentuia por la tenden-
cia alcista [39] del uso de la técnica epidural. Esto es asi por tres principales motivos. En
primer lugar, por haberse consolidado como la técnica analgésica de referencia en el manejo
del trabajo de parto. En segundo término, porque sigue teniendo un papel en la consecu-
cion de analgesia perioperatoria en otro tipo de actos médico-quirtrgicos (cirugia abdomi-
nal, cirugia ortopédica o traumatologica, vascular y tordcica, entre otras). Por ultimo, por
la creciente incidencia de cuadros de dolor subagudo o cronico que requieren el uso de
técnicas intervencionistas, entre las cuales el abordaje epidural cumple un papel relevante

en el manejo de cervicobraquialgias y lumbociatalgias.

Sea como fuere, una técnica que intente la canalizacién del espacio epidural y que acabe
por un fallo procedimental en la rotura de la duramadre y la [amina aracnoides promovera

la salida de LCR a su través en casi la totalidad de los casos.

El LCR se produce principalmente en los plexos coroideos a un ritmo de aproximadamente
0,35 ml/min, lo que equivale a alrededor de 500 ml por dia. La mayor parte de este LCR
se reabsorbe en el sistema venoso a través de las vellosidades aracnoideas en la superficie
cerebral, hasta a un ritmo de 1,5 ml/min ante aumentos bruscos de la presion intracraneal
(las vesiculas aracnoideas se abren entre presiones de 100 a 300 mm H,O aproximada-
mente). Se estima que el volumen total de LCR en el cuerpo es de alrededor de 250 ml
[40], con aproximadamente un 30 % de este volumen fuera del craneo; en algunos estudios
se reportan volimenes craneales (intra y extraventricular) de entre 175y 185 ml, y voltime-
nes espinales de entre 75y 85 ml [40] [41] [42] [43]. En posicidon de decubito, las presiones
intracraneal y lumbar se igualan y suelen oscilar entre 6 y 18 cm de agua. Sin embargo, en
posicién vertical, estas presiones divergen, con la presion intracraneal volviéndose negativa
y la presién lumbar alcanzando valores de 40-50 cm de agua, algo mayores en el caso de

algunas pacientes embarazadas.
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Siguiendo la teoria de Monro-Kellie [44], se establece una relacion inversa entre el volumen
del liquido cefalorraquideo y el volumen de sangre intracraneal, como se evidencia en la
vasodilatacion que ocurre en situaciones de deplecion de LCR [45] [46]. La CPPD se ori-
gina debido a una disminucién de la presion en el LCR al fluir a través del orificio que se

forma cuando la aguja epidural atraviesa accidentalmente la duramadre.

De acuerdo con Klunkle y Woolf [47], la presién intracraneal disminuye con la pérdida de
tan solo 15 ml de LCR. Sin embargo, la relacion entre la presion de apertura del LCR y la
aparicion del cuadro de CPPD es incierta; algunos pacientes no experimentan cefalea a
pesar de perder una cantidad significativa de LCR, mientras que otros desarrollan cefaleas

intensas con pérdidas pequenias de LCR [43].

En la mayoria de los entornos clinicos, y segiin la Sociedad Americana de Anestesiologia
[48], el manejo conservador en forma de terapia de apoyo incluye reposo en cama, rehidra-
tacion, fajas abdominales, cafeina oral y analgésicos (antiinflamatorios no esteroides, aspi-

rina, paracetamol y opioides orales como la oxicodona) durante las primeras 24-48 horas.

En casos resistentes a este abordaje conservador puede requerirse una terapia de segunda
linea. Dentro del arsenal terapéutico contra la CPPD existen multitud de intervenciones,
farmacologicas (como el uso de metilxantinas orales, de lo que se hablard mas adelante) y
técnicas. En relacion a estas ultimas, una de las opciones técnicas que parece demostrar
efectividad en el tratamiento de casos de CPPD que no responden a manejo conservador

es el bloqueo ecoguiado bilateral del nervio occipital mayor [49].

La administracion de sustancias en el espacio epidural podria, en teoria, restablecer la pre-
sion intracraneal y aliviar la cefalea al cerrar el orificio dural y al afectar la presion subarac-
noidea. En un modelo animal, Kroin et al. [50] demostraron que soluciones salinas fisiolo-
gicas o coloides tienen un efecto mas leve y temporal en comparacion con la aplicacion de
sangre autdloga en el lugar de perforacion dural. Ademas, este efecto es ain menor cuando
se administran alejadas del lugar de puncion o en animales previamente sometidos a lami-

nectomia.

En cuanto al parche epidural con sangre autéloga, conocido como parche hematico (PH),
los estudios indican que su eficacia varia entre el 61 % y el 75 %, con una tasa de fallos
aproximada del 40 % [51]. Especificamente en pacientes obstétricas, el porcentaje de fallos
en la terapia para lograr un alivio completo del dolor puede ser del 65-75 %, lo que resulta
en una cefalea residual en estos casos. Ademds, se ha observado que la tasa de recaidas

después de un resultado exitoso puede alcanzar el 71 % en algunas series [52].

La realizacion de un PH, en todo caso, no ha demostrado ser inocua. No es despreciable el

riesgo de puncién dural accidental repetida en el contexto de intento de aplicacion de PH,
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esto es, un nuevo fallo procedimental que puede condenar al paciente a sufrir un cuadro
agravado y rebelde de CPPD [53]. Ademas de este riesgo, un estudio comparativo reciente
entre pacientes que recibieron (n = 647) PH tras una puncién dural accidental y pacientes
que no lo recibieron (n = 354) report6 una incidencia mayor de necesidad de analgésicos,
dolor de cabeza y dolor lumbar a los tres meses de seguimiento en pacientes sometidos a la
realizacion de PH [54].

Si bien se han empleado en casos aislados sistemas adhesivos de fibrina (testados en otros
escenarios clinicos) para intentar realizar un sellado mecéanico de la perforacion, hasta la
fecha, el parche de fibrina epidural no ha sido sometido a un ensayo clinico controlado ni
ha sido comparado con el PH. No obstante, se ha comprobado su eficacia en casos aislados

de fistulas de LCR de alto flujo y en situaciones refractarias, segun estudios previos.

5.1. Tratamiento vs. profilaxis

Hemos abordado el manejo del problema desde un punto de vista paliativo, esto es, asu-
miendo que el momento dptimo para tomar medidas activas contra la cefalea es aquel en
que esta ya ha debutado. Este manejo de wait and see ha sido criticado por algunos autores
[55], alegando que es posible realizar acciones profilacticas que atenten el impacto fisiopa-
toldgico de la brecha dural y, por lo tanto, ayuden a minimizar las probabilidades de que el

paciente debute con un cuadro de CPPD o que, si este aparece, sea grave.

A nivel farmacologico, solamente la administracion de morfina epidural, analogos de la
hormona ACTH y algunas metilxantinas habian demostrado hasta hace poco tener alguna
eficacia preventiva contra la CPPD [56]. No obstante, recientemente Barati-Boldaji et al.
publicaron una revisiéon sistematica en la que concluian que tanto la aminofilina como la
teofilina tenian efectos terapéuticos y ayudaban a mitigar la intensidad de la CPPD, pero

su administracion no demostré poseer ningn efecto profilactico [57].

También con fines profilacticos se han intentado establecer rutinas de tratamiento inter-
vencionista. Una de las actuaciones que cldsicamente parecia ser capaz de reducir la inci-
dencia de aparicion de CPPD tras una puncion con aguja tipo Tuohy era la de dejar un
catéter epidural convencional atravesando el complejo duramadre-aracnoides, esto es, dejar
el catéter intratecal. Esta practica, que basaba su uso en la capacidad de un catéter de tapar
el orificio dural limitando de esta manera la salida del liquido cefalorraquideo [58], no
obstante, ha quedado recientemente en entredicho tras la publicacion de diversos metaana-

lisis que cuestionan sus beneficios reales [59].

Por ultimo, algunos autores han sugerido la realizacion rutinaria de un PH tras detectar la

perforacion dural accidental y antes de que se establezca el cuadro de CPPD. Sin embargo,
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esta practica no tiene una justificacion hoy en dia [60]. Los efectos adversos comunes de un
PH incluyen cefalea, dolor de espalda, dolor de cuello, irritaciéon radicular debido a sub-
productos sanguineos y una leve reaccion febril. Por lo general, estos efectos son leves y
transitorios. Se informa que la incidencia de dolor de espalda después de la EBP es de
aproximadamente el 80 %, y en la mayoria de los casos se resuelve en un plazo de cuatro
semanas. Se cree que es una consecuencia del aumento de la presién dentro del canal espi-
nal como resultado de la inyeccion de sangre [61]. También se han descrito sintomas radi-
culares que pueden estar relacionados con la irritacion de las raices nerviosas debido a los
subproductos hemoliticos de la sangre inyectada [61] [62]. Una complicacién importante
experimentada por muchos pacientes después del cierre exitoso de una fuga de liquido
cefalorraquideo es la hipertension intracraneal de rebote. Causado por un aumento en la
presion del liquido cefalorraquideo, este fendmeno se caracteriza por el desarrollo de un
nuevo fenotipo de cefalea poco tiempo después del cierre del sitio de fuga mediante PH o
cirugia. Las cefaleas asociadas a este rebote son, en su mayoria, mas intensas al estar acos-
tado y pueden cambiar de ubicacion en comparacion con el sindrome de hipotensién in-
tracraneal que motiva la aparicion de la clasica CPPD. A menudo ocurren en la region
frontal o periorbital, mientras que las cefaleas occipitales son tipicas del SIH. Los sintomas
pueden desarrollarse rapidamente después del PH o a lo largo de dias o semanas. El trata-
miento generalmente consiste en acetazolamida o topiramato [63]. Si los sintomas son gra-
ves, la puncion lumbar terapéutica puede ayudar a aliviarlos de inmediato. La cefalea por
hipertension intracraneal de rebote es bastante comun, aunque generalmente no es grave

y puede resolverse en varios dias en muchos casos [63].

Se han reportado efectos adversos raros de la realizacion de un PH, como aracnoiditis ad-
hesiva cronica, hematoma subdural o espinal, convulsiones, trombosis del seno venoso ce-
rebral, bradicardia transitoria, infeccién, hemorragia intracerebral, paralisis del nervio fa-
cial, trastornos visuales, incontinencia, monoplejia, isquemia cerebral, sindrome de cauda
equina, neumoencéfalo, formacion de una masa epidural calcificada y cicatrizacion del es-
pacio epidural con distorsion de la anatomia epidural [62] [64] [65] [66]. Adem4s de esto,
para realizar una técnica de PH de forma certera y minimizar la probabilidad de fallo, algu-

nos autores recomiendan el uso rutinario de rayos X.

Este corolario de potenciales problemas, como hemos avanzado, no motiva a establecer

como rutinario el uso de la sangre autéloga como taponador de la brecha dural accidental.

Esa falta de opciones profildcticas motivo el inicio y desarrollo del trabajo que aqui expo-

nemos.
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5.2. Las caracteristicas de la lesion a taponar

Los resultados del presente trabajo de investigacion han sido desplegados secuencialmente.
En la fase 1 (llamada «Experimento en modelo ovino in vivo. Perforacion dural y segui-
miento de su cierre espontaneo», pagina 51) se explica el estudio llevado a cabo sobre du-
ramadre ovina que, tras ser perforada intencionadamente con agujas de tipo Tuohy de

18 Gauge, se estudio en diversos grupos de ovejas sacrificadas en tres momentos distintos.

Los resultados obtenidos demuestran no solamente la morfologia del agujero de puncion
dural con aguja tipo Tuohy en oveja viva, también apuntan a que el proceso de cicatrizacién

de dicha perforacion no es lineal, sino que sigue un patrén logaritmico.

Hasta ahora, se habia aceptado generalmente, basandose en fundamentos clinicos tras la
recuperacion natural de la CPPD, que el cierre de estos orificios de puncion era un proceso
lineal si, de hecho, la fuga de liquido cefalorraquideo y la hipotensién intracraneal son la
teoria correcta detras de la génesis de la CPPD. Extrapolando a partir de este patron loga-
ritmico de cierre de orificios de puncion y sus circunferencias, se deduce que el proceso de
cierre probablemente llevara mucho tiempo si continuamos las lineas de graficos logaritmi-
cos, que se han aplanado ma4s alla de los siete dias de este estudio. No sabemos cuanto
tiempo llevard alcanzar el cierre completo in vivo, pero los resultados de la fase de investiga-
cion apuntan a que no se trata de un proceso lineal y se debera realizar un estudio de
seguimiento para determinar esto, es decir, extender las lineas de graficos mas alla de los
siete dias. Ademas, seria interesante postular una teoria diferente o complementaria a la
hipotesis basada puramente en la fuga de liquido cefalorraquideo y la hipotension intracra-

neal como patogénesis de la CPPD.

Sabemos gracias a estudios previos que, cuando la punta de una aguja Tuohy penetra en la
duramadre post mortem [67] [68], los fragmentos dentados en el borde de la lesion tienden
a plegarse hacia dentro y, tan pronto como se retira la aguja, los bordes de la lesion tienden
a retraerse debido a las propiedades elasticas de la duramadre. La morfologia del orificio de
puncion creado ante mortem no difirio de la de los orificios de puncion creados post mortem
en nuestros estudios anteriores [10] [11] [12]. Como se postuld en ese momento, estos ha-
llazgos pueden favorecer el retorno de los bordes dentados a su posicion original, mejo-
rando el cierre del orificio de puncion dural. De manera similar, la forma de la lesion pro-
ducida por las agujas Tuohy no fue circular, sino que se pudo observar como una imagen
geométrica similar a un ¢valo o una elipse o una «luna creciente», similar a las lesiones
creadas por una aguja espinal tipo Quincke en estudios previos [10] [11] [12], pero de
mayor tamano [9] [67]. Las lesiones pueden someterse a un proceso de reorganizacion con

la aproximacion de los bordes debido muy probablemente a sus propiedades viscoel4sticas
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[69]. Se deben considerar dos componentes: una lesion dural resultante de la perforacion

de varias [aminas de la duramadre y la perforacion de la capa aracnoidea [10].

También sabemos a partir de estudios previos que la visualizacion del orificio de puncion
desde el lado aracnoideo interno a través del orificio nos permiti¢ observar el cierre parcial
o incluso completo de las laminas durales internas [10]. Sin embargo, se observé un tipo
diferente de cierre de cada lesién de ldmina dural debido a que la duramadre esta formada
por multiples [aminas durales concéntricas [10]. Esto no se observé en los modelos vivos

utilizados para el presente estudio.

La duramadre es una estructura permeable que contiene principalmente fibras de colageno
y algunas fibras elasticas. Ademads, tiene escasos fibroblastos, macrofagos, mastocitos y célu-
las plasmaticas [15] [70]. Las fibras forman una trama que proporciona resistencia mecanica
a todo el saco dural, y hay aproximadamente 80 laminas concéntricas que juntas forman el
espesor de la duramadre [15] [70]. La capa aracnoidea, por otro lado, es mas importante
para el cierre del orificio de puncion dural porque las células aracnoideas se adhieren fir-
memente entre si mediante uniones de membrana especializadas (tight junctions) [10] [71]
[72]. Estas forman una barrera meningea importante para el saco dural con propiedades
semipermeables. A diferencia de la duramadre, la lomina aracnoidea no tiene direccionali-
dad en sus fibras. Por lo tanto, la lamina aracnoidea es de mayor importancia para el efecto

de barrera y el cierre de lesiones de las meninges que la duramadre [10] [71] [72].
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Figura 98.imagenes obtenidas por microscopia electrénica mostrando un corte del espesor de la membrana duramadre-aracnoides. Cortesia
del Prof, MA Reina



190 // Kit de sellado répido de perforaciones durales (patente P201730626). Validacién experimental

Al visualizar las lesiones en diferentes momentos, el area decreciente encontrada en los
primeros minutos y horas después de la puncion muestra una rapida reduccion en el ta-
mano de la lesién. Esto podria deberse a las propiedades viscoeldsticas de las membranas y
podria explicarse por el proceso inflamatorio y el proceso temprano de fibrosis. Después de

tres dias, es probable que el proceso de fibrosis domine.

En el séptimo dia, nuestro estudio demostro que la lesion solo esta cerrada en aproximada-
mente un 50 %; sin embargo, en la practica clinica, la CPPD generalmente ha desaparecido
en este momento. Antes de este estudio, se asumia que la desaparicion de la CPPD se debia
al cierre natural y completo del orificio de puncién y a la homeostasis alcanzada en la pre-
sion del liquido cefalorraquideo. Incluso se postuld la teoria de «parche epidural de sangre»,
que suponia un «parche» del orificio de puncion. No existia evidencia experimental para
esto en ese momento y se asumia puramente por fundamentos clinicos que el cierre debia
ser inmediato debido a «parches de sangre», o lineal porque la CPPD generalmente desapa-

recia en la mayoria de los casos después de cinco a siete dias [73] [74] [75].

A la hora de conceptualizar un posible implante de sellado mecanico de la perforacion
dural, estos hallazgos tienen interés. Permiten tener una base para proponer un implante
que permanezca en el sitio de la lesion durante mas tiempo del que esta tarda en cerrarse
de manera natural. Dicho de otro modo, el tiempo de reabsorcion de un hipotético cuerpo
de implante de sellado no habria de ser menor de siete dias. Si bien es cierto que no se
condujeron estudios que evaluaran microscopicamente el grado de cierre natural de la per-
foracion mas alla de esos siete dias (lo que no permite conocer en qué momento queda
totalmente cerrada), es razonable pensar que los biomateriales de uso médico en el mercado

pueden cumplir las exigencias que impone el problema clinico.

El material elegido para fabricar el implante fue el copolimero Poly (L-lactide-co-D, L-lac-
tide). Ha sido probado en varios campos de diagnostico y terapia médica. Su biocompatibi-
lidad, degradacion y perfil de excrecion lo convierten en uno de los materiales mas confia-
bles y probados, y estd aprobado por la Food and Drug Administration de Estados Unidos.
Tras las fases de redisefio que hemos expuesto y detallado en el trabajo y una vez dada por
buena la forma del implante a testar en modelo ovino vivo, todo el kit paso pruebas de

citotoxicidad e histocompatibilidad realizadas en roedores (ver anexos 3 y 4).

Estudios de lesiones durales causadas por diferentes agujas han demostrado que el cierre
de la lesion ocurre de forma independiente en la duramadre y la capa aracnoidea. El cierre
es mas rdpido en la duramadre debido al efecto de sus fibras elasticas. Es mas lento en la
capa aracnoidea porque el cierre requiere reparacion celular. En un entorno clinico, el
implante que describimos se colocaria segundos o minutos después de la generacion de la

lesion, por lo que la pérdida de LCR se compensaria con la produccién normal de LCR.
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El dispositivo que desarrollamos y testamos contenia un implante de 4cido polilactico mi-
nusculo con una configuracion especifica que le permitia desplegarse una vez que salia de
la punta de la aguja Tuohy. Las iteraciones en disefio, fruto de los experimentos reflejados
en el presente trabajo, fueron encaminadas a maximizar las probabilidades de que el parche
permaneciese dentro del saco dural y bloquease la brecha creada por la aguja de puncion
epidural, aprovechando el hecho de que cuando se produjo la pérdida de LCR la aguja ya
estaba en posicion en el sitio de la perforacion. Este hecho es capital a la hora de entender
los esfuerzos del grupo de investigacion: hasta la fecha, todas las soluciones intervencionis-
tas encaminadas a solucionar el problema de la CPPD lo han hecho aplicando la solucién
después de la aparicion del problema. El dispositivo que se presenta en este trabajo aprove-
cha la ventana de oportunidad técnica-clinica tnica que supone la permanencia de la punta
de la aguja Tuohy en la interfase epidural-intratecal. Durante un breve lapso de tiempo,
quien realiza la técnica y perfora accidentalmente la duramadre-aracnoides sostiene la aguja
con una o con las dos manos en esa posicién de «fallo». Es el inico momento durante el
proceso en el que se tiene la certeza absoluta de mantener la brecha canalizada. Por ese
motivo, se propone una solucién preventiva que consiste en aprovechar esta oportunidad

para insertar el dispositivo de bloqueo de salida del LCR.

Dado que la aguja de 18 Gauge en el kit estdindar tiene un diametro externo e interno de
1,3 y 1,1 mm, respectivamente, puede alojar y permitir el paso del implante al interior del
saco dural para tapar la lesion. Ademds, la retraccion rapida en el diametro de la lesion,
hasta un 80 % en los minutos posteriores a su generacidon, podria facilitar que el area su-

perficial del implante superase la de la lesion.

Tras afinar en sucesivas fases de desarrollo la forma y funcion del kit de sellado, la propuesta
es la de una técnica relativamente facil de dominar. En un hipotético entorno clinico, una
vez que hubiese ocurrido la lesion en la duramadre y apareciese la fuga de LCR a través del
extremo proximal de la aguja epidural, el estilete de la aguja Tuohy se reintroduciria dentro
de la aguja epidural para evitar mas pérdida de LCR, mientras que un asistente abriria el
kit. Mientras se sujetase la aguja con una mano, el sistema podria insertarse y dar paso a la
retirada del resto de componentes —soporte de transferencia, elemento o guia introductora

y aguja epidural—.

Cualquier técnica sobre el neuroeje ha de suscitar preocupaciones por la seguridad del pa-
ciente. Este caso no es una excepcion, puesto que el procedimiento de cierre de la perfora-
cion dural implica la manipulacién de estiletes, introductores y el propio implante para el
despliegue de este ultimo a nivel intratecal. El riesgo inasumible es el de lesion medular. El
diseiio romo tanto de la superficie del implante como de la punta del hilo barbado (tope

mecanico creado por calentamiento) (Figura 99 y Figura 100) es muy poco probable que
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lesione la médula espinal o las raices de la cauda equina. Lo mismo ocurre con la punta

roma de la guia o estilete flexometlico.

500pm

Figura 99. Vision lateral a 100 aumentos del tope termodilatado del hilo de sutura acoplado a la superficie del implante (microscopio
electronico)
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2mm

Figura 100. Visién lateral a 20 aumentos del implante mostrando su cara redondeada que ha de quedar mirando a la médula espinal cuando
se despliega en el espacio subaracnoideo (microscopio electrénico)

Sin embargo, se realizan una gran cantidad de técnicas epidurales en la columna lumbar vy,
en el nivel metamérico en el que se aborda la cateterizacion del espacio epidural, general-
mente no encontramos médula espinal. Ademas, el primer milimetro de la aguja Tuohy se
encuentra dentro del espacio subaracnoideo después de la pérdida accidental de LCR, por
lo que el introductor no entra en contacto con los bordes de la lesion de la duramadre que
estan protegidos por la superficie externa de la aguja. El implante estd disefiado para abrirse
siempre dentro del saco relleno de LCR; ademss, los movimientos del introductor y el
implante no agrandan el tamafo de la lesion. La pérdida inicial de LCR garantiza que el
implante se colocara dentro del espacio subaracnoideo y se extraera desde el interior hacia

el exterior, sellando la lesién de la duramadre.

El experimento relatado en la fase 9 del presente trabajo puso fin a todo el proceso de
conceptualizacion, iteracion, testado y fabricacion para validacion in vivo. El modelo elegido
fue el ovino adulto por la facilidad en el manejo de los animales, especialmente en los
periodos posimplantacion y educcion anestésica [76] [77], en los que un modelo como el
porcino podria haber puesto en riesgo la integridad del implante (exigiendo la estabiliza-
cion individual de los animales para que evitasen comerse o contaminar los apdsitos de
otros especimenes). El manejo anestésico incluyo la induccién de una anestesia general en
base a los conocimientos del equipo de veterinaria, que aconsejé esta modalidad con una

doble finalidad. Por un lado, se perseguia la inmovilidad del animal durante el proceso de
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implante y estudio con TC. Por otro lado, la colocacion de una sonda ruminal bajo aneste-
sia general podria evitar un timpanismo de rdpida instauracion que podria poner en riesgo
al animal y al experimento: una presencia anomala de gas en el intestino de la oveja que
hubiese complicado la obtencién de imdgenes con TC, asi como generado un potencial
efecto depresor tanto respiratorio —con consiguiente riesgo de aspiracion bronquial y neu-
monia— como cardiovascular [78] [79]. La eleccién del modelo, del tipo de anestesia y del

protocolo de manejo parece acertada.

Figura 107. Doctora Mireia Garcia Rosselld, al fondo, realizando la intubacién del rumen en un espécimen anestesiado durante la fase 9 del
estudio

La implantacién del dispositivo en los casos de estudio experimental in vivo se realizo sin
incidencias. Todos los procedimientos requirieron menos de 30 segundos salvo dos: en
ambos casos se tuvo que emplear un sistema de sellado nuevo, ya que el parche no habia
quedado plegado correctamente dentro del soporte de transferencia. Este problema, a jui-

cio del equipo de experimentacion, no supone un riesgo analizable ahora mismo: los
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prototipos se realizaron individualmente y fueron ensamblados con procesos semiautoma-
ticos que, en una eventual fabricacion en serie e industrializada, corregirian cualquier de-

fecto de plegado o detectarian en control de calidad un defecto antes de comercializar el

kit.

El proceso técnico —puncion y colocacion del implante— llevado a cabo transcurrio sin
incidencias. Como se ha reportado en el apartado de resultados de la fase 9 del estudio tras
la valoracion de imdgenes obtenidas por TC, se detecté una diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos (perforacion + implante y perforacion sin implante): la me-
diana de la relacion EPIDURAL/ROI (esto es, el volumen de contraste existente en el
espacio epidural dividido entre el volumen de contraste total en la region de interés) en el
momento de realizar el TC fue menor en el grupo en el que se sello la perforacion con un
implante. Existié un decremento relativo del 37 % de contraste epidural en el grupo tra-
tado con implante. Es importante apuntar que los valores totales en las ROI en ambos
grupos no fueron diferentes, lo que habla a favor de una uniformidad de volumen de con-

traste inyectado.

Debido a que el volumen epidural y el volumen total de contraste administrado variaron
entre los animales individuales dependiendo de su peso, utilizamos la relacién
EPIDURAL/ROI como la principal variable de estudio para estandarizar nuestras medidas.
Sin embargo, el contraste intratecal puede distribuirse de forma craneal o caudal mas alla
del area delimitada en la proximidad inmediata del sitio de puncion. La cantidad de medio
de contraste dentro y fuera del espacio epidural es una métrica que considera la variabilidad

entre cada animal causada en parte por la migracion ventral hacia el canal foraminal.

En condiciones normales, es probable que la cantidad de LCR que se filtra mas alld del
implante sea incluso menor que la observada en nuestros resultados, considerando que este
método experimental produjo un aumento en la presién de LCR mas alld de lo normal

después de inyectar una solucion de ioversol de 0,4 ml/kg.

Si en un futurible caso de uso clinico del kit se requiere otro abordaje al espacio epidural
(nueva puncion), la presencia del implante no impide realizar la técnica en un espacio in-

tervertebral diferente, de manera similar a lo que sucederia en lesiones durales no tratadas.

Los signos clinicos de hipotension intracraneal tipicamente aparecen después de 24 horas.
En la muestra de ovejas intervenidas en nuestro experimento no se encontraron datos du-
rante la monitorizacion posprocedimental que sugiriesen la presencia de dolor o disconfort.
Parece razonable especular que esto ocurre porque el volumen filtrado acumulado es rela-
tivamente grande en ese momento. Sin embargo, los estudios de Reina et al. [10] [11] [12]
[15] sobre volumenes filtrados son quizas mas apropiados, ya que demuestran, al igual que

el estudio actual, que, en los primeros minutos después de la pérdida accidental de LCR,
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la filtracion de LCR es maxima antes de la contracciéon de las fibras elasticas de la durama-

dre que reducen el tamafo del orificio de puncion.

Existen numerosas patentes consultables en las bases de datos publicas que definen méto-
dos y dispositivos para el cierre percutaneo de fistulas [80], de roturas accidentales o inten-
cionadas de vasos sanguineos [81] y otras paredes [82] de visceras y cavidades. También
podemos encontrar publicadas patentes que protegen el uso de dispositivos para el cierre
de brechas durales o durotomias [83] (normalmente quirurgicas). Si bien en el caso de las
primeras la forma de operar a través de agujas o canulas puede llegar a ser similar, el caso
de uso y el mecanismo de cierre propuesto difieren, y los elementos que componen el dis-
positivo son notablemente diferentes. En cuanto a la segunda categoria, la de dispositivos
quirurgicos o sellantes sintéticos-bioldgicos para el cierre de perforaciones durales, la meto-
dologia para aplicarlos difiere lo suficiente para afirmar que, a fecha de la publicacion de

este trabajo, no se encuentran propuestas publicadas que semejen lo que estamos pro-

bando.

5.3. Limitaciones del estudio

Este estudio presenta numerosas limitaciones. Intentamos recogerlas siguiendo un orden

paralelo al de exposicion de sus sucesivas fases.

En primer lugar, no se respetd la secuencia logica de actuacion para el disefio de un im-
plante destinado a sellar una perforacion dural, puesto que el estudio post mortem en ani-
males (fase 1) de la lesion se realizd sobre los mismos especimenes que el estudio de la

funcion sellante del kit diseniado. Esto fue asi por motivos de responsabilidad ética.

Con respecto a la fase 1 del trabajo, una limitacion remarcable es que no hay un tiempo
cero disponible. En el tiempo cero, atin no se habia iniciado ningun proceso de cierre, ya
fuera viscoelastico o mediado por el efecto de inflamacion y fibrosis. Una limitacion adi-
cional es que el estudio se termind después de siete dias de evolucion pospuncion. Ahora
nos damos cuenta de que esta finalizacion fue prematura, pero no anticipamos la naturaleza
logaritmica del proceso de curacion de la lesion. Los futuros estudios deben extenderse
durante periodos de tiempo mas largos y también deben incluir mediciones sin restriccio-
nes del flujo sanguineo cerebral y la presion intracraneal. El hecho de que este estudio in
vivo se realizara en un modelo animal puede considerarse una limitacion. La eleccion del
modelo ovino se basé en la similitud del comportamiento biologico entre los mamiferos y
[84] en el tamafno corporal igual entre ovejas y humanos en relacion con el tamano de la
aguja. Esto puede ser una limitacién debido a la obvia diferencia de postura (erguida vs.
cuadrupedia) con respecto a los humanos. La facilidad de la puncion lumbar en el area

lumbar elegida y la docilidad del animal para el manejo y alojamiento hicieron de las ovejas
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una eleccion obvia, como ya se ha explicado. Revisando estudios [85] que exponen las
caracteristicas de la duramadre de ratas, conejos, perros, cerdos y ovejas, comparamos sus
caracteristicas microscépicas con la duramadre humana que habiamos estudiado previa-
mente; decidimos que la oveja era el modelo animal mas adecuado para este proyecto. En
estudios realizados por el Prof. Reina [15] se estudiaron muestras de duramadre tomadas
sin criopreservar y criopreservadas por microscopia electronica de barrido, y no encontra-

mos ninguna diferencia estructural en los niveles de magnificacién que se utilizaron.

También en la fase 1 puede constituir un sesgo en el estudio de observacion microscépica
de la duramadre el hecho de que los animales hubiesen sido sometidos, antes de su sacrifi-
cio y posterior andlisis morfoldgico, a una inyeccion intratecal de contraste radiopaco. Des-
conocemos el efecto de dicho contraste, en las cantidades y concentracion administradas,
sobre el proceso de regeneracion tisular del complejo formado por la aracnoides y la dura-

madre en ovejas.

El procesado de las muestras de duramadre, una vez enviadas debidamente preservadas al
Centro Nacional de Microscopia Electronica de Madrid, no supuso un reto. No obstante,
la obtencion de la duramadre aislada para su preparaciéon y envio si que constituyd un reto
que puso en ocasiones en riesgo el estudio. Tras algunas pruebas en piezas de animal con-
gelado se determiné que el método mas adecuado para la consecucion de piezas anatémicas
incluia la congelacion, el despiece y posterior fresado de hueso hasta obtener un segmento

medular y de saco que diseccionar (Figura 102).
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Figura 102. Trabajos de diseccidn llevados a cabo durante la fase de obtencion de muestras para estudio microscdpico. Nota: Se muestra un
corte en el que se visualiza la médula espinal y el canal medular, con elementos 6seos y musculos

En relacion con las sucesivas fases expuestas en el trabajo, remarcamos como limitacion la
no disponibilidad de mas de tres opciones de disefio. Desconocemos si prolongar la fase de
conceptualizacion de soluciones mecanicas hubiese aportado una mejor solucion al pro-

blema.

De la misma manera, la variedad de materiales candidatos a componer el cuerpo del im-
plante era finita y muy condicionada por la disponibilidad relativamente rapida de stock de
dichos materiales para ensayos y bench testing. En un escenario ideal, podria haber sido
provechoso demorar la definicion de las caracteristicas mecanicas del implante hasta la ob-
tencion de un copolimero hecho a medida del problema a resolver. Esto, no obstante, hu-
biese consumido tiempo y recursos de los que no se disponia, sin garantizar que el resultado
final variase ostensiblemente ni a favor de un hipotético material compuesto ex profeso.
Ademais, la llevada al mercado de un material nuevo precisaria recorrer una serie de costo-
sos procesos de validacion que pondrian en riesgo el éxito del proyecto, nuevamente sin

garantizar una mejora en el rendimiento del kit.

En varias fases del estudio se trabajé con la hipétesis de que un cianocrilato u otro tipo de
sellante aplicado a través de la aguja epidural podria mejorar la capacidad de adherencia

del parche o el cierre de la perforacion. Esta hipotesis, debido al mal rendimiento de los
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sellantes en casi todos los ensayos y test in vitro, no se pudo validar en condiciones realistas,
esto es, en contacto con tejido vivo, donde gracias a las condiciones de acidez y temperatura
puede desplegarse el potencial del sellante. No obstante, el fraguado intraaguja hubiese

puesto en riesgo la técnica.

Algunas de las fases de estudio incluyeron las pruebas sobre membrana sintética del kit
desarrollado, y eso constituye una limitacion porque haberlo hecho en membrana humana
podria haber aportado conocimiento sobre la viscoelasticidad de la duramadre y sobre el
rendimiento del parche. Sea como fuere, algunas pruebas aisladas sobre membrana de ca-
daver no fueron satisfactorias por la friabilidad de un tejido congelado y descongelado, lo
que nos parecié que podria poner en riesgo la validacidn realista del kit. En estas fases de
test de laboratorio no se contd con un caudalimetro para analizar al detalle la diferencia
entre flujo de suero salino drenado en fantomas a los que se aplicaba el kit y fantomas no

tratados.

En la confeccion de los kits definitivos o kits para estudio in vivo se realizaron varios proce-
sos, reflejados en la memoria de trabajo. El proceso global de produccién de la tirada de
kits a validar no fue automatizado ni industrializado, por lo que en si esta manualidad
constituye una limitacion del presente trabajo. Es especialmente relevante el paso de ter-
modilatacion de la punta de la sutura barbada para confeccionar el tope mecénico del im-
plante con el hilo que previamente se habia enhebrado a su través. Esto ha dado pie a
distintos tipos de tope, si bien es cierto que un posterior analisis microscopico no ha reve-

lado notables diferencias en tamano y en todos los casos el tope ha sido efectivo.

Por otra parte, en este mismo proceso de confeccion y ensamblaje de los kits se decidio usar
suturas disponibles en el mercado que dispusieran de barbas o espiculas (hilo barbado V-
Loc, Covidien). Esto ha obligado a la asuncion de una determinada distancia entre espicu-
las, no modificable, que desconocemos si pudiera haberse optimizado en el caso de optar
por confeccionar a medida la sutura barbada. Globalmente, no obstante, el equipo consi-
dera que la capacidad de fijacion a estructuras periaxiales del hilo espiculado ha sido ¢ptima
(lo cual es logico por el fin quirurgico con el que fue diselada) y no es necesario cambiar
las caracteristicas del hilo. Lo mismo es aplicable a su tiempo de degradacion: se espera que
gran parte de la sutura haya sido reabsorbida a los 90 dias de su implantacién, lo cual parece
adecuado dado el contexto clinico de la CPPD. Pero no hay que olvidar que en esta inves-
tigacion no se estudié la relacion tejido-implante mas alla de los siete dias. Es, pues, una
limitacion extensible también al cuerpo del implante, cuya permanencia y tasa de degrada-

cion en condiciones reales habra de estudiarse en futuros estudios.

En cuanto a la fase 9 (estudio in vivo de la funcionalidad mecanica del kit de sellado), son

varios los puntos que limitan el trabajo. Debemos enfatizar que se espera que el implante
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permanezca en su lugar debido a la traccion del hilo sintético con puas. Después de retirar
la aguja, este hilo quedard anclado en los ligamentos espinales, evitando que el implante se
mueva. La permanencia del implante mas alld del tiempo de estudio no pudo ser compro-
bada; la limitacion del tiempo de estudio en esta fase 9, condicionada por la complejidad
de estabular y mantener los animales, puede haber supuesto una merma en la calidad de

los datos clinicos obtenidos.

El modelo animal elegido no se considera un fallo o limitacion del estudio. No obstante,
queda claro que los modelos de dolor en rumiantes [86] [87] de los que se podia disponer
en el momento del ensayo eran subdptimos, por lo que, mas alla de la monitorizacion
clinica con visitas cada doce horas en estabulario (que no arrojaron datos sugestivos de un
proceso de cefalea establecido en ninguno de los dos grupos), quedod descartada la realiza-
cion de un seguimiento clinico que determinase si el kit prevenia de la aparicion de una
cefalea en las ovejas. Esto se explica por el hecho de que ni siquiera queda claro si el proceso
fisiopatoldgico que desencadena una CPPD en humanos genera la misma reaccion en otras
especies. Ademas, pese a que se demostré una reduccion significativa en la filtracion de
LCR después de la aplicacion del parche en este modelo animal, debido a que los humanos
tienen una postura erguida vy, por lo tanto, diferentes presiones de LCR, aun queda por
demostrar si este dispositivo limita efectivamente la filtracion de LCR en sujetos humanos

y si esta reduccion en la filtracion de LCR disminuira la incidencia o gravedad de la CPPD.

Hay varios factores en la distribucion observada de LCR en el espacio epidural en ovejas
que no se abordan en nuestro estudio actual y que podrian considerarse como limitaciones.
En primer lugar, el presente estudio muestra los resultados del cierre de la duramadre dos
minutos después de la puncion. No sabemos el efecto si el implante permanece hasta su
reabsorcién. Segun los estudios microscopicos, podria ser aceptable suponer que la retrac-
cion inmediata de los bordes de la lesion después de una lesion aguda del tejido de la
duramadre facilita una reduccion inicial en la filtracion de LCR, después de lo cual el vo-
lumen de filtracion tenderia a disminuir hasta que la perforacion haya cicatrizado por com-
pleto. No sabemos si la reduccion de la filtracion de liquido desde el saco de la duramadre
hacia el espacio epidural contenido por el parche ayudard a acelerar la recuperacion del
paciente o si algun efecto podria atribuirse al potencial del parche para facilitar la curacion
alrededor del cuerpo extrafio, o a sus efectos mecidnicos. Ademads, se desconoce si la irrita-
cion del implante en los bordes de la lesion podria estimular mecanismos inflamatorios
locales que favorezcan una fibrosis mas rapida y un sellado completo de la lesion. Se reque-
rirdn investigaciones futuras para aclarar estas y otras incertidumbres con respecto al uso
de este dispositivo. No obstante, algunas de las imagenes de la interfase implante-durama-
dre obtenidas con microscopio electronico muestran una escasa reaccién inflamatoria a su

alrededor.
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Figura 103. Visién microscépica mediante técnica de barrido a 30 aumentos. Nota: Corte lateral de membrana dural-aracnoidea mostrando
la interfase membrana-implante
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Dado que los resultados se obtuvieron con una aguja Tuohy de 18 Gauge, utilizada en el
nivel vertebral L6-S1, las conclusiones solo son aplicables a este tipo de aguja y nivel verte-
bral lumbar; se requerirdn estudios futuros con otros tipos y tamafos de agujas epidurales

y equipos de introduccion.

Finalmente, debido a que no todos los pacientes desarrollan CPPD después de la pérdida
accidental de LCR, aun queda por debatir después de una investigacion adicional si es
éticamente aceptable o factible colocar un dispositivo con complicaciones y costos poten-
ciales en el 100 % de los pacientes para una condicién (CPPD) que ocurre en menos del
100 % de los pacientes. Los escenarios clinicos en los que se utilice este dispositivo o sus

posibles futuras modificaciones dictardn la respuesta a esta pregunta.

5.4. Potenciales mejoras

Quedamos globalmente satisfechos del esfuerzo realizado para investigar si existe una po-
tencial area de mejora en la prevencion de la CPPD en pacientes que han sufrido una

puncion dural accidental con aguja Tuohy.

Aun asi, la autoevaluacion es un componente esencial de un enfoque cientifico riguroso.
La realizaciéon de una autocritica refleja nuestra profunda preocupacion por la calidad y la
integridad de este estudio. Es por ello que aqui exponemos las reflexiones criticas y las
modificaciones que se implementarian si se repitiera el estudio, con el objetivo de mejorar

aun m4s la validez y la relevancia de los resultados.

En primer lugar, creemos que hubiese sido procedente realizar un estudio con un tiempo
de supervivencia de los animales mayor, para detectar posibles complicaciones a corto plazo
de la implantacion del dispositivo y, a su vez, estudiar con mayor precision el proceso de

cierre natural de las perforaciones practicadas.

Por otra parte, creemos que podria haber aportado informacion de valor un estudio con
agujas Tuohy de diferente calibre, en concreto de 16 Gauge. Esto es asi porque en la prac-
tica clinica no solamente se emplean las testadas agujas de 18 Gauge. Combinar punciones
con ambas agujas podria validar la hipotesis de que el kit disefado no necesita ser adaptado
en tamano cuando se empleen agujas de diferente calibre, esto es, que se trata de un kit

epidural universal.

Por tltimo, a pesar de haber realizado estudios de citotoxicidad en roedores (ver Anexo 5),
creemos que podria haber aportado informacion valiosa la realizacion de analisis de patro-
nes de inflamacion sistémica (control analitico sanguineo con reactantes de fase aguda) a

las ovejas a las horas y dias de la implantacion para determinar si el implante suscitaba una



5. Discusion // 203

reaccion inflamatoria que podria condicionar la seguridad en pacientes en posteriores fases

de estudio.

Este estudio representa un primer paso en la propuesta de un nuevo método para prevenir
o reducir la CPPD utilizando la misma aguja con la que ocurrio la perforacion del saco de
la duramadre. El efecto de este implante a corto plazo ha sido evaluado y se necesitardn

estudios futuros para evaluar su efecto a medio y largo plazo y su seguridad.

El uso de un implante biologicamente compatible e inerte podria representar un método
para prevenir la pérdida de LCRy, por lo tanto, tal vez la CPPD. Se requieren mas estudios
en cohortes humanas y ensayos controlados aleatorios para confirmar esto. Aunque la pér-
dida de LCR accidental se utilizd convenientemente (y se demostrd que fue efectiva) para
este estudio, en el futuro podria utilizarse en escenarios analogos atin no reconocidos, de-
finidos e identificados, como punciones vasculares, urinarias o pleurales, entre otras, donde
un sellado temprano y eficiente inmediatamente después de la puncion puede ser clinica-

mente ventajoso.
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PRIMERA

Desarrollamos el primer modelo animal para evaluar microscopicamente, de forma dina-
mica e in vivo, el cierre de las lesiones de la membrana duramadre-aracnoides tras el sacrifi-
cio 24, 48 y 168 horas después de la puncion dural intencionada con una aguja epidural

Tuohy de uso habitual en la practica clinica.

SEGUNDA

Observamos que el cierre del 4drea de la lesion duramadre-aracnoidea no sigue un curso
lineal, sino uno de tipo semilogaritmico, siendo mas rapido en las primeras horas para

luego decelerar; no se observo un cierre completo a las 168 horas (siete dias).

TERCERA

Dedujimos que es probable que en el humano tampoco se cierre completamente la lesion
de la duramadre-aracnoides a los siete dias como hasta ahora se pensaba en base al curso
clinico de la CPPD, sino que, en ese tiempo, el cierre atin incompleto sea suficiente para

que la pérdida de LCR pueda ser compensada por la fabricacion endégena de este liquido.

CUARTA

Disefiamos los prototipos de un parche sintético autodesplegable y reabsorbible para pro-
mover un cierre del orificio del saco dural mediante su aplicacién con abordaje percutineo
a través de la misma aguja que produjo dicha perforacion. Desarrollamos varias versiones
hasta alcanzar la m4s avanzada, que se uso para continuar las posteriores fases de prueba

en modelo animal.

QUINTA

Comprobamos de forma experimental en laboratorio en modelo murino la biocompatibi-
lidad y no citotoxicidad del dispositivo desarrollado, en cuya fabricacién se emplearon co-

polimeros de uso aprobado en el mercado.

SEXTA

Disefiamos y desarrollamos el proceso de fabricaciéon y control de calidad de este disposi-

tivo, que se empled para fabricar las unidades usadas posteriormente en modelo animal.
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SEPTIMA

Generamos un modelo de punciéon lumbar en modelo animal (ovino) con aguja epidural

de 18 Gauge y de insercion percutdnea en condiciones de esterilidad de este dispositivo de

sellado.

OCTAVA

Evaluamos la eficacia y efectividad de la colocacion de este dispositivo midiendo la fuga de
LCR hacia el espacio epidural mediante control de im4genes obtenidas por TAC y el ana-
lisis matematico de las areas de interés. Para ello se emple6 un grupo de ovejas que recibio
el tratamiento y otro grupo control en el que se realizd la puncion lumbar sin después

tomar ninguna medida.

NOVENA

Completamos la fase animal del estudio de validez del uso de este dispositivo en la que
demostramos su eficacia y efectividad para disminuir la fuga de LCR pospuncion dural,

abriendo el camino para una futura fase de ensayo en humanos.
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Anexo 1.1. Morphology of antemortem dural puncture healing: an ex vivo
sheep study

Research report

Morphology of antemortem dural puncture healing:
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an ex vivo sheep study

Carles Garcia-Vitoria,' Mireia Garcia -Rosells,” Jose | Redondo,’

Alvaro Jests Gutiérrez-Bautista,” Jose De Andres,® Andre Boezaart @,

Ana Vicente-Montafia,” Miguel A Reina*®°

INTRODUCTION

Closure of holes caused by unintentional puncture
of the dural sac with a relatively large-bore Tuohy
needle is thought to be a linear process over a rela-
tively short time. Scientists believe that cerebro-
spinal fluid (CSF) leakage through the puncture
hole is responsible for intracranial hypotension,
which in turn may be responsible for postdural
puncture headache (PDPH).!

Our objective was to study the rate and mode of
natural closure of such dural puncture holes in an
ex vivo sheep model at 1, 3, and 7 days after inten-
tional dural puncture.

METHODS

We randomly assigned 27 adult sheep (Ovis aries)
to one of three groups and performed an inten-
tional dural puncture at the lumbosacral transition
space between the sixth lumbar and first sacral
vertebrae (L6/S1)* on each animal. Animals were
under general anesthesia in the sternal position. We
used an 18-gage Tuohy epidural needle (Perican, B.
Braun, Melsungen, Germany). After observing CSF
flow, we removed the Tuohy needle and placed a
metal surgical staple in the skin next to the skin
puncture hole to mark the site for future dissection
and obtaining samples. The animals were eutha-
nized after 1day (group 1), 3days (group 2), and
7 days (group 3).

After full recovery from general anesthesia, the
sheep were housed following international animal
welfare standards. After the animals were euth-
anized, they were immediately refrigerated at

4,56

—20°C (Zanotti freezing chamber, Zanotti s.p.A,
Pegognaga, Milano, Italy) for 72 hours.>

The frozen animals were prepared such that the
samples contained only the area of interest. The
dural sacs were extracted without damaging them
and immediately immersed in 2.5% glutaralde-
hyde with phosphate solution buffered. The inner
subarachnoid surfaces of the samples were studied
with a JSM 6400 Scanning Electron Microscope
(JEOL Corporation, Tokyo, Japan) as previously
described.**

The areas and circumferences of the puncture
hole lesions were measured using Adobe Photoshop
and Image] V.1.46a (http://rsb.info.nih.gov/ij/) soft-
ware. The characteristics of the edges of the lesions
on the arachnoid mater and disrupted dural laminas
were studied. We describe the statistical analysis in
the online supplemental text.

RESULTS
Twenty-four lesions were suitable for the study.
Table 1 shows the demographic data, the areas,
and the circumference measurements of arach-
noid puncture holes. Figure 1 depicts the arach-
noid lesions. The lesions in all cases consisted of a
dural lesion superimposed on an arachnoid lesion.
Closure of the area and circumference over time
exhibited a logarithmic pattern (figure 2; estimate,
—0.14; SE, 0.055; t value, —2.54; p=0.02 and esti-
mate, —0.065; SE, 0.025; t value, —2.61; p=0.017,
respectively).

Areas were smaller on days 3 and 7 than on day
1 (day 1, 1.77mm? day 3, 0.58mm* (p=0.027;

Table 1 Demographic data and area and circumference measurement over time
Day 1 Day 3 Day 7 Overall
n=9 n=9 n=6 n=24
Sex
Woman 8 (88.9%) 8 (88.9%) 4(66.6%) 20 (83.3%)
Man 1(11.1%) 1(11.1%) 2 (33.3%) 4(16.6%)
Weight
Median 37.0 39.0 30.0 385
(min, max) (30.0, 48.0) (30.0, 57.0) (24.0, 46.0) (24.0, 54.0)
Area (mm?)
Median 1.77 0.589 0.470
(min, max) (0338, 4.24) (0.443,1.15) (0.338,1.38)
Circumference (mm)
Median 5.59 3.50 325
(min, max) (2.96, 8.46) (3.27,5.39) (2.43,4.74)
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Dural sac lesion seen from the internal surface (arachnoid
layer) performed with an 18-gage Tuohy needle. (A) 1 day after lumbar
puncture. (B) 3 days after lumbar puncture. (C) 7 days after lumbar
puncture. Scanning electron microscopy was used to study the samples.
Magnification: A, B, and C = x70.

Figure 1

95%CI 0.07 to 1.08); day 7, 0.47 mm? (p=0.027; 95%CI: 0.08
to 1.84)). No differences between days 3 and 7 were observed
(p=0.743; 95%CI —0.55 to 0.66). The areas of the puncture
holes were 66.7% and 73.5% smaller on days 3 and 7 than those
on day 1. However, there were no differences in circumfer-
ence between days 1, 3, and 7 (day 1, 5.59 mm; day 3, 3.5 mm
(p=0.09, 95%CI —0.34 to 3.4); day 7, 3.25mm (p=0.09;
95% CI —0.43 to 3.9)). There were also no differences between
days 3 and 7 (p=0.65; 95%CI —1.7 to 2.2).

By analyzing the characteristics of the lesions, we observed that
the bevel on Tuohy spinal needles produced a small cutting lesion
of the dura—arachnoid complex. As the tip advanced, the Tuohy
needles produced a precise “clean” cut with limited damage to
the dura and arachnoid maters. The tip of the needle appeared
to fold the cut tissue inward toward the arachnoid layer, so that

AREA

CIRCUMFERENCE

Figure 2 Area and circumference. Median, range, and outliers in days
1,3, and 7 and logarithmic fit (blue line; gray area represents 95% Cl).

dural and arachnoid lesions produced a “crescent moon” shape
resembling the letters “U” or “V,” as well as a geometrical image
resembling an oval or ellipse.

DISCUSSION
The current study showed that the healing process in a dura—
arachnoid lesion produced by a Tuohy needle is not linear as
expected, but rather a logarithmic process over time. The sheep
model is the most relevant animal model concerning tissue regen-
eration and wound healing for preclinical human studies.” We
continued the study for only 7 days because we fully expected to
find a nearly healed lesion following the natural clinical course of
PDPH. However, we found only approximately 65% closure of
the puncture holes. Extrapolating from this logarithmic pattern
of the closure of puncture holes, we deduce that the closure
process will likely take a long time because the logarithmic
graph lines almost flatten beyond 7 days.® Immediately following
needle withdrawal, the edges of the lesion tended to retract due
to the viscoelastic properties of the dura mater.” Subsequently, it
is most likely fibrosis that contributes to closure, which is a much
longer process.

The healing of the needle injury to the dura thus followed
an inverse logarithmic mathematical model rather than the
expected linear pattern.

Author affiliations
'Department of Anesthesiology, Hospital Intermutual de Levante, Valencia, Spain

2

Garcia-Vitoria C, et al. Reg Anesth Pain Med 2021;0:1-3. doi:10.1136/rapm-2021-102867

ybuAdoo Aq parosloid ebinjjeg
ap sndwe) euojeaIEg AlUN BIB0IQIG 1B 1202 ‘61 AINM U0 /w09 fwq wdey//:dny woiy pepeojumoq “ 120z AINF g1 U0 29820 - 1.202-wdel/9g L L'01 Se paysiignd 1sii) :pajn uled Yisauy Bey



ZDepartamemo de Medicina y Cirugia Animal, Facultad de Veterinaria, Hospital
Clinico Veterinario, Universidad Cardenal Herrera-CEU, CEU Universities, Valencia,
Spain

*Valencia University Medical School Anesthesia Unit-Surgical Specialties Department,
Department of Anesthesiology, Critical Care and Pain Management, General
University Hospital, Valencia, Spain

“Division of Acute and Perioperative Pain Medicine, Department of Anesthesiology,
University of Florida College of Medicine, Gainesville, Gainesville, Florida, USA

°Alon P Winnie Research Institute, Still Bay, Western Province, South Africa

®Lumina Pain Medicine Collaborative, Surrey, UK

"National Center for Electron Microscopy ICTS, Madrid, Spain. Department of Human
Anatomy, Francisco Vitoria University, Madrid, Spain

8CEU-San Pablo University School of Medicine, Madrid, Spain

“Department of Anesthesiology, Madrid-Monteprincipe University Hospital, Madrid,
Spain

Acknowledgements The authors sincerely thank Corey Astrom, ELS, and Leah
Buletti of the University of Florida, Gainesville, Florida, USA, for their help with the
preparation of this manuscript.This work was accomplished in the doctorate program
framework of Valencia University by CG-V.

Contributors The following authors contributed to the design, conduct, and
reporting of the results: CG-V, IRJ, MG-R, AJG-B, JDA, AB, and MAR. In addition, IR
was responsible for the statistical analyses. Data collection was performed by CC-V
and MAR.

Funding Support was provided by the Fondo Investigacion Sanitaria—Instituto
Carlos Il (project no. DTS17/00053) and by the European Society of Regional
Anaesthesia (research grant no. 2018).

Competing interests None declared.

222 // Kit de sellado rapido de perforaciones durales (patente P201730626). Validacion experimental

Patient consent for publication Not required.

Ethics approval General Directorate of Livestock of the Generalitat Valenciana
(Spain; code 2018/VSC/PEA/0188 type 2) and Ethics Committee for Animal
Experimentation at the CEU Cardenal Herrera University (Valencia, Spain).

Provenance and peer review Not commissioned; externally peer reviewed.

ORCID iD
Andre Boezaart http://orcid.org/0000-0002-1221-1214

REFERENCES

Candido KD, Stevens RA. Post-dural puncture headache: pathophysiology, prevention
and treatment. Best Pract Res Clin Anaesthesiol 2003;17:451-69.

Garcia-Vitoria C, Garcia -Rosello M, Reina MA, et al. Validation of a bioabsorbable
device that seals perforations after Tuohy needle dural puncture in an ovine model. Reg
Anesth Pain Med 2021;46:389-96.

Reina Met al. An in vitro study of dural lesions produced by 25-gauge Quincke and
Whitacre needles evaluated by scanning electron microscopy. Reg Anesth Pain Med
2000;25:393-402

Reina MA, Puigdellivol-Sanchez A, Gatt SP, et al. Electron microscopy of dural

and arachnoid disruptions after subarachnoid block. Reg Anesth Pain Med
2017;42:709-18.

Diogo CC, Camassa JA, Pereira JE, et al. The use of sheep as a model for studying
peripheral nerve regeneration following nerve injury: review of the literature. Neuro/
Res 2017;39:926-39.

Vidal A, Mendieta Zeron H, Giacaman |, et al. A simple mathematical model for wound
closure evaluation. J Am Coll Clin Wound Spec 2015;7:40-9.

Patin DJ, Eckstein EC, Harum K, et a/. Anatomic and biomechanical properties of human
lumbar dura mater. Anesth Analg 1993;76:535-40.

~

w

IS

w

o

~

Garcia-Vitoria C, et al. Reg Anesth Pain Med 2021;0:1-3. doi:10.1136/rapm-2021-102867

ybuAdoo Aq parosloid ebinjjeg
ap sndwe) euojeaIEg AlUN BIB0IQIG 1B 1202 ‘61 AINM U0 /w09 fwq wdey//:dny woiy pepeojumoq “ 120z AINF g1 U0 29820 - 1.202-wdel/9g L L'01 Se paysiignd 1sii) :pajn uled Yisauy Bey



Anexos // 223

Anexo. 1.2. Validation of a bioabsorbable device that seals perforations after

Tuohy needle dural puncture in an ovine model
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ABSTRACT

Background We designed a device to close accidental
dural puncture via the offending puncturing epidural
needle directly after diagnosis of the puncture and
before removing the needle. The aim of this study was

to quantify this device's ability to seal cerebrospinal fluid
leakage.

Methods Forty-six anesthetized adult sheep were
studied in a single-blind randomized controlled fashion
in two equal groups.

An intentional dural puncture was performed with an 18-
gage Tuohy needle on all the sheep between L6 and S1
levels. Contrast medium was injected through the needle.
Twenty-three animals receive treatment with the sealing
device. Two minutes after device placement, or dural
puncture in the control group, a CT scan was performed
on the animals to estimate contrast material leakage.

A region of interest (ROI) was defined as the region

that enclosed the subarachnoid space, epidural space,
and neuroforaminal canal (the vertebral body above

and half of its equivalent height in sacrum below the
puncture site). In this region, the total contrast volume
and the volumes in the epidural space (EPIDURAL)

were measured. The primary outcome measure was

the EPIDURAL/ROI ratio to ascertain the proportion of
intrathecally injected fluid that passed into the epidural
space in both groups. The secondary outcomes were the
total amount of contrast in the ROl and the EPIDURAL.
Results The device was deployed successfully in all but
two instances, where it suffered from manufacturing
defects.

Leakage was less in the study group (1.0 vs 1.4 mL,
p=0.008). The median EPIDURAL/ROI ratio was likewise
less in the study group (29 vs 46; p=0.013; 95% ClI (-27
t0 -3.5)).

Conclusion This novel dural puncture-sealing device,
also envisaged to be used in other comparable iatrogenic
leakage scenarios to be identified in the future, was able
to reduce the volume of cerebrospinal fluid that leaked
into the epidural space after dural puncture. The device

is possibly a valuable way of preventing fluid leakage
immediately after the recognition of membrane puncture.

INTRODUCTION

A widely accepted hypothesis to explain the etiology
of postdural puncture headache (PDPH) after acci-
dental dural puncture (ADP) during attempted
epidural block procedure is the presence of

6,° Miguel A Reina,*** Jose De Andres,®’

58

cerebrospinal fluid (CSF) hypotension after contin-
uous leakage of CSF. This leakage, in turn, can lead
to “brain sagging” and cranial nerve sensory fiber
stretching and stimulation, or intracranial hypoten-
sion.! ? Intracranial hypotension, also due to CSF
loss following ADP, has also been proposed as a
possible cause of PDPH by activating compensa-
tory cerebral vasodilation to maintain intracranial
volume, thereby causing vascular headache.'*

Standard treatment modalities such as epidural
blood patch (or iatrogenic peridural hematoma
formation), by itself a potent cerebral vasocon-
strictor,” and pterygopalatine ganglion blockade,
also a cerebral vasoconstrictor,* are successful for
managing PDPH after it has developed. Although
prophylactic “blood patching” has been proposed,”
to date, it is not used as a first-line approach in clin-
ical practice, and no specific modality or device
is available that can be applied immediately after
detecting ADP while simultaneously attempting
epidural needle placement.

The objective of this study was to evaluate the
ability of a novel system specifically designed for
implantation at the time an ADP has been detected
during an epidural needle placement to seal the
dural perforation and limit CSF leakage. PDPH
serves as an obvious example of its potential use.

METHODS

Intentional dural puncture

Forty-six adult sheep (Ouvis aries) of both sexes were
randomly assigned to one of two groups: animals in
group 1 (n=23) were given a lumbar puncture but
did not receive treatment with the sealing device
and thus acted as controls, while those in group 2
(n=23; the study group) were given a lumbar punc-
ture and received treatment via the sealing device
with the puncturing Tuohy needle. Group alloca-
tion was randomized by codes drawn from a sealed
envelope. The envelopes were opened immediately
before starting the procedure to reveal the random-
ization of each animal.

Clinical protocol

After catheterizing the anterior cephalic vein and
sedating the animals with intravenous dexmedeto-
midine (10 pg/kg), the puncture site was prepared
by shaving the lumbar area and then disinfecting it
with alcoholic chlorhexidine. General anesthesia
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was induced with intravenous propofol (3 mg/kg) and main-
tained with endotracheal administration of sevoflurane delivered
via closed circuit mechanical ventilation in an air and oxygen
mixture at $0% FiO,. Routine monitors were applied and the
animals were kept normothermic, normocapnic, normoxic, and
hemodynamically stable throughout the experiment.

After positioning the animal in the sternal position, a lumbar
puncture was carried out at the midline in the lumbosacral
transitional space (L6-S1) with an 18 G Tuohy epidural needle
(Perican, B-Braun, Melsungen, Germany).

In a previous preliminary study, the data of which is not
included in this study, the authors evaluated different options
in five fresh sheep cadavers to obtain the optimal interspace to
perform the puncture, taking easy identification and angula-
tion comparable to that used in humans into account. CSF was
consistently observed at the needle hub in every specimen when
a puncture was performed at the L6-S1 level.

The needle was passed through the ligamenta flava and
advanced until the appearance of CSF. At this point, 0.4 mL/
kg of ioversol radiopaque contrast (Optiray 320, Guerbet,
Villepinte, France) was injected through the needle.

After the CSF leak was detected and the contrast was injected,
we inserted the sealing system into the animals in the study
group (group 2) according to the method described below. The
Tuohy needle was then removed. In the control group, after the
contrast medium injection, we waited for 2 s before removing
the Tuohy needles. (Two seconds was the average time needed
to insert the sealing kit into the proximal part of the Tuohy. This
was calculated in several implantations of the kit in phantom
models during a pilot study).

Description of the device

We designed and patented” a complete device kit for plugging
ADP holes, including an implant, a barbed unidirectional thread,
an applicator, and a flexometallic cannula. The main element of
this kit is a synthetic patch inserted through the Tuohy epidural
needle directly into the spinal subarachnoid space. The patch has
a central orifice, and the barbed thread passes through this hole,
which facilitates the holding of the implant against the dural sac

Stopper
7

/
e 4
Cannula d
Implant
e
Suture thread
Figure 1  Detail of device to plug dural gaps showing separate

elements and the assembled kit. The thread and patch complex are
housed inside the cannula. a=tip of transfer applicator; b=flexometallic
cannula mounted in transfer applicator; c=distal tip of flexometallic
cannula; d=stopper at proximal end of cannula; e=implant mounted at
distal end of barbed thread.

Table 1 Comparison of epidural leakage by treatment status*
Groups
Without
Variable implant With implant Pvaluett 95%Cl
Sample size, n 23 23
EPIDURAL median 140432 10(02-19) 001 -1.0210-0.02
(range) in mL
ROImedian (range) ~ 3.4(1.7-47) 32 (2.0-438) 0.44 09710037
in mL
EPIDURAL/ROI in 46 (18-84) 29 (10-69) 0.01 -27.0t0-3.5
percentage

EPIDURAL the volume of contrast fluid (in millliters) found in the epidural area; ROI, the total volume of contrast
fluid (in milliiters) found in the region of interest, measured at the L6 and S1 vertebrae, including the fluid enclosed
in the subarachnoid space, epidural space and foraminal canal; EPIDURALIROI, the percentage of contrast fluid
found in the epidural area relative to the total amount of fuid found in the ROL. A higher percentage implies that
proportionally more contrast has leaked into the epidural space.

*Medians, minimums and maximums, p values, and 95% Cis of the variables studied.

1P values compare groups with and without implant

+medpb test used to compare medians for two independent samples using a percentile bootstrap method.
EPIDURAL, total contrast volume and the volumes in the epidural space; RO, region of interest.

by terminal widening (figure 1) that prevents the thread and
patch from separating.

The patch unfolds inside the dural sac once it passes through
the tip of the needle, along with the barbed thread, and then
plugs the puncture hole through which it was inserted. In a
preliminary study (not included), the patch was tested and vali-
dated using phantoms, sheep and human cadavers. All patches
unfolded properly during postmortem quality control.

Table 1 andfigures 2—4 outline the content of the device kit.
The biocompatible materials used in this device and the results
of its bioabsorbability studies are described in the online supple-
mental material.

Technique used in placing the device

After injecting the contrast medium, the proximal end of the
patch applicator was connected via a universal Luer lock connec-
tion to the Tuohy needle (figures 1 and 5). The applicator houses
the folded dural seal patch and the barbed thread inside the
canal near its tip. The flexometallic cannula was then advanced
through the applicator. The cannula pushed the folded implant
and barbed thread through the internal orifice of the Tuohy
needle until the implant passed through the tip of the needle
into the subarachnoid space held by the thread where it unfolded

Figure 2

Implant deployed after the flexometallic cannula has been
advanced through the Tuohy needle to displace the folded patch and
barbed thread into the subarachnoid space. a=the terminal end of the
barbed thread has been modified to be wider in diameter than orifice in
the patch to anchor it into the patch; b=the first millimeter of the thread
is devoid of spines; c=implant; d=cannula positioned at tip of Tuohy
needle.
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Figure 3 Implant and implant-barbed thread complex. (A) Patch
as viewed from interior of intrathecal space. a=patch orifice; b=patch
surface in contact with cerebrospinal fluid. (B) Oblique view of patch.
c=patch surface in contact with arachnoid tissue. (C) Thread pulled
though to anchor it to patch. d=widened terminal end of thread;
e=patch; f=thread.

(figure 2). This step coincided with the complete insertion of the
flexometallic cannula, which was inserted into the hub of the
needle. This prevents the flexometallic cannula from entering
the subarachnoid space. The flexometallic cannula is a hollow
tube that accommodates the full length of the barbed unidi-
rectional thread. The barbed thread is free inside the cannula,
and the internal diameter of the cannula allows the spines of
the thread to be free so that it can move when the cannula is
removed (figures 3 and 4).

The implant has a rectangular shape with an orifice in its
center (figures 2—4). The barbed thread and the implant are not
joined; they are two independent pieces. The first millimeter of
thread does not have spines. Its distal end is barbed such that it
is greater in diameter than the thread so that it is unable to slip
through the orifice of the patch. When the thread/patch complex
is loaded into the Tuohy needle, the distal barb is positioned
such that after it has been deployed, it will be on the surface of
the patch that will be in contact with the CSF. Applying trac-
tion to the thread fixes the implant to the internal surface of the
arachnoid.

After advancing the patch inside the dural sac, the flexome-
tallic guide, applicator, and epidural needle (in that order) were
removed, leaving the patch on the inside of the dural sac. When
the needle was withdrawn, the thread was in the same location

Anexos // 225

Figure 4  Scanning electron micrograph views of thread and thread
anchored in patch. (A) Widened end of thread showing that there is
no spine over the first millimeter of the thread. (B) Spines on thread,
a=spines; b=body of thread. (C) c=widened terminal end of thread
anchored in patch; d=patch; e=orifice of patch.

that the needle originally occupied. For this reason, the outward
traction of the barbed thread ensured that the implant would
remain in position at the site of the dural puncture.

Slight tension was applied to the portion of the thread that
protruded through the skin to force the patch tightly against the
arachnoid layer (internal surface of dural sac). It was then cut at
the skin and it retracted into the subcutaneous tissue.

CT scan study

Two minutes after performing dural puncture in both groups and
placing the implant in the study group, we performed 16 slices
of helicoidal CT scans (Brivo CT385, GE Hangwei Medical
Systems, Beijing, China) with longitudinal and transverse slices
and a scanning area ranging from the thoracic segments to the
coccygeal region to estimate contrast material leakage. For both
groups, the time from puncture to image capture was the same.
The thickness of the CT slices was set as 1.25 mm. After the
patch technique, CT imaging, and scan verification by a veteri-
nary radiologist, the study animals were humanely euthanized.

CT image analysis

The images obtained from the CT scan in digital imaging and
communication format were used to analyze the CSF leak in
the puncture area with Mimics Research software (V.17.0,

Garcia-Vitoria C, et al. Reg Anesth Pain Med 2021;0:1-8. doi:10.1136/rapm-2020-102225
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Materialize, Belgium) according to the following procedure
(figure 6):

1.

Contrast liquid segmentation: segmentation (partitioning
the digital image into multiple segments) was used to sim-
plify a complex image into something easier to analyze.
Segmentation of the radiopaque contrast gave us a clear im-
age of the total liquid mass.

Bone segmentation: the same process was carried out on the
images of the bony structures.

. Definition of the region of interest (ROI): to define the ROI,

the L6 to S1 vertebrae were located, the height of the L6
vertebrae was measured, and the ROI was extended to S1—a
level equivalent to half the height of L6, including the sub-
arachnoid and epidural space and the foraminal canal.

C

Figure 5 (A) Detail of tip of Tuohy needle showing the thread and
patch complex ready to be deployed when the cannula is advanced
to the needle tip. (B) Enlarged view of the thread and patch complex
folded inside the needle lumen. (C) Attaching the transfer applicator
to the Tuohy needle hub using a Luer lock connector. a=tip of Tuohy
needle; b=barbed thread; c=patch; d=cannula.

Figure 6  Analysis of the procedure used. (1A) is a 3D reconstruction
(anteroposterior view) of all contrast liquid seen in the CT study.
(1B)—(3D) reconstruction of bony elements in lumbosacral region
(anteroposterior view). (2A) and (2B) Delimitation of the region of
interest (ROI), sagittal view. (3A) and (3B) Contrast liquid identification
in the ROI in light blue (3A and 3B) showing the sagittal view and

3D reconstruction in the anteroposterior view, respectively). (4A) and
(4B) Inside the ROI, and selection and quantification of contrast in

the epidural area in yellow. (4A) shows a cross-section of CT and the
epidural contrast is marked in yellow. Online supplemental material
and (4B) show an axial cross-section and an anteroposterior view of
3D-reconstructed epidural contrast in the ROI, also marked in yellow,
respectively. The color on the surface of the images was modified using
Adobe Photoshop (Adobe, San Jose, California, USA). The texture was

kept and the color was added to make the images easier to understand.
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4. Contrast liquid segmentation in the ROI (amount of total
liquid found within the ROI): this process gave us a clear
view of the total amount of radiopaque contrast allocated
in the ROL.

5. Inside the ROI, selection and quantification of the contrast
fluid identified in the epidural area (ie, the volume of fluid
found outside the dural sac).

6. Calculation of the proportion of contrast fluid found in the
epidural area with respect to the total amount of contrast
liquid was found in the ROL

Criteria followed for segmentation

We strove to maintain continuity of the structures between
consecutive CT slices (figure 7). To begin the segmentation, a
slice in which the epidural space and subarachnoid space was
best identified with edges clearly seen was chosen. It was then
used to infer the remaining successive slices following the conti-
nuity of the structures. Because the epidural space surrounding
the dura mater, had a coronal circular morphology, we consid-
ered the presence of any liquid on the outside of this circular
structure and extending to the foraminal canal where the nerve
root cuffs exit (figure 7) as leaked fluid.

Figure 7 Cross-sectional view of the CT. CT scan image sequence,

as an example of four consecutive slices (cranial to caudal) in which
epidural and intrathecal contrast were segmented. We followed the
principle of the continuity of the structures to segment the contrast fluid
in the epidural area (blue corresponds to the contrast medium within
the subarachnoid space and yellow represents the epidural space filled
with epidural fat). The colors in the surface of the images were modified
using Adobe Photoshop (Adobe, San Jose, California, USA). The texture
was kept and color was added to make the images easier to understand.

Variables

ROI contrast volume

The quantified total volume of contrast fluid (measured in milli-
meters cubed by CT reconstruction programming) was found in
the ROI defined for the L6 and S1 vertebrae.

Epidural contrast volume

The quantified volume of contrast fluid (measured in millime-
ters cubed by CT reconstruction programming) was found in the
epidural area.

Epidural/ROI volume (%)

To compare the two groups, this variable was defined as the
percentage of contrast fluid found in the epidural area in rela-
tion to the total amount of fluid found in the ROI expressed as
a percentage, thus:

N volume (/) — Epidural contrast volume
Epidural “ggf¢ (%) = 0T consrast volome % 100

Statistical analysis

This was a randomized, single-blinded study in which the data
from the animals of each group were encoded. The person who
evaluated the CT images and measured the variables did not
know that to which group each animal belonged. The codes
assigned to the animals were only exposed after the statistical
analysis had been completed.

The statistical study was carried out using R statistical software
(V.3.6.4).° The effect size was calculated with the pwr.t2n.test
function from the pwr package’ for groups of different sample
sizes (n1=20; n2=23). The alpha error was set at 0.05, the beta
error was 0.8, and the alternative hypothesis was considered
“greater than.” An effect size of 0.77 was obtained. The normality
of the weight and age of the animals was verified with a Shapiro-
Wilk test using the Shapiro test function in the stats package of
R.% Finally, a robust test was performed to compare these two
independent groups using the medpb2 cut medians function
from the WRS2 package.'’ We considered statistical differences
to be defined as p<0.05. The trim level for the means was 0.2.
The data are presented numerically as the medians (minimum to
maximum) and are graphically presented as the medians, inter-
quartile ranges, and minimums and maximums.

Scanning electron microscopy

The implant, the barbed thread, and both of them mounted were
studied under scanning electron microscopy (figures 3 and 4).
The microscopic technique has been described in our previous
papers‘“’”

The primary outcome measure was the total contrast volume
and the volumes in the epidural space (EPIDURAL)/ROI ratio as
a measure of the proportion of intrathecally injected fluid that
passed into the epidural space. Secondary outcomes were the
total amount of contrast in ROI and EPIDURAL.

RESULTS

The implant placement technique was performed without diffi-
culties and in less than 30 s in all but two instances where we
had to restart placement because the implant became stuck
inside the Tuohy needle. This problem occurred because the
patch was not properly folded within the transfer element.
The patches were replaced and the procedures were performed
without further incident. On the radiologist’s advice, we
excluded three cases from the statistical analysis because of the
poor quality of the CT images. These three animals belonged

Garcia-Vitoria C, et al. Reg Anesth Pain Med 2021;0:1-8. doi:10.1136/rapm-2020-102225
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to group 1, which did not receive an implant. The mean weight
(£SD) of all the animals was 42+11 kg and their mean age was
3.0x0.5 years.

The injection was performed at the L6-S1 vertebral level in
all cases due to the scarce anatomical variability of the sheep’s
spine, the ease of recognizing the sacral ridge by palpation, and
the researcher’s accumulated experience in lumbar puncture in
sheep.

Epidural contrast volume was lower in the study group versus
the control group (1.4 vs 1.0 mL, p=0.008, respectively). The
median EPIDURAL/ROI ratio was lower in the study group
(study group=29; control group=46; p=0.013; 95% CI (=27
to -3.5)); in relative terms, 37% less contrast material was
detected outside the epidural space in the study group.

ROI values were not different between the two groups (3.4
mL vs 3.2 mL, p=0.44). There was no statistical difference
between total CSF volumes found at the same level of the dural
sac, represented by the sum of CSF encountered inside the
subarachnoid space plus the epidural space and foraminal canals.

These results are presented in table 1.

The animals were euthanized areas where the device was
placed were dissection and microscopically evaluated. Traumatic
subdural and intrathecal hemorrhage were not found.

DISCUSSION

Over the past decades, there has been scant progress in the
search for techniques to effectively prevent PDPH. The epidural
blood patch procedure is recognized as the most effective
treatment for ADP, although its application requires a second
epidural puncture (which itself is not without new risks) and
the introduction of a volume of autologous blood (that has been
manipulated) that then forms an iatrogenic epidural hematoma.
Using a biologically compatible and inert implant may represent
a method to prevent CSF loss and thus perhaps PDPH. Human
cohort and randomized controlled trials are required to confirm
this. Although ADP was conveniently used (and shown to be
effective) for this study, it could perhaps also be used in future as
yet recognized, defined, and identified analogous scenarios such
as vascular, urinary, or pleural punctures, among others, where
early and efficient sealing immediately after puncture may be
clinically advantageous.

The material chosen for manufacturing the implant was poly
(L-lactide-co-D, L-lactide) copolymer. It has been tested in
various fields of medical diagnosis and therapy. Its biocompati-
bility, degradation, and excretion profile make it one of the most
reliable and proven materials and is approved by the US Food
and Drug Administration.”* The entire kit passed cytotoxicity
and histocompatibility tests were performed in rodents."

Studies of dural lesions caused by different needles have
shown that lesion closure occurs independently in the dura
mater and arachnoid layer.""™" Closure is faster in dura because
of the effect of the dura mater’s elastic fibers. It is slower in the
arachnoid layer because closure requires cellular repair.'* ' In a
clinical setting, the implant we describe would be placed in the
minutes after the generation of the lesion, thus the loss of CSF
would be compensated for by normal CSF production.

The device we tested contained a minute polylactic acid
implant with a specific configuration that allowed it to unfold
once it exited the tip of the Tuohy needle. Thus, the patch
remained inside the dural sac and blocked the gap created by the
epidural puncture needle, taking advantage of the fact that when
the ADP occurred, the needle was already in position at the site
of the perforation.

Given that the 18 G needle in the standard kit has an outer
and inner diameter of 1.3 mm and 1.1 mm, respectively, it is
able to deliver the implant to the inside of the dural sac to plug
the lesion. Moreover, rapid retraction in the lesion diameter—by
up to 809% in the minutes after its generation'>—means that the
implant surface area can easily exceed that of the lesion.

Our proposal is a relatively easy technique to master. Once
the dural lesion has occurred and the CSF leak appears, the
stylet of the Tuohy needle is replaced inside the epidural needle
to prevent more CSF loss, while an assistant opens up the kit.
While the needle is secured with one hand, the system can then
be inserted and threaded.

As for spinal cord injury, the blunt design of the implant
is highly unlikely to injure the spinal cord or the roots of the
cauda equina. However, a great number of epidural techniques
are performed at the lumbar spine, at the level of the dural sac
distal to the termination of the spinal cord. Furthermore, the
first millimeter of the Tuohy needles was inside the subarach-
noid space after ADP, thus the introducer does not come into
contact with the edges of the dural lesion that are protected by
the external surface of the needle. The implant therefore always
opens within the CSF; in addition, the movements of the intro-
ducer and implant do not enlarge the size of the lesion. The
initial CSF leakage ensures that the implant will be placed within
the subarachnoid space and pulled from the inside out, sealing
the dural lesion.

Because the epidural volume and total contrast volume
administered varied between individual animals depending on
their weight, we used the EPIDURAL/ROI ratio as the main
study variable to standardize our measurements. However,
the intrathecal contrast may become distributed cranially or
caudally beyond the delimited area in the immediate proximity
of the puncture site. The amount of contrast medium inside and
outside the epidural space is a metric'” that considers the vari-
ability between each animal caused in part by ventral migration
toward the foraminal canal.

Under normal conditions, the amount CSF leaking past the
implant will most likely be even less than that seen in our results
considering that this experimental method produced an increase
in CSF pressure beyond normal after injecting a 0.4 mL/kg
ioversol solution.

We have to emphasize that the implant is expected to be kept
in place by the traction of the synthetic barbed thread. After
removing the needle, this thread will be anchored in the spinal
ligaments, thus preventing the implant from moving.

If another approach to the epidural space is required, the pres-
ence of the implant does not preclude performing the technique
at a different intervertebral space, similar to what would take
place in non-treated ADPs.

The clinical signs of intracranial hypotension typically appear
after 24 hours. It seems reasonable to speculate that this occurs
because this is when the accumulated leaked volume is relatively
large. However, studies by Reina et al''™"* 7 on leaked volumes
are perhaps more appropriate, as they demonstrate, similar to
the current study, that in the first few minutes after ADP, CSF
leakage is at its highest prior to contraction of dura mater elastic
fibers that reduce the size of the puncture hole.

There are several factors in the observed spread of CSF into
the epidural space in sheep that are not addressed by our current
study and could be viewed as limitations.

First, the present study shows the results of dural closure 2 min
after puncture. We do not know the effect if the implant remains
until its reabsorption. Based on the microscopic studies,"' ™" it
may be acceptable to assume that immediate retraction of the

6
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lesion edges after an acute dural tissue injury could facilitate an
initial reduction in CSF leakage, after which the leakage volume
would tend to decrease until the perforation has completely
healed. We do not know whether the reduction in fluid leakage
from the dural sac into the epidural space contained by the patch
will help to accelerate patient recovery or whether any effects
could be attributed to the patch’s potential to facilitate healing
around the foreign body or to its mechanical effects. In addi-
tion, it remains unknown whether the implant’s irritation of the
edges of the lesion could stimulate local inflammatory mecha-
nisms that might favor faster fibrosis and complete sealing of the
lesion. Future research will be required to clarify these and other
uncertainties regarding the use of this device.

Second, although a significant reduction in CSF leakage was
demonstrated after the application of the patch in this animal
model, because humans have an upright posture and thus
different CSF pressures, it remains to be proven if this device in
fact limits the CSF leakage in human subjects and if this reduc-
tion in CSF leakage will decrease the incidence or severity of
PDPH.

Third, as the results were obtained with a Tuohy 18 G needle,
used at L6-S1 vertebral level, the conclusions are only applicable
to this type of needle and lumbar vertebral level, and future
studies with other types and sizes of epidural needles and intro-
duction equipment will be required.

Finally, because not all patients develop PDPH after ADP, it
remains to be debated following further research if it is ethically
acceptable or feasible to place a device with potential complica-
tions and costs in 100% of patients for a condition (PDPH) that
occurs in less than 100% of patients. The clinical scenarios for
which this device or its future possible modifications are used in
dictate the answer to this question.

This study represents a first step in proposing a new method
to prevent or reduce PDPH using the same needle with which
the dural sac perforation occurred. The effect of this implant
in the short term has been evaluated and future studies will be
necessary to understand its effect in the medium and long term
as well as its safety.

CONCLUSIONS

In conclusion, we have introduced a novel, small, resorbable,
and biocompatible device that effectively reduces flow through
iatrogenic puncture holes made by an 18 G Tuohy needle in the
dura of sheep. Among its potential advantages is the immediacy
of the possible solution, that is, applying it at the time, the ADP
is detected as well as the simplicity of its design. This animal
model represents a first step toward the validation of this new
method and the elements used in it, looking to a possible future
evaluation by cohort via randomized control trials in humans,
and perhaps via modifications in the size or design of the device
for other as yet identified future clinical scenarios that may
develop due to other membrane perforations.
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The bioabsorbable device was made with: (a) an implant, (b) a barbed unidirectional suture, (c)

an applicator, and (d) a flexometallic cannula.

(a) A polylactic acid implant, measuring 3.50 mm in length, 0.80 mm in width, and with
a maximum thickness of 0.43 mm, is intended to plug the leak from inside the dural sac.
Degradation is progressive, and in flat PLA elements, degradation can range from 11 weeks to

more than 1 year."?

(b) A 4-0 barbed unidirectional suture (V-Loc™ 90, Covidien, Dublin, Ireland) coupled
by thermodilation to the patch. Its spicules provide fixation to the muscle and ligament planes it
crosses, thus preventing distal migration. The Covidien V-Loc™ 90 has shallow barbs with
circumferential distribution that grasp tissue at numerous points, spreading tension across the
wound. It is composed of glycolide, dioxanone, and trimethylene carbonate. Tensile strength is
90% at 7 days and 75% at 14 days. Degradation occurs between 90 and 110 days.' Different

authors have studied the properties of barbed sutures and clinical outcomes.””

(c) A transfer element or applicator that houses the patch and thread assembly and allows

transmission to the lumen of the epidural needle with one hand.

(d) A multilayer flexometallic cannula with a polyamide coating containing a braided
mesh (Nordon Medical, Westlake, OH, USA) that in turn houses the barbed suture thread.
Because it is easy to push and does not easily kink, the cannula helps the patch—thread assembly

advance toward the dural sac.
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Anexo 2. Comités éticos

CEU

Universidad
Cardenal Herrera

INFORME CEEA 18/011

El Comité de Etica de Experimentacién Animal (CEEA) de la Universidad CEU-Cardenal
Herrera, reunido en sesidn presencial con fecha 27 de Abril de 2018 ha revisado el
proyecto con titulo “Validacién experimental en ovejas (Ovis aries) de un kit de sellado
rapido de perforaciones durales” remitido por el investigador Carles Garcia Vitoria,
considera que puede llevarse a cabo en las instalaciones de la CEU-UCH y CUMPLE con
las normas basicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en
experimentacion y otros fines cientificos segin vienen estipuladas en el RD53/2013 de
1 de febrero.

Moncada, 27 de Abril de ;018’“
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(5/ Ignaclo Pérez Roger

Av. Seminario. s/n. 46113 Moncada - Valenela
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Anexo 3. Esquema del kit

KIT MONTADO

Soporte de
transferencia

Tope

Implante Cdnvla
Hilo de sutura
C del KIT
Nombre Descripcién Material
Implante Implante de microinyeccion Poly(L-lactide-co-D,L-lactide]

Hilo de sutura

Sutura comercial (4-0)

Glycomer 631 reabsorbible 90

Soporte de transferencia

Fabricacion aditiva por sinterizado

Sinterizado de poliamida PA2200

Cénula Medical Tubing (5 capas) PTFE / Polyimide / Braid /Polyimide / Pebax 72D
Tope Fabricacién aditiva por sinterizado Sinterizado de poliamida PA2200
Adhesivo Adhesivo de uso médico Loctite 4011

0,80

o o KT de sellado dural
FMola 210319
ADG POR: TAMARO: A3\ piezas:
FMolla 2103719 ESCALA: 21 1
wn
N
o

1

"TOLERANCIAS: sto 6 0.1 MATERIAL:
DS Isarmion 10 Poly(Lactide-co-D, Lactide)
COTAS EN mm. mésde3ls + 2 FECHA:
ESTE PLANO E5 PROPIEDAD DEL DIBUJADO POR:
FMolla 2010918
SIN SU CONSENTIMIENTO. APROBADO POR:
NO MEDIR EN EL PLANO FMO”G 20/09/18

ESCALA SOLO ORIENTATIVA

- INSTITUTO DE BIOMECANICA DE VALENCIA

DESCRIPCION:

Sistema de sellado dural - Implante

TAMARNO: A4
ESCALA:

Ne Piezas:
20:1 1
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positive resets for life

Secure. Fast. Effective.

The V-Loc™ Device incorporates an enabling technology that facilitates a smooth closing experience by closing
incisions up to 50% faster without compromising strength or security.'?

Barbs

Unidirectional, shallow barbs with
circumferential distribution
* Grasp tissue at numercus points spreading tension acress the weund
* Evenly spaced barbs throughout the strand provide secure wound dosure

Technique

No change to standard wound
closure technique
* Intuitive/easy to use
* Minimal learning curve
* Potential to elminate the need for third-hand assistance
when dosing complex wounds

Loop
Welded-loop design

* Anchors device securely at the beginning of the incision line,
elimnating the need to tie a knot

Packaging

Unique circular shape package
holds the needle securely in an optimal position

« Designed to minimize package-related memary
« Easy loading into needle driver with no need to adjust
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V-Loc™ 90 Absorbable

Device

V-Loc™ 180 Absorbable
Device

V-Loc™ PBT Non-Absorbable
Device

support is required consistent with

Applications the absorption profile

support is required consistent with
the absorption profile

Tensile o 0 7 days, 80%; 14 days, 75%;

Strength 7 days, 90%; 14 days, 75% 21 days, 65% Permanent
Absorption

Profile 90-110 days 180 days Permanent
Procedural Soft tissue approximation where Soft tissue approximation where

Soft tissue approximation

for soft tissue approximation where use of an absorbable suture is appropriate.

Undyed, violet Clear, green Blue
Color SREEman e =~ - == e
X - - X , - - -
. Glycolide, dioxanone Copolymer of glycolic acid
Composition and trimethylene carbonate and trimethylene carbonate Polybutester
Indications V-Loc™ 90 device and V-Loc™ 180 absorbable wound closure devices are indicated VeLoc™ PBT non-absorbable wound
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Anexo 4. Certificate of Analysis Eurofin
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Product Testing Page 1 of 1
Analytical Report: AAD18226

Eurofins Sample Number: LV19AA8069-1

Version: 1

INSTITUTO DE BIOMECANICA DE VALENCIA . .
Universidad Politécnica de Valencia Client Account Number: A00139320

Camino de Vera s/n Eurofins Quote Number: VZB2PH19041701
Valencia, 46022
ES

Eurofins Sample Number LV19AA8069-1

Original Received Date: 22-May-2019

Description: Duralock

Lot Number: DRL_02_BIO
Analysis Result Unit

Tests for in vitro cytotoxicity (ELUTION TEST) - ISO 10993-12:2012 + ISO 10993-5:2009

RESULT: Not cytotoxic -
Extraction ratio: 6 cm?/mL -
Extraction time: 24 -
Extraction conditions: Dynamic -
Extraction temperature: 37 °C
Negative control: HDPE -—--
Positive control: Latex -
Vehicle: Supplemented culture medium -
Notes: N/A -

Addendum #1: Qualitative and quantitative evaluation
Method: EN ISO 10993-5
Analysis Date: 27-May-2019 to 29-May-2019

Contracted Company: Eurofins Biolab Srl (Vimodrone)

Via Bruno Buozzi, 2, Vimodrone, MI 20090 ltaly
InfoFarma@eurofins.com

Questions about this report should be directed to your project manager or the general email listed above.

Reviewed and electronically signed for Analyst Approval by
Gabriele Sala, Employee
for Eurofins Biolab Srl, on 30-May-2019 12:26:21 UTC+02:00
Reviewed and electronically signed for Technical Supervisor Approval by
Francesco Ranzini, Employee
for Eurofins Biolab Srl, on 30-May-2019 12:37:06 UTC+02:00
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Analytical Report: AAD18226, Eurofins Number: LV19AA8069-1, Version: 1

\‘;: e u r Of i n S In vitro cytotoxicity ISO10993-5:2009 1-P-PR-TEM-9005812
)

Test on extracts-NRU Addendum N. | 1

Study ID: n Sample ID: LV19AA8069-1
Test start: 27/05/2019 Test end: 29/05/2019
[ Cell line [ |
| Mammal fibroblasts BALB/3T3 clone A31 (ATCC® CCL163™) | American Type Culture Collection (ATCC) |
Reagent Batch
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) Sigma-Aldrich RNBH3367
Fetal Bovine Serum (FBS) Sigma-Aldrich 17A515
Penicillin/Streptomycin solution Lonza 8MB208
QUALITATIVE EVALUATION
Contact time: 24 h
Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Replicate 4 | Replicate 5 | Replicate 6
Blank
Vehicle control [ 0 0 0 0 0
Negative control 0 0 0 4 4 4 Positive control
Test Sample 2 2 2 2 2 2
INTERPRETATION OF RESULT
Grade Conditions of all Cultures
L] None Discrete intracytoplasmic granules; no cell lysis; no reduction of cell growth
Not more than 20% of the cells are round, loosely attached and without intracytoplasmic granules or
1 Slight show changes in morphology; occasional lysed cells are present; only slight growth inhibition
observable
2 Mild Not more than 50% of the cells are round, devoid of ir y ic granules; no ive cell
lysis; not more than 50% growth inhibition observable
3 Moderate Not more than 70% of the cell layers contain rounded cells or are lysed; cell layers not completly
destroyed but more than 50% growth inhibition observable
4 Severe Nearly complete or complete destruction of the cell layers
ACCEPTANCE CRITERIA
Negative control Positive control
Grade <1 VALID Grade 23 VALID
RESULTS
Reactivity grade
’ Test Sample 2
[ Rev.8 [ Local Reference: Mod. PS/TOX/020.8 I

Page 1 of 2
| ohis document s copyright of Eurolins Scientific Group | Documento completo appovato in ETQ | 9




Anexos // 239

Analytical Report: AAD18226, Eurofins Number: LV19AA8069-1, Version: 1

In vitro cytotoxicity 1ISO010993-5:2009

1-P-PR-TEM-9005812

&% eurofins

Test on extracts-NRU

nagoraum | 1

Study ID: " Sample ID: LV19AA8069-1
Test start: 27/05/2019 Testend: 29/05/2019
QUANTITATIVE EVALUATION - 540 nm
Contact time: 24 h
Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Replicate 4 | Replicate 5 | Replicate 6
Blank 0,041 0,046 0,054 0,062 0,069 0,061
Vehicle control 1,188 1,336 1,327 1,282 1,365 1,134
Negative control 1,175 1,317 1,239 0,052 0,051 0,053 Positive control
Test Sample 0,925 1,007 0,968 0,968 0,998 0,975
MEAN, STANDARD DEVIATION, CV% AND VIABILITY
Mean OD Standard Deviation cv% eang pean Viability %
oD OD gianks
Blanks 0,056
Vehicle control 1,272 0,092 7,203 1,217 100
Negative control 1,244 0,071 5,718 1,188 98
Positive control 0,052 0,001 1,923 -0,004 [
| Test Sample 0,974 0,029 2,955 0,918 | 75 |
ACCEPTANCE CRITERIA
Vehicle 2 0,3
| Mean OD VALID
Negative control Positive Control
270% <70%
Quantitative VALID VALID
Evaluation
Vehicle control Negative control Positive control Test Sample
CV between
Replicates VALID VALID VALID VALID
$15%
OD “"ca“l -0OD r:lcnnk
% viability = ——"" " %100
OD mean mean
Vehicle blank
INTERPRETATION OF RESULTS
Reduction of Viability Result
<30% Not Cytotoxic
>30% Cytotoxic
RESULTS
Reduction Viability % (*)
Test Sample 25 NOT CYTOTOXIC
0 (% viabilty test flem 2 vehicle); 100 (% viabilty test fem < Blank)
Rev.8 ‘

Local Reference: Mod. PS/TOX/020.B ‘

©This document is copyright of Eurofins Scientific Group j

Documento completo appovato in ETQ

\ Page 2 of 2

Reviewed and electronically signed for Analyst Approval by
Gabriele Sala, Employee

for Eurofins Biolab Srl, on 30-May-2019 12:26:21 UTC+02:00
Reviewed and electronically signed for Technical Supervisor Approval by
Francesco Ranzini, Employee
for Eurofins Biolab Srl, on 30-May-2019 12:37:06 UTC+02:00
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Anexo 5. Acute Systemic Toxicity Test on “Duralock”. Eurofins

Analytical Report: AAD38014, Eurofins Number: STULV19AA2251-1, Version: 1

&% eurofins

Medical Device

Testing
Page: 1 of 10
ACUTE SYSTEMIC TOXICITY TEST ON
“Duralock”

Contract n: NCDNPH190077-01
Sponsor: Instituto de Biomecanica de Valencia

Camino de Vera s/n. Edificio 9C

46022 Valencia

Spain
Test Facility: Eurofins Biolab Srl

Via B. Buozzi, 2

20090 Vimodrone (MI)

Italy
Test item: Duralock

Eurofins Biolab Srl — via B.Buozzi 2, Vimodrone (Milano), Italy - P.IVA / VAT Number: 007620140960
Tel: +39-022507151 — Fax: +39-022507 1599 — E-mail: InfoFarma@eurofins.com
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SUMMARY
On the test item “Duralock” a biological evaluation was carried out to evaluate its toxicity by means of the following
test:

- Systemic toxicity test according to ISO 10993-11:2017

To perform the systemic toxicity test, according to ISO 10993-12, two extracts of the test sample, one in non-polar
vehicle, Cottonseed Oil, and one in polar vehicle, Sodium Chloride Injection (0.9%), were prepared immersing the
device in the relative solvent in order to reach a surface/volume ratio of 6 cm?/ml and incubating at (50 + 2) °C for (72 +
2) h in dynamic conditions (orbital stirrer).

50 ml/kg of the test sample extract in Sodium Chloride Injection were intravenously injected in one group of 5 mice
(treated group) and 50 mi/kg of the test sample extract in Cottonseed Oil were intraperitoneally injected in another
group of 5 mice (treated group).

Sodium Chloride Injection and Cottonseed Oil were injected with the same modality in other two group used as
control.

The rate of injection didn’t exceed 2 ml/min.

The animals were observed immediately after the injection and after 4, 24, 48 and 72 hours.
Clinical signs, systemic effects and mortality (if present) were recorded.
Body weight has been measured immediately before the injections, 24, 48 and 72 hours after the injections.

Clinical symptoms
In none of the treated and control animals toxic signs or symptoms were observed.

Mortality
In none of the treated and control animals mortality was observed.

Weight increase

The weight increase of treated and control animals was conform to species, strain and sex.

On the basis of the results, interpreted according to ISO 10993-11:2017, the test item “Duralock” DOESN’'T CAUSE
toxic symptoms and SATISFIES the requirements of the test.

Eurofins Biolab Srl — via B.Buozzi 2, Vimodrone (Milano), Italy - P.IVA / VAT Number: 007620140960
Tel: +39-022507151 — Fax: +39-022507 1599 — E-mail: InfoFarma@eurofins.com
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INTRODUCTION

This study has been carried out at the Test Facility Eurofins Biolab S.r.l. on behalf of the Sponsor on the test item
“Duralock”.

EXPERIMENTATION START END RESEARCHER
Systemic toxicity 31/05/2019 07/06/2019 D- Wistretta
. Romano

BIBLIOGRAPHY

- 1SO 10993-11:2017 Biological evaluation of medical devices Part 11: Tests for systemic toxicity
- 1SO 10993-12:2012 Biological evaluation of medical devices Part 12: Sample preparation and reference materials
-ISO 10993-2: 2006 Biological evaluation of medical devices Part 2: Animal welfare requirements

FILING

All raw data are filed in the archives of Eurofins Biolab S.r.I. for 10 years after the issuing of the Final Report.

Retained sample has not been kept.

At the end of the conservation period, the Sponsor may request an extension of the conservation of all or part of the
documents/products for a further period, or their restitution. A suitable agreement shall be drafted in this case.

PROCEDURES
All procedures used during this study are recorded in the Test Facility Eurofins Biolab S.r.I.

Eurofins Biolab Srl — via B.Buozzi 2, Vimodrone (Milano), Italy - P.IVA / VAT Number: 007620140960
Tel: +39-022507151 — Fax: +39-022507 1599 — E-mail: InfoFarma@eurofins.com
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TEST ITEM

The test item consists of a medical device.

Name Duralock

Code From 1to 9

Stability 2 months

Sterilization B Ray

Type of material Synthetic polymer

ANALYZED SAMPLE

The test sample, representative of the test item, consists of a white plastic piece, the surface of the device is 45

cm?, as declared by the Sponsor.

Batch DRL_02_BIO

Manufacturing date 03/05/2019

Expiry date Not provided

CoA Not provided

Storage Room temperature

Zarczl Registration IP-LV-2019142-ADK
umber

Receiving date

22/05/2019

Material item aliquot

LV-MAT-HUGM-19-142-0645:a

The test item and the information concerning the test item were provided by the Sponsor.
All data related to the test item are under the responsibility of the Sponsor and have not been verified by the test facility.

Eurofins Biolab Srl — via B.Buozzi 2, Vimodrone (Milano), Italy - P.IVA / VAT Number: 007620140960
Tel: +39-022507151 — Fax: +39-022507 1599 — E-mail: InfoFarma@eurofins.com
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Experimental Report
TEST METHOD
Characterization
Species: Mouse
Strain: ICR (CD-19®)
N.: 20 (10 + 10)
Sex: Male
Weight: 29.2-33.4 g at the beginning of the test
Age: Young adult
Supplier: Charles River — Calco (LC)
Receiving number: 092
Food: 4RF21 Batch: 344706
Bedding: BK8-15 Batch: 02132190128

Justification of assay system
Mouse has been used for this test because of the recommendation of ISO 10993-11- current edition.

Quarantine

Before being used in this study, the animals were kept in quarantine for five days.
During this period they were daily observed by a veterinarian.
At the end of the quarantine week, the animals were carefully examined in order to evaluate their suitability for the

study.

Animal selection

The animals used for this study were randomly selected from those suitable and available at that time.

Caging

The animals were caged according to internal procedure.

The housing room was lit with fluorescent lamps 12 hours per day. Room temperature and humidity were regulated by
a conditioning plant and were continuously monitored. Recordings of the housing conditions are being retained in
Eurofins Biolab S.r.l. files.

Cleaning and disinfection
The cages and the housing room were cleaned before animal accommodation, then periodically disinfected.

Feeding

Animals have been fed with standard pellet complete diet supplied by the authorized breeder.
Watering

Filtered tap water from local network was supplied ad libitum from an automatic watering system.
Animal identification

Each animal was identified with an indelible painting in different parts of the body:

No sign 1

Head 2

Back 3

Tail 4

Head-Tail 5

Cages were labelled.

Materials
Sodium Chloride Injection
Cottonseed Oil

Batch: 18C2803
Batch: MKCF5124

Supplier: Eurospital
Supplier: Sigma

Eurofins Biolab Srl — via B.Buozzi 2, Vimodrone (Milano), Italy - P.IVA / VAT Number: 007620140960
Tel: +39-022507151 — Fax: +39-022507 1599 — E-mail: InfoFarma@eurofins.com
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EXPERIMENTAL DESIGN
The experimental design consisted of 4 groups (2 treated and 2 control) each consisting of five male mice. The animals
were subdivided in groups as follow:

INJECTION DOSE
GROUP ADMINISTRATION LIQUID ROUTE (mi/kg) N. ANIMALS
Treated Sodium Chloride Injection LV, 50 5
extract
Control Sodium Chloride Injection LV. 50 5
Treated Cottonseed Oil extract I.P. 50 5
Control Cottonseed Oil I.P. 50 5

I.V.: intra-venous
I.P.: intra-peritoneal

Sample preparation

According to ISO 10993-12, two extracts of the test sample, one in non-polar vehicle, Cottonseed Oil, and one in polar
vehicle, Sodium Chloride Injection (0.9%), were prepared immersing the device in the relative solvent in order to reach
a surface/volume ratio of 6 cm2/ml and incubating at (50 + 2) °C for (72 + 2) h in dynamic conditions (orbital stirrer).

Fresh extracts was used for the test (within 24 hours from its preparation).
In particular extracts were stored in fridge (5°C + 3°C) for less than 24 hours before their use.

No abnormalities were observed in extracts appearance: no signs of particles, clouding, discoloring or chemical
precipitation were recorded; the extracts were not filtered before use.

Treatment

Animals have been treated with a single injection of test sample extracts (treated groups) and extraction vehicles
(control groups) with a dose of 50 ml/kg, that is the maximal dosage volume for mice through intra-venous and intra-
peritoneal route, according to Experimental Design.

The rate of injection didn’t exceed 2 ml/min.

Body weight measurement
Body weight of all animals has been measured immediately before the injections, 24, 48 and 72 hours after the

injections.

Eurofins Biolab Srl — via B.Buozzi 2, Vimodrone (Milano), Italy - P.IVA / VAT Number: 007620140960
Tel: +39-022507151 — Fax: +39-022507 1599 — E-mail: InfoFarma@eurofins.com
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OBSERVATIONS
All animals have been observed after injection and after 4, 24, 48 and 72 hours.
Eventual clinical signs (time of onset, degree and duration) and/or eventual mortality have been recorded for each
animal.
Animals were observed for the following systemic effects: tremors, hair bristling, diarrhoea, abdominal pain,
sialorrhoea, depression state of sensorium, state of excitement, polypnoea, hypopnoea, tachycardia, cyanosis, ataxia,
convulsions, nose-bleeding.
Other clinical signs described in ISO 10993-11, Annex C, (if present) has been recorded.

INTERPRETATION OF THE RESULTS

The test conditions are satisfied if none of the animals treated with the extract of the sample show significantly greater
biological reactivity than control group.

If any of the treated animals with the sample show slight signs of biological reactivity, and no more than one animal
shows gross symptoms of biological reactivity or dies, the test must be repeated using groups of 10 mice.

The conditions of the repeated test are satisfied if during observation period none of the animals treated with the extract
of the sample show a biological reactivity greater than the animals treated with the control.

If two or more mice die, if two or more mice show abnormal symptoms as convulsions or weakness or if the weight loss
is greater than 10% in 3 or more animals, the test substance does not satisfy the requirements of the test.

Eurofins Biolab Srl — via B.Buozzi 2, Vimodrone (Milano), Italy - P.IVA / VAT Number: 007620140960
Tel: +39-022507151 — Fax: +39-022507 1599 — E-mail: InfoFarma@eurofins.com
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RESULTS

WEIGHT AND CLINICAL SYMPTOMS OF ANIMALS TREATED WITH 50 mi/kg OF SODIUM CHLORIDE
INJECTION EXTRACT

START END CLINICAL SYMPTOMS
AN',"}"’*" WEIGHT | WEIGHT (h)

: (@) @ 0 4 24 48 72
1 29.9 334 0 0 0 0 0
2 29.7 32.0 0 0 0 0 0
3 20.8 31.9 0 0 0 0 0
4 30.1 326 0 0 0 0 0
5 293 32.3 0 0 0 0 0

0: No Symptoms, 1:tremors, 2:hair bristling, 3:diarrhoea, 4:abdominal pain, 5:sialorrhoea, 6:depression state of sensorium, 7:state of excitement,
8:polypnoea, 9:hypopnoea, 10:tachycardia, 11:cyanosis, 12:ataxia, 13:convulsions, 14:nose-bleeding, M:death.

WEIGHT AND CLINICAL SYMPTOMS OF ANIMALS TREATED WITH 50 ml/kg OF SODIUM CHLORIDE

INJECTION
START END CLINICAL SYMPTOMS
ANL'}"“'- WEIGHT | WEIGHT (h)
: @) (@) 0 4 24 48 72
1 20.5 31.6 0 0 0 0 0
2 29.2 29.9 0 0 0 0 0
3 29.9 30.9 0 0 0 0 0
4 30.1 32.4 0 0 0 0 0
5 29.4 31.2 0 0 0 0 0

0: No Symptoms, 1:tremors, 2:hair bristling, 3:diarrhoea, 4:abdominal pain, 5:sialorrhoea, 6:depression state of sensorium, 7:state of excitement,
8:polypnoea, 9:hypopnoea, 10:tachycardia, 11:cyanosis, 12:ataxia, 13:convulsions, 14:nose-bleeding, M:death.

WEIGHT AND CLINICAL SYMPTOMS OF ANIMALS TREATED WITH 50 milkg OF COTTONSEED OIL

EXTRACT
START END CLINICAL SYMPTOMS
ANL’}"AL WEIGHT | WEIGHT (h)

: (@) (@) 0 4 24 48 72
1 304 32.2 0 0 0 0 0
2 31.0 338 0 0 0 0 0
3 30.3 328 0 0 0 0 0
4 334 34.9 0 0 0 0 0
5 322 333 0 0 0 0 0

0: No Symptoms, 1:tremors, 2:hair bristling, 3:diarrhoea, 4:abdominal pain, 5:sialorrhoea, 6:depression state of sensorium, 7:state of excitement,
8:polypnoea, 9:hypopnoea, 10:tachycardia, 11:cyanosis, 12:ataxia, 13:convulsions, 14:nose-bleeding, M:death.

WEIGHT AND CLINICAL SYMPTOMS OF ANIMALS TREATED WITH 50 mi/lkg OF COTTONSEED OIL

START END CLINICAL SYMPTOMS

ANm"AL WEIGHT | WEIGHT (h)
: ) (@) 0 4 24 48 72
1 32.0 338 0 0 0 0 0
2 314 33.1 0 0 0 0 0
3 30.9 327 0 0 0 0 0
4 33.4 34.8 0 0 0 0 0
5 31.8 33.2 0 0 0 0 0

0: No Symptoms, 1:tremors, 2:hair bristling, 3:diarrhoea, 4:abdominal pain, 5:sialorrhoea, 6:depression state of sensorium, 7:state of excitement,
8:polypnoea, 9:hypopnoea, 10:tachycardia, 11:cyanosis, 12:ataxia, 13:convulsions, 14:nose-bleeding, M:death.

Eurofins Biolab Srl — via B.Buozzi 2, Vimodrone (Milano), Italy - P.IVA / VAT Number: 007620140960
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DISCUSSION OF RESULTS

Weight increase
The weight increase of treated and control animals was conform to species, strain and sex.

Mortality
In none of the treated and control animals mortality was observed.

Clinical symptoms
In none of the treated and control animals toxic signs or symptoms were observed.

DEVIATION
No deviation has been recorded during the study.

CONCLUSIONS

Page: 10 of 10

On the basis of the results, interpreted according to ISO 10993-11:2017, the test item “Duralock” DOESN’'T CAUSE

toxic symptoms and SATISFIES the requirements of the test.

This test report may not be reproduced in part unless expressly approved in writing by Eurofins Biolab S.r.I.

The test results relate only to the tested items. Sampling, except specific indication on test report, is always intended to be made by the

Sponsor. Characterization of the test sample is under Sponsor responsibility.

Eurofins Biolab Srl — via B.Buozzi 2, Vimodrone (Milano), Italy - P.IVA / VAT Number: 007620140960

Tel: +39-022507151 — Fax: +39-022507 1599 — E-mail: InfoFarma@eurofins.com

Reviewed and electronically signed for Study Technical Supervisor Approval by

Alessandro Moschetti, Employee
for Eurofins Biolab Srl, on 21-Jun-2019 16:35:56 UTC+02:00
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Anexo 6. Maniqui para inyeccion epidural y espinal P61(1017891)
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Maniqui para inyeccion epidural y espinal P61 (1017891)
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Introducciéon

Muchas gracias por la compra de este maniqui de gran calidad. Antes de la puesta en marcha del aparato lea
atentamente las instrucciones de uso, para lograr un funcionamiento impecable y poder trabajar siempre con el
producto satisfactoriamente. El maniqui para inyeccion epidural y espinal es adecuado tanto para estudiantes de
medicina como para la formacion continua individual de profesionales.

La inyeccién epidural y espinal le convencera por su respuesta tactil y acistica extremadamente realista, lograda
gracias a materiales de calidad y resistentes. Su composicién compacta y ligera permite un uso muy flexible. Los
reducidos costes de funcionamiento y su manejo intuitivo garantizan unos resultados excelentes durante mucho
tiempo.

Resumen de las funciones:

« Anestesia epidural realizable con Loss-of-Resistance y técnica ,Hanging-Drop*.

- Anestesia espinal con resistencia realista de la duramadre-aracnoides, con o
sin canula de guiado.

« Canal espinal lleno de liquido cefalorraquideo con velocidad realista de salida de fluido gracias al ajuste de
exceso de presion

« Colocacién del catéter epidural en el espacio epidural

- Sistema cerrado de agua

« Limpieza sencilla

Desarrollado y fabricado en Alemania.
Suministro
El maniqui para inyeccién epidural y espinal (P61) se compone de:

1x cuerpo base

1x carril de vértebras

1x conjunto LOR (Loss-of-Resistance)

1x piel

1x canal espinal con conexién

1x depdsito de retencién de agua

1x tubo de 10 cm

2 x jeringas de 100 ml con tapa

1x anillo separador para jeringa

1x tubo de prolongacién para técnica ,Hanging-Drop*“
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Instrucciones rapidas
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Montaje:

Nota: El maniqui viene ya montado en el momento del suministro.

- Colocar el cuerpo base sobre la espalda

« Insertar el canal espinal y tirar una vez con fuerza del tubo introducido (desde atrds)

« Empujar el conjunto LOR en el carril de las vértebras, luego apretar contra el cuerpo base
- Colocar la capa de espuma

« Fijar la piel

« Encajar el depdsito de retencién de agua con las aperturas en posicion media

« Introducir el tubo de 10 cm en el recipiente y cuerpo base

Puesta en funcionamiento y uso:
Modo epidural y espinal:

« Poner un anillo separador en una de las jeringas

« Llenar con agua desde el tope hasta 40 ml

« Aplicar la jeringa desde atras en el canal espinal

« Presionar el émbolo de la jeringa hasta notar resistencia (canal espinal lleno)
« Fijar la jeringa en el cuerpo base

« Listo para ser utilizado

Modo ,,Hanging Drop“:

« Seguir los pasos del modo epidural y espinal

« Meter el tubo de prolongacién con el extremo perforado en la segunda apertura del depédsito de retencién de
agua

- Poner en el tubo la segunda jeringa sin tapa

« Listo para ser utilizado
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Explicaciones sobre ejecucion médica
Informacién general

Estas instrucciones de uso describen como estudiantes y profesionales pueden aprender o practicar la realizacion
de una anestesia espinal o epidural en el maniqui, bajo la supervision de expertos. También se puede simular, con
una técnica andloga, la puncién de liquido cefalorraquideo.

Estas instrucciones no se pueden usar como sustituto de un manual clinico de anestesia regional o reemplazar la
formacion clinica de un anestesista profesional.

El maniqui sirve en lo esencial para practicar las maniobras bésicas y el desarrollo de una anestesia regional en la
zona medular, en un entorno anatémico y tactil de gran realismo.

En esta descripcion no se abordan la indicacién, fisiologia/patofisiologia o riesgos y efectos secundarios de una
anestesia regional en la zona medular. Para ello se deberd consultar la literatura médica pertinente.

Lo mismo se aplica para el uso y farmacologia de los anestésicos locales empleados para los pacientes. En el
maniqui no se puede simular el efecto de medicamentos.

En especial no se pueden simular efectos secundarios o errores en la administraciéon de medicamentos, p.e.
inyeccién intravasal.

La realizacion de la anestesia regional en la zona medular se debe hacer seguin estandares internos del centro.
Esto se aplica particularmente a directrices sobre higiene, control de circulacién y medicamentos usados.

Incluso al practicar con el maniqui, la practica y aprendizaje se han de hacer segun los estdndares internos del
centro respectivo para este tipo de anestesia. Excepto en lo que toca a control circulatorio y efecto farmacoldgico
de los anestésicos locales, se pueden ejecutar de forma realista todas las etapas de la anestesia regional.

Uso del material de trabajo

Para la realizacién de una anestesia regional en la zona medular se pueden usar todos los materiales habituales.
La piel de silicona puede tratarse con los desinfectantes habituales.

Sobre la piel de silicona se puede adherir todo tipo de esparadrapos vy tiritas convencionales, que en general se
pueden retirar luego sin dejar restos. Los apdsitos plésticos tienen una adherencia reducida sobre silicona.

Formacién en el maniqui

Para la préctica con el maniqui se recomienda atenerse a los estdndares internos del centro de salud y seleccionar
procedimientos andlogos a los usados en pacientes, incluyendo el instrumental empleado de forma habitual. No
se necesitan agujas especiales. Se pueden usar todas las agujas espinales y epidurales mas comunes.

Ya desde la formacién con el maniqui se aconseja trabajar de forma estéril y respetando los estandares sobre
higiene.
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Orientacién anatémica

El maniqui estd conformado para permitir una orientacién anatémica analoga a la de un paciente real. Se muestra
toda la regién lumbar de la columna vertebral. Los ensayos de puncién se pueden hacer desde L1/L2 a L4/L5.

Th11-Th12 Umbral de frustracion _ Th11-Th12
Th12-L1 Umbral de frustracién L12
L1-L2 Lateralmente oval 2.3 . ) \
L2-L3 Normal, pequefio 134 % ¥ ;
L3-L4 Normal, grande }

L4-5 \k ‘/

L4-L5 Normal, medio \

A través de la piel y el tejido adiposo subcutaneo se

pueden notar las apdfisis espinosas (Processus

spinosi). También son perceptibles las crestas iliacas

(borde superior del ala del ileon). La linea que une las alas del ileon (linea intercrestal, linea de Tuffier) pasa por el
espacio intervertebral L3/L4.

Desde aqui se puede identificar y denominar el resto de espacios intervertebrales.

La puncién se puede hacer con el sujeto de pie o tumbado.

Se puede elegir un proceso mediano o paramediano.

La piel de silicona se puede pintar con un rotulador soluble en agua, para marcar los puntos de referencia
anatémica. Las marcas se pueden eliminar luego con agua.

Anestesia espinal
Procedimiento

Se realiza en primer lugar la orientacion anatémica y la determinacién del espacio intervertebral en el que se hara
la puncién. Se puede hacer con el maniqui en posicién tumbada o de pie.

Los puntos de orientacion anatémica se pueden marcar con un rotulador borrable. Posteriormente, se efectia la
preparacién de la anestesia espinal seguin estdndares internos de la clinica.

Se prepara el material que se debe emplear y se comprueba su funcionalidad e integridad.

Se recomienda respetar las directrices habituales de higiene ya desde la practica con el maniqui, trabajando de
forma estéril.

La zona donde se hard la puncién se limpia con desinfectante segln estdndares internos del centro y se cubre de
forma estéril con una tela con orificio.

Tras una nueva comprobacién de los puntos de orientacién anatémica, se puede introducir una cdnula de guiado.
Con la misma se atraviesa la piel y el tejido adiposo subcutdneo. La aguja espinal se introduce mediante la canula
de guiado. Tras superar el tejido adiposo subcuténeo, la aguja llega al ligamento interespinoso. Aqui se notard una
resistencia tipica. Tras unos 5 cm se llega a la duramadre, que se atraviesa venciendo una tipica resistencia
eldstica (goma). EI mandrin de la aguja espinal se puede retirar antes o después de atravesar la duramadre. Tras
atravesar la duramadre y retirar el mandrin, se llena la aguja espinal con liquido cefalorraquideo y se puede
inyectar un anestésico local segln procedimiento habitual. La velocidad con la que se llena la aguja espinal con
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falso liquido cefalorraquideo y la presién con la que sale el mismo dependen de la presién en la cdmara de liquido
cefalorraquideo, regulable con una bolsa de aire y el émbolo de jeringa. Si la velocidad de salida del liquido
cefalorraquideo es demasiado elevada, se puede reducir la cantidad de agua en la jeringa de 55 ml a 50 ml.

El falso liquido cefalorraquideo es sencillamente agua. Con ello se ilustra el tipico efecto de flujo lento en un
barbotaje (aspiracién de liquido cefalorraquideo) con anestésicos locales hiperbdaricos.

Tras retirar la aguja espinal, el punto de puncién se cierra de nuevo y no sale mas liquido cefalorraquideo.
El punto simulado de puncion se puede cerrar con una tirita convencional.

Anestesia epidural
Procedimiento

Se hace en primer lugar la orientacién anatomica y la determinacién del espacio intervertebral en el que se hara la
puncién. Se puede realizar con el maniqui en posicién tumbada o de pie.

Los puntos de orientacién anatémica se pueden marcar con un rotulador borrable. Luego se hace la preparacion
de la anestesia epidural seglin estdndares internos de la clinica.

Se prepara el material a emplear y se comprueba su funcionalidad e integridad.

En especial se debe comprobar antes de la puncién la compatibilidad y penetrabilidad de la aguja de puncion,
catéter y conector.

Se recomienda respetar las directrices habituales de higiene ya desde la practica con el maniqui, trabajando de
forma estéril.

La zona donde se hard la puncién se limpia con desinfectante seguin estdndares internos del centro y se cubre de
forma estéril con una tela con orificio.

Tras una nueva comprobacién de los puntos de orientacién anatémica, se puede hacer la puncién.

Método de pérdida de resistencia (Loss-of-Resistance)

El espacio epidural se muestra en el maniqui con una cavidad situada justo antes del conducto de la duramadre.
En la parte dorsal, el espacio esta limitado por el bloque de tejidos que simula los ligamentos y tejidos en los
espacios intervertebrales. Es de unos 40-45 mm de profundidad.

La puncién se puede hacer en la linea media o como puncién paramediana.

Tras atravesar la piel, el recorrido hasta llegar al espacio peridural es de ca. 50 mm.

Normalmente para la puncién se usa una aguja Tuohy.

Tras una nueva identificacién de las apdfisis espinosas, se atraviesa la piel de silicona con la aguja Tuohy provista
de mandrin. Durante la puncién, la aguja se debe guiar con el bisel perpendicular (apertura lateralmente), para que
en caso de perforacion accidental de la duramadre dicha perforacion sea lo méas reducida posible.

Al mover la aguja por el lig. interespinoso, se nota una resistencia tipica. Tras retirar el mandrin se aplica en el

cono de la aguja Tuohy una jeringa llena de liquido, de facil manejo. La aguja se encaja después en el émbolo de
jeringa, aplicando una presion suave pero constante. Al llegar al espacio epidural, se produce una pérdida tipica
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de resistencia al inyectar el fluido. La aguja Tuohy se gira ahora 90°, con la apertura hacia arriba, y se vuelve a
inyectar fluido para verificar la posicién en el espacio epidural. Tras retirar la jeringa se puede empujar sin
resistencia el catéter en el espacio epidural, mediante la aguja. Si el catéter no se deja introducir, se puede
empujar la aguja 1-2 mm mds y volver a intentar introducir el catéter.

Si la puncion se hace demasiado cerca del borde inferior de la apdfisis espinosa superior, la introduccién del
catéter puede verse complicada.

Si el catéter no se puede introducir mediante la aguja epidural, no se puede en ninguin caso retirar el catéter
mediante la aguja colocada, ya que podria atravesar la misma. En este caso, deben retirarse conjuntamente aguja
y catéter.

Tras empujar el catéter hasta la profundidad deseada, se retira la aguja por el catéter colocado y se fija el catéter
con esparadrapo segun criterios internos de la clinica.
No se puede mostrar la técnica de subtunelado con el maniqui.

Técnica de gota pendiente (,,Hanging Drop*)

En el maniqui se puede simular igualmente la técnica de gota pendiente. Con esta disposicién se puede crear una
subpresion en el espacio epidural (Vea el procedimiento de ajuste del gotero, pdgina 6).

La aguja Tuohy se introduce de forma andloga al procedimiento antes explicado, a través de piel, tejido subcuta-
neo y lig. interespinoso. El mandrin, sin embargo, se retirara solo un poco antes de llegar al espacio epidural.
Luego se llena con fluido la base de la aguja, en su mayor parte transparente, para que en la apertura se genere
una gota pendiente. Se sigue empujando la aguja. Al llegar al espacio epidural, la gota se vuelve a introducir en la
aguja por la subpresién generada manualmente con la segunda jeringa de 100 ml. El catéter se empuja de la
misma forma que ya se ha explicado.
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PMF

En la ejecucion del Loss-of-Resistance, la presion en la jeringa disminuye demasiado pronto.
El conjunto LOR ha superado su mdxima tasa de perforacion y debe sustituirse con un conjunto de recambio
(1017893).

No se percibe resistencia ni ruido en la perforacion.
El conjunto LOR ha superado su maxima tasa de perforacion y debe sustituirse con un conjunto de recambio

(1017893).

La piel muestra sintomas claros de desgaste o se descompone en los lugares mas frecuentes de perforacién.

La piel ha superado su mdxima tasa de perforacion y debe sustituirse con un conjunto de recambio (1017892).

Los cuencos de vacio tienen muy poca adherencia.
En este caso hay que humedecer levemente los cuencos para lograr una adherencia mdxima. En caso
contrario, posicionar sobre una superficie lisa.

En la realizacion de la anestesia espinal, tras llegar a la cdmara espinal no sale liquido de la aguja espinal.
La presion en la jeringa colocada ha bajado por un nimero excesivo de simulaciones. Se ha de rellenar y
conectar de nuevo la jeringa, como se explica en ,Puesta en funcionamiento y uso*. Si con ello no se logra el
resultado deseado, se ha perforado excesivamente el tubo espinal (ha superado su mdxima tasa de
perforacion), debiendo sustituirse con un conjunto de recambio (1017893).

El agua sale de continuo del depésito de retencién de agua.
Se debe vaciar el depdsito de retencion de agua y volver a aplicarse.

La piel no se une con precisién al cuerpo base.
En este caso hay que controlar los cierres de presion, para ver si han quedado encajados.

En la simulacién ,Hanging Drop®, no se aspira la gota al llegar a la profundidad correcta.
Por favor compruebe que ha colocado todo correctamente y que el conjunto LOR estd bien apretado en el
cuerpo base.

:Se puede usar un desinfectante con color en la piel?
Si, el desinfectante se puede lavar facilmente con agua.

:Se puede usar esparadrapo para fijar el catéter en el maniqui?
Si, los restos de adhesivo en la piel se pueden eliminar por lavado.
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Mantenimiento y cuidados

Tras el uso del maniqui para inyeccion epidural y espinal, deben retirarse todas las partes separables. Se debe
vaciar el depésito de retenciéon de agua. Luego se secan con un pafio todas las partes que han estado en contacto
con agua. Una vez seco, se puede volver a montar y guardar el maniqui.

Lista de piezas de repuesto

N.° pedido Pieza de repuesto

1017892 Piel de repuesto

1017893 Kit de repuesto LOR (2 piezas LOR con 2 tubos espinales)

Datos técnicos

Dimensiones: Simulador (H x B x P) 45 x 35 x 24 cm
Peso: Ca. 3 kg

Condiciones de funcionamiento:
Temperatura de funcionamiento -10 °C a +40 °C

Temperatura de almacenamiento -20 °C a +60 °C

Los materiales pldsticos empleados corresponden con la norma DIN EN 71-3/9 relativa a juguetes.
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