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Definicion del Problema

Dentro de las complicaciones derivadas de la aplicacién de acido hialurénico, la trombosis
por inyeccidon intravascular inadvertida es la mas grave. La piedra angular para su
tratamiento es la hialuronidasa por via perivascular, debido a su facilidad y practicidad de

aplicacion.

Conforme se ha estudiado la trombosis por acido hialurénico, se ha visto que el trombo
hialino produce estasis vascular y activacion del sistema de coagulacion, ocasionando
agregacion plaquetaria y formaciéon de un trombo rojo. Esta parte de la fisiopatologia de la
trombosis no ha sido abordada por los protocolos de manejo actuales, y aunque existe un
grupo de investigadores que experiment6 afadiendo trombolitico a la hialuronidasa, su
aplicacién fue por via intravascular y no perivascular como recomiendan los expertos hoy en
dia. La utilidad de la aplicacion conjunta de hialuronidasa mas alteplase por via perivascular

no ha sido estudiada.
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Marco Tedrico

Introduccion

Los rellenos faciales con materiales aloplasticos han cobrado gran popularidad en los tltimos anos. Ya
sea para corregir defectos congénitos como asimetrias faciales, o con fines estéticos de rejuvenecimiento,
son hoy en dia uno de los principales procedimientos que realizan cirujanos plasticos y otros

especialistas que trabajan en la cara.

Dentro de los distintos tipos de rellenos de tejidos blandos que existen actualmente, los geles
de acido hialurénico son los mas utilizados debido a su seguridad, vida media prolongada y
versatilidad de aplicacion. Los rellenos inyectables de acido hialurénico se han convertido en
una parte importante de la practica clinica no solamente para cirujanos plasticos, sino
diversos especialistas como dermatologos, otorrinolaringdlogos, cirujanos maxilofaciales,
entre otros. La tabla 1 muestra las principales caracteristicas de los productos comerciales

mas comunmente usados.

Table 1. Commonly Used Hyaluronic Acid and Calcium Hydroxylapatite Fillers Currently Approved by the U.S.
Food and Drug Administration*

HA FDA
Concentration Relative Approval

Name Elasticity (G”)  Viscosity (n*) (mg/ml) Injection Depth Lidocaine Date
Restylanet 514 119,180 20 Superficial-medium No 2003
Restylane-L¥ 565 131,310 20 Superficial-medium Yes 2010
Restylane Silkf 459 107 20 Superficial-medium Yes 2014
Restylane Lyftf 549 127,090 20 Medium-deep Yes 2010
Belotero Balancef 30 9217 22.5 Superficial No 2011
Radiesse] 1407 349,830 NA Medium-deep No 2006
Radiesse(+) 1 ~1180 ~310,000 NA Medium-deep Yes 2015
Juvederm Ultra XC§ 111 27,034 24 Superficial-medium Yes 2006
Juvederm Ultra Plus XC§ 136 32,152 24 Medium-deep Yes 2010
Juvederm Voluma XC§ 274 92,902 20 Medium-deep Yes 2013
Prevelle Silk|| 230-260 NA 5.5 Superficial Yes 2008

HA, hyaluronic acid; FDA, U.S. Food and Drug Administration; NA, not available.

*All G’ and n* measured at 0.7 Hz, physiologically relevant for skin stress [Sundaram H, Voigts B, Beer K, Meland M. Comparison of the rheo-
logical properties of viscosity and elasticity in two categories of soft tissue fillers: Calcium hydroxylapatite and hyaluronic acid. Dermatol Surg.
2010;36(Suppl 3):1859-1865; and Kablik ], Monheit GD, Yu L, Chang G, Gershkovich J. Comparative physical properties of hyaluronic acid
dermal fillers. Dermatol Surg. 2009;35 (Suppl 1):302-312]. Relative injection depth is divided into superficial (deep dermis to superficial subcu-
taneous), medium (subcutaneous), and deep (deep subcutaneous to bone) levels, and should be tailored to the patient’s soft-tissue quality and
anatomy. Duration of product depends on injection depth, anatomical site injected, and product blending, and can range from a few months
to several years. As discussed in the text, most filler applications are conducted off label.

tGalderma.

tMerz Aesthetics, Lausanne, Switzerland.

§Allergan, Inc., Irvine, Calif.

[[Mentor Corp., Santa Barbara, Calif.

Tabla 1. Preparaciones comerciales de ac. Hialurénico frecuentemente utilizadas.
Tomado de: Wilson A}, Taghenti A}, Chang CS, Low DW, Percec I. Current Applications of Facial

. Volumization zf;lth Fillers. Plast Heco str Sure. 2016:137(5):872¢-889.
ar de
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Estadisticas

La Asociacion Americana de Cirugia Estética y Plastica (ASAPS) calcula que tan solo en
2014 se realizaron mas de 1.6 millones de procedimientos de este tipo (incluyendo los
realizados por dermatdlogos y otorrinolaringologos)! . Por otro lado, la Asociacion
Internacional de Cirugia Estética y Plastica (ISAPS) realiz6 una encuesta a mas de 35,000
cirujanos plasticos al rededor del mundo, en la que se reportaron 2.8 millones de
aplicaciones faciales de acido hialurénico en 2015 — un aumento del 6.5% en relacién con el
afo anterior —. La misma encuesta revelo que en nuestro pais se realizaron 86,320
aplicaciones en el mismo afio?; es importante tomar en cuenta que estas encuestas no
incluyen a todos los cirujanos plasticos del pais, ni a otros médicos que también aplican
estos rellenos faciales, por lo que el nUmero real de aplicaciones probablemente sea mayor.
Conforme las indicaciones y protocolos de manejo evolucionan, estos rellenos se aplican
cada vez en volumenes mayores y zonas mas extensas de la cara3. La frecuencia de

aplicaciones de acido hialurénico se muestra en la grafica 1.
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Aplicacion de Acido Hialurunico a nivel Mundial

3000000 2,865,086
2,690,633
2625000
2250000
1,937,576
1875000
1,670,650
2010 2011 2014 2015

Grdfica 1. Aplicaciones de deido hialurdnico a nwel mundial de 2010 a
2015
*n0 se cuenta con datos de 2012 y 2013.

Complicaciones por Aplicacién de Acido Hialurénico

A pesar de que los rellenos de acido hialurénico son medicamentos muy seguros#, no estan
exentos de complicaciones, y a pesar de ser raras, cobran importancia si consideramos el

gran numero de aplicaciones que se realizan.

Cuando se evalua una complicaciéon por rellenos de &cido hialurénico, es importante
considerar la severidad del problema en cuanto a su relevancia estética y el tiempo de inicio
(inmediato vs. tardio). Ademas, hay que identificar la causa, relacionada a las caracteristicas
fisico-quimico-bioloégicas del producto, a hipersensibilidad del paciente, o bien, a una técnica

de aplicacion inapropiada.
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En Enero de 2016 un grupo de expertos en diversas especialidades publicé un consenso
sobre la prevencion y manejo de las complicaciones por rellenos faciales de acido
hialurénico3. En el se clasifican las complicaciones y se sugieren las intervenciones

pertinentes para el manejo de cada una de ellas. Esta clasificacion se resume en la tabla 2.

Clasificacion de Complicaciones por
Rellenos de Tejidos Blandos

Reacciones Tempranas
Infarto vascular / necrosis de tejidos blandos
Reacciones inflamatorias (agudas/crénicas)
Infeccién
Reacciones alérgicas / hipersensibilidad
Eventos por inyeccion
Dolor
Equimosis
Eritema
Sangrado
Aplicacidn superficial / inapropiada
Diseminacion a distancia
Reacciones Tardias
Reacciones inflamatorias (agudas/crénicas)
Infeccién
Granuloma (crénico)
Nédulos
Despigmentacién
Desplazamiento del material

Adaptado de H. Sundaram, M. Signorini, et. al. “Global
Aesthetics Consensus Group, “Plast. Reconstr. Surg., p. 1,2015”

Tabla 2. Clasificacion de las complicaciones causadas por rellenos de
tejidos blandos.

Algunas complicaciones inflamatorias estan relacionadas con factores del paciente o del
producto, mientras que otras estan relacionadas directamente a la técnica de aplicacion. La
profundidad, volumen, velocidad y precision de la inyeccidn son factores modificables por el

aplicadors.

Estas complicaciones se presentan con una incidencia variable. En términos generales se
estiman en algunas series en 0.15%%, sin embargo es dificil estimar la incidencia global real

ya que muchas de las complicaciones suelen ser reacciones locales leves que se resuelven
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de forma espontanea y no siempre se se reportan; ademas el perfil de seguridad varia
dependiendo de la marca, dilucion y método de aplicacion de los productos. En la tabla 3 se

resumen los efectos adversos reportados en 1999 y 2000.

Table 1. Reported Adverse Events in 1999 and 2000

1999 2000
Number of Incidence? of adverse events Number of Indicidence? of adverse events
Adverse effect type adverse events (per 100 treated) adverse events (per 100 treated)
Hypersensitivity 104 0.07 52 0.02
Injection site inflammation 68 0.05 49 0.02
Other 50 0.04 43 0.02
Total 222 0.15 144 0.06

aAssuming 144,000 patients treated in 1999 and 262,000 in 2000 (based on the number of syringes sold).

Tabla 3. Efectos adversos por aplicacion de deido hialurénico. Tomado de : P M. Friedman, E. A. Mafong, A. N. B. Kauwva;, and R. G.
Geronemus, “Safety data of yjectable nonanimal stabilized hyaluronic acid gel for sofl tissue augmentation,” Dermatologic Surg., vol. 28,
no. 6, pp. 491—494, 2002.

Dado que el acido hialurénico es un componente fundamental de todas las matrices
extracelulares del cuerpo, las reacciones alérgicas teéricamente no se observans. Existen 2
fuentes para la produccion de acido hialurénico: una fuente animal derivada de crestas de
gallos; y una no animal producida por fermentacién de cepas especificas de estreptococos
(generalmente streptococcus equi)>7. Las impurezas derivadas de estos procesos pueden ser las
responsables de las reacciones locales de hipersensibilidad que se observan’. Estas se
manifiestan con eritema y edema, y suelen resolverse de forma espontanea; su incidencia
se calcula en 0.05% a 2%, siendo mayor para las preparaciones de origen animal y menor

para las de fermentacién bacteriana.

Otra complicaciéon a corto y mediano plazo es la presencia de nédulos en los sitios de
aplicacién, estos pueden deberse a una inyeccibn muy superficial o a reacciones

granulomatosas de cuerpo extrafio.”
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La trombosis vascular por acido hialurénico con necrosis cutanea inminente es una
complicacion mayor (y probablemente la mas temida) causada por la inyeccion intravascular
inadvertida del material de relleno en la luz de un vaso sanguineo. Puede llevar a la necrosis
cutanea en areas muy expuestas de la cara, o incluso causar ceguera si de forma retrograda
se ocluye la arteria oftalmicas-10. Se presenta mas frecuentemente en el area de la glabela,
surco nasogeniano y ala nasal3''. Su incidencia se estima en 1-9/1,000 casos8'2; sin
embargo, los métodos mas actuales de aplicacion en multiples capas, asi como la
discrepancia entre la experiencia y nivel de entrenamiento que existe entre los diferentes
médicos —e incluso no médicos— hacen que esta complicaciobn sea cada vez mas
frecuente’3.14, Probablemente veremos un aumento en su uso en proporciéon a la popularidad

del procedimiento.
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Mecanismos y Fisiopatologia

Aplicacién intravascular

Se presentas cuando de manera inadvertida se canaliza un vaso sanguineo y se deposita el
material de relleno dentro de la luz del vaso. El acido hialurénico se puede aplicar de forma
eficaz tanto con canulas romas como con agujas. Los expertos recomiendan usar las agujas
con cautela en areas de riesgo vascular, recordando en que la aspiracién negativa a sangre
no descarta la posicidn intravascular de la agujas. Algunas preparaciones comerciales
incorporan lidocaina en su formula, el efecto vasodilatador de esta podria aumentar el riesgo

de aplicacién intravascular?.

El conocimiento detallado de la anatomia vascular de la cara es fundamental para evitar esta
complicacion, también lo es para identificarla rapidamente al observar datos de isquemia en

una region irrigada por algun determinado vaso (imagen 1.)

median
temporal v

|

’ﬂ
dorsal nasal —= o~

——=3 ophthalmica & v

adv e ) zygamalico-
9 central retinal a & v tamporal 2

. 5 lacrimala & v
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Imagen 1. Anatomia vascular de la cara. Tomado de J D. A. Carruthers, S. Fagien, R. J Rohrich, S. Weinkle, and A.
Carruthers, “Blindness Caused by Cosmetic Filler Injection,” Plast. Reconstr. Surg, vol. 134, no. 6, pp. 1197-1201, 2014



Efecto de Masa

El acido hialurénico es un polisacarido altamente hidrofilico que puede aumentar
sustancialmente su volumen una vez inyectado. Su viscosidad y elasticidad se relacionan
directamente con el entrecruzamiento y concentracion de las moléculas con el que se haya

manipulado por el fabricante’. Las propiedades reoldgicas del material son capaces de
causar un efecto de masa y compresion extrinseca del vaso — que aunque por si mismo
dificilmente puede causar una oclusién del vaso—, si es capaz de disminuir el flujo a través
del mismo y acelerar la trombosis cuando existe ademas una obstruccidén intravascular.1®
Debido a que en durante la aplicacién se deposita el material de relleno conforme se va
retirando la aguja, es probable que se aplique el material en la luz del vaso y ademas en los
tejidos circundantes, causando una compresion extrinseca y contribuyendo ambos

mecanismos a la oclusién vascular (imagén 2)

Imagen 2. Inyeccion intra y extravascular de deido hialurdnico. La tlustracion de la izquierda muestra
la oclusion intravasculay, la de la derecha la compresion extrinseca por el deposito perwascular
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Trombosis Plaquetaria

Se creia anteriormente que el mecanismo por el cual se ocluye el vaso es simplemente
mecanico por la presencia del material extrafio'6. Sin embargo, al igual que sucede con otros
componentes de las matrices extracelulares, se ha demostrado que el acido hialurénico tiene
la capacidad de estimular la agregacion plaquetaria y activar la cascada de la coagulacién,
formando un coagulo rojo. La trombosis por tanto tiene dos componentes: un trombo hialino

de acido hialurénico; y otro rojo de plaquetas y factores de coagulacion??.

Presentacion clinica

La trombosis inicia unos segundos después de la inyeccion de acido hialurénico y suele
manifestarse inicialmente con una zona de palidez y eritema reactivo circundante. Al cabo de
unos minutos la zona afectada comienza a delimitarse mas claramente siguiendo el territorio
irrigado por el vaso afectado. Dos a tres dias después se observa una coloracion violacea y
dolor importante, acompafiada en ocasiones de ampulas, erosion y ulceracién del tejido
necrético.

Conforme la isquemia avanza el tejido isquémico comienza a sufrir, y si no se repermeabiliza
en un lapso de 4-6 horas, los cambios necréticos pueden ser irreversibles.31" Cuando la

presentacion es un poco mas tardia el cuadro puede simular un brote herpético.3

Cuando se logra la repermeabilizacion, no siempre se recupera la viabilidad del tejido por
completo, y en muchos casos unos dias después se desarrolla una epidermalisis limitada a la
zona afectada, que puede o no dejar una secuela cicatrizal.
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Una variedad devastadora de esta complicacion es la ceguera causada por el
desplazamiento retrogrado del material a través de las ramas de la arteria facial, causando
trombosis de la arteria central de la retina. Esto se debe a la inyeccion enérgica del material

que fluye de forma retrograda a vasos mas grandes y de ahi se dirige hacia la retina®.10.16,18,

Imdgen 3. Necrosts cutdnea por inyeccion intravascular de deido hialurdnico. (Izquierda) 48 horas, (Centro) 6
dias, (Derecha) 9 dias.
Tomado de: Chen Q , Liu ¥, Fan D. Serious Vascular Complications afier Nonsurgical Rhunoplasty: A Case
Report. Plast Reconstr Surg Glob Open [Internet]. 2016;4(4):¢683
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Tratamiento

El Grupo de Consenso Global de Estética recomienda ciertas estrategias para minimizar el

riesgo de complicaciones, estas se resumen en la tabla 4.

Estrategias para Minimizar los Riesgos de Reacciones
Adversas por Rellenos de Acido Hialurénico

Conocimiento de la anatomia

Tener presente las zonas de “peligro”

Aspirar antes de inyectar

Inyectar lentamente con la menor cantidad de presién
Mover la punta mientras se aplica el producto
Inyectar en volimenes pequefios de 0.1 a 0.2 ml
Usar jeringas pequeiias para tener mejor control

Usar micro-cdnulas cuando este indicado

Dejar de inyectar en caso de resistencia y/o dolor

Adaptado de H. Sundaram, M. Signorini, et. al. “Global
Aesthetics Consensus Group, “Plast. Reconstr. Surg.,p. 1,2015”

Tabla 4. Estrategias para minimizar los riesgos de complicaciones por aplicacion de deido hialurdnico.

Al ser la trombosis una complicacion grave, ha sido motivo de estudio para determinar un

protocolo de manejo.

Protocolos de Manejo

El Grupo de Consenso Global de Estética recomienda un algéritmo de manejo de urgencia
para los pacientes con trombosis vascular por acido hialurénico (imagen 4.). Este incluye la
suspension inmediata de la inyeccion, aplicacion perivascular de hialuronidasa y masaje con
compresas tibias. Recomiendan el uso de la hialuronidasa de forma inmediata y liberal en los
dias subsecuentes en los sitios en que haya cambios isquémicos, tomando en cuenta que el
acido hialurénico puede viajar y afectar vasos mas pequenos lejos del sitio de aplicacion?s.
Los expertos recomiendan al menos 200 a 300 U de hialuronidasa por aplicacion durante al
menos 2 dias hasta que se observen datos de repermeabilizacidon —habiendo incluso algunos

expertos que recomiendan hasta 1500 U-, detener la isquemia es fundamental.3 El
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tratamiento se debe de iniciar antes de 4 horas, en modelos animales se ha demostrado que
después de 24 horas el efecto de la hialuronidasa es minimo8 Sin embargo, existen casos de
presentacion tardia en los cuales se indica de cualquier manera un protocolo similar''. En los

casos de oclusiéon de la circulacion retiniana se debe de restaurar la circulacibn en 60-90

minutos®.

Se recomienda también el uso adyuvante de nitroglicerina topica, asi como otras estrategias
incluyendo esteroides sistémicos o tdpicos, aspirina, heparina de bajo peso molecular,
oxigeno hiperbarico y prostaglandinas intravenosas?3.11.16.19. Ninguna de estas ha probado su

eficacia y se utilizan mas bien como medidas adicionales.

Vale la pena mencionar que inicialmente los protocolos de manejo propuestos recomendaban
el uso de hialuronidasa intravascular, llegando incluso a plantear la necesidad de inyectarla
directamente en el vaso afectado® 16 Estudios de laboratorio subsecuentes demostraron que
la hialuronidasa tiene la capacidad de pasar a través de la pared tanto de venas como de

arterias faciales y degradar el acido hialuronico dentro de ellas’e.

Hay que tener presente que aun en aquellos casos en que se logra degradar el acido
hialurénico, el proceso isquémico puede continuar debido a la oclusién plaquetaria. La
mayoria de los protocolos de manejo actuales no indican el uso de trombolitico dirigidos al
trombo rojo. Recientemente en un modelo animal, un grupo de investigadores chinos

compard el efecto de la aplicacion intravenosa de hialuronidasa, de urokinasa, y de
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Sospecha de inyeccion intravascular

Dolor local
Cambios de color Dolor Ocular
Pa'lldez. Alteracion Visual
Equimosis

Detener Inyeccién
Hialuronidasa

(200-300 U c/24h .
Compresas Tibias Consulta Oftalmolégica
Masaje Inmediata
Nitroglicerina
Tépica

Masaje ocular
Gotas de Timolol
Seguimiento Diuréticos (IV)
Corticoesteroides

Vasodilatadores
Vasodilatadores

Recuperacion | Necrosis 02 Hiperbarico
Descompresion de la cama
anterior
Cuidados de Herida
Antibiotico

Desbridacion

Imagen 4. Algoritmo para el Manejo de Inyeccion Intravascular de Acido Hialurdnico.
Adaptado de H. Sundaram, M. Signoriny, et. al. “Global Aesthetics Consensus Group, “Plast. Reconstr.
Surg, p. 1, 20157

hialuronidasa mas urokinasa, en arterias ocluidas por acido hialurénico; reportando tasas de
necrosis cutanea de 70%, 80% y 10% para cada grupo, respectivamente. Este mismo
estudio demostré que el efecto litico de la hialuronidasa puede observarse en tan solo 45

minutos 17

Caracteristicas de la Hialuronidasa

Las hialuronidasas son en realidad una familia de enzimas que catalizan la hidrolisis del
acido hialuronico . Cuando se aplica de forma intravascular i viwvo, se degrada rapidamente

por lo que su aplicacion debe ser repetida’®. Se ha utilizado como adyuvante en la
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administracion de otros medicamentos, por ejemplo lidocaina, para mejorar su distribucion

tisular2o.

Es un medicamento muy seguro, se han reportado esporadicamente reacciones de
hipersensibilidad, inmediatas o tardias, generalmente manifestadas por prurito o eritema; el
perfil de seguridad de las diferentes preparaciones es muy similar, en la tabla 5 se resumen

algunas de estas preparaciones comerciales y sus caracteristicas?2.15.21

Table 2. Comparison of Hyaluronidase Preparations

Source of Date of FDA Currently
Trade Name  Hyaluronidase Approval Available Available Dosage Form Preservative Cost
Amphadase Bovine October 26, 2004 No (2010) 150 USP units per ml, 2-ml vial ~Thimerosal N/A
Hydase Bovine October 25,2005 No (2008) 150 USP units per ml, 2-ml vial N/A N/A
Vitrase Ovine May 5, 2004 Yes 200 USP units per ml, 2-ml vial N/A $60.40 /vial
Hylenex Human December 2, 2005 Yes 150 USP units per ml, 2-ml vial N/A $51.67/vial

recombinant

FDA, U.S. Food and Drug Administration; USP, U.S. Pharmacopeial Convention; N/A, not applicable.

Tabla 5. Adaptado de: Bailey SH, Fagien S, Rohrich R}, Changing Role of Hyaluronidase in Plastic Surgery.
Plast Reconstr Surg. 2014;133(2):127e—132e.

Existen autores que reportan reacciones anafilacticas en 0.1% de las aplicaciones de

hialuronidasa, por lo que recomiendan una prueba antes del tratamiento completo.2?

Caracteristicas del Alteplase

El alteplase o activador tisular del plasminégeno (tPA) es una serin-proteasa de 70 kD de peso molecular
que forma parte del sistema de coagulacion-anticoagulacion. El tPA se une a la fibrina en la superficie
del coagulo, activando el plasminégeno que se encuentra unida en ese sitio. La plasmina es separada
del plasmin6geno, y degrada las cadenas de fibrina disolviendo asi el coagulo.?2:23 El tPA humano es
sintetizado farmacologicamente como alteplase con ADN recombinante. Fue desarollado en 1981 para
el tratamiento de la oclusion coronaria aguda y tromboembolia pulmonar, producida por técnicas
moleculares de clonacion y denominada rtPA. El gen humano posteriormente se modifico para lograr
una vida media mas larga, esta molécula se conoce como tenekteplase y se encuentra disponible

comercialmente.
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La principal indicacion del rtPA es el infarto agudo al miocardio, embolia pulmonar e ictus isquémico,
aplicado por via intravenosa en una dosis de 0.9mg/kg, 10% en bolo y 90% en infusiéon 60 de minutos.

No encontramos estudios que evaltien la accion del alteplase cuando se aplica por via parivascular.

Vasos femorales de la rata como modelo vascular humano.

Las distintas especies de mamiferos, incluyendo por supuesto al humano, tienen multiples
similitudes tanto estructurales como funcionales que permiten trasladar los hallazgos de
investigaciones de uno al otro. Los roedores como ratas, ratones y hamsters son buenos
modelos debido a su pequefo tamano, corta vida, facilidad de manejo y alta tasa de

reproduccién. La rata sigue siendo un modelo indispensable para la investigacion basica.24

Los vasos femorales de la rata funcionan bien como modelo de los vasos faciales humanos
debido a su diametro similar: 1.3 mm (1mm-1.6mm) para la arteria femoral de la rata, y 1.2
(0.9-1.5) para la arteria angular facial.2526 Ademas su accesibilidad permite una facil

diseccion bajo vision directa.

La dosis de hialuronidasa recomendada para el tratamiento perivascular en humanos es de
200-300 Ul. A pesar que el tamafio del vaso en la rata es similar al del humano, las
diferencias en el tamafo en general y en la velocidad de metabolismo requieren un ajuste de

dosis.
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Justificacion

La aplicacién perivascular de hialuronidasa es el estandar de tratamiento para la trombosis
por acido hialurénico. Esta intervencion va dirigida unicamente a disolver el trombo hialino,
pero no ataca al trombo rojo que también participa en la fisiopatologia de la oclusion
vascular. Se ha demostrado que la adicion de trombolitico mejora la repermeabilizacion, sin

embargo solo se ha probado por via intravascular, la cual es problematica e incomoda.

Si se demuestra que la aplicacion perivascular de hialuronidasa junto con alteplase es mas
efectiva que la hialuronidasa sola, se podra trasladar a un estudio en humanos con el fin

ultimo de permitir a los clinicos tratar a los pacientes de forma mas eficaz, comoda y facil.

Hipotesis

Hipotesis Nula (Ho)

No existe diferencia en la repermeabilizacion del vaso con la aplicacién perivascular de

hialuronidasa vs. hialuronidasa + alteplase.

Hipotesis Alterna (H1)

Si existe diferencia en la repermeabilizacion del vaso con la aplicacion perivascular de

hialuronidasa vs. hialuronidasa + alteplase, a favor de uno u otro.

Objetivos
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Principales

Evaluar en un modelo animal de trombosis por acido hialurénico, la efectividad de la
hialuronidasa + alteplase aplicadas por via perivascular para disolver tanto el trombo rojo

como el hialino.

Secundarios

Comparar la efectividad de la aplicacion perivascular de hialuronidasa + alteplase vs.
hialuronidasa.

Comparar la efectividad de la aplicacion perivascular de hialuronidasa + alteplase vs.
alteplase.

Comparar la efectividad de la aplicacién perivascular de alteplase vs. hialuronidasa.

Evaluar los efectos del alteplase en el tejido perivascular.
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Tipo de Estudio

Experimental Animal

Disefio del Estudio

Definicion del Universo
40 ratas Wistar

Criterios

Inclusion: Ratas Wistar de 200-250 gr. Entre 4 y 6 meses de edad.

Eliminacién: Ratas que mueran durante el estudio.

Definicion de Variables

Trombosis: Presencia de un coagulo sanguineo o algun material extrafio dentro de un vaso que

ocluye parcial o totalmente el flujo sanguineo.

Trombo hialino: Trombo formado por acido hialurdnico.

Trombo rojo: Trombo formado por plaquetas agregadas y una red de fibras de fibrina.

Repermeabilizacion: Restauracion —ya sea parcial o total- del flujo sanguineo en un vaso

previamente trombosado, medida macroscopicamente segun la siguiente escala:

Sin sangrado: Sin flujo distal al sitio de oclusién (0)
Sangrado parcial: Flujo lento, sin pulsaciones visibles (0.5)
Sangrado normal: Flujo vigoroso con pulsaciones visibles (1)
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Material y Métodos

1. Validacion de la técnica quirurgica en 3 animales piloto.

a. Técnica: Se anestesiard a los animales segiin protocolo del bioterio. Bajo vision macroscdpica se disecardn
los vasos femorales del lado derecho. Se canalizard la arteria_femoral con una agya 31G (0.25mm)(BD
Ultra-Fine®) y se instilardn 0.02 ml de dcido hialurdnico tefivdos con dpug de azul de metileno. Después
de 1 hora se verificard bajo vision microscdpica la trombosis del vaso y la presencia del trombo hialino y el

trombo 10jo dentro del vaso. La solucion trombolitica se infiltrard a 1 cm de distancia del vaso afectado.

2. Diseccién y exposicidn de vasos femorales. (Imagen 5)

3. Aplicacion intravascular bajo vision directa de 0.02 ml de acido hialurdnico, tefiido con

5 um de azul de metileno para facilitar su observacion.

4. Latencia de 1 hora para observar trombosis. Corroboracion microscopica.

5. Aleatorizacién de los animales experimentales a uno de 4 grupos:
a. Control (grupo C., 10 ratas)
b. Hialuronidasa (grupo H., 10 ratas)
c. Alteplase (Grupo A., 10 ratas)

d. Hialuronidasa + Alteplase (Grupo HA., 10 ratas)
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6. Intervencion (por grupo): Se infiltrara de forma perivascular en un radio de 1cm la
solucion tromblitica o control.
a. Grupo C. 2 ml de solucién salina
b. Grupo H. 100 U de haluronidasa aforadas a 2 ml con solucién fisioldgica
c. Grupo A. 50 U de alteplase aforadas a 2 ml con sulucion fisiolégica
d. Grupo UH. 100 U de haluronidasa + 50 U de alteplase aforadas a 2 ml con

solucion fisiolégica

7. Latencia de 4 horas para visualizar efecto trombdlitico.

8. Estimacién clinica de la repermeabilizacion del vaso con una escala medida por un
observador cegado. Posterior al tiempo de latencia, se seccionara el vaso sanguineo
distal al sitio de oclusién, se medira en una escala ordinal la estimacion del flujo de la

siguiente manera:

Sin sangrado: Sin flujo distal al sitio de oclusién (0)
Sangrado parcial: Flujo lento, sin pulsaciones visibles (0.5)

Sangrado normal: Flujo vigoroso con pulsaciones visibles (1)

9. Explantacion del vaso y tejido circundante para analisis patologico.
a. Tincion con H-E para describir los cambios en el tejido perivascular.

b. Determinacion de la presencia de trombo hialino o rojo.
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Imagen 5. Diseccion de los vasos femorales de la rata.
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Procesamiento y Presentacion de la Informacién

Los datos seran capturados en una hoja de datos (Microsoft Excel). Se compararan
estadisticamente los grupos mediante una prueba de Kruskall-Wallis, con una prueba post-hoc

de Dunn. El procesamiento estadistico se hara en Prism 7 (GraphPad Software Inc).

Se agregara ademas un reporte descriptivo de los hallazgos del estudio patolégico.
Consentimiento Informado

No es necesario. Sin embargo se obtendra la aprobacién de los comités de bioética
correspondientes al Hospital Central Sur de Petréleos Mexicanos, asi como del Laboratorio

de Cirugia Experimental del Centro Médico ABC.

Recursos y Logistica

Recursos Materiales
40 ratas tipo Wistar 200-300 gr

2 frascos de Hialuronidasa

1 frasco de Alteplase

1 jeringa Ac. Hialuronico

1 caja de jeringas de 0.3 ml con aguja 31G BD-Ultra Fine®.

Azul de metileno

Recursos Financieros

Hialuronidasa: $600.00 aprox.
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Alteplase: $20,000.00 aprox.
Ac. Hialurénico: $3,800.00 aprox.

Jeringas: $80.00 aprox.

Recursos Humanos
Residentes CPR

Servicio de Patologia del Hospital Central Sur de Alta Especialidad

Personal del Laboratorio de Cirugia Experimental del Centro Médico ABC.

Convenios

Laboratorio de Cirugia Experimental del Centro Médico ABC.
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Resultados

Se evalud a los 4 grupos en cuanto al grado de repermeabilizacién obtenido después de la
intervencion. En el grupo control —como era de esperarse— no se observo repermeabilizacion
en ninguno de los casos (C), todos los sujetos se calificaron con 0. En el grupo de
hialuronidasa (H), se observd repermeabilizacion en 6 de los 10 sujetos, sin embargo,
solamente en 1 de ellos se observd un sangrado normal distal con pulsaciones visibles, el
resto presento sangrado parcial lento en diferentes velocidades. De manera similar, en el
grupo de alteplase (A) 5 sujetos presentaron repermeabilizacion con sangrado distal, todas
de ellas parciales. Ninguno tuvo sangrado normal. Finalmente en el grupo HA en todos los
sujetos se observo un grado de remermeabilizacion, 5 con sangrado parcial y 5 con sangrado

normal. Los resultados se resumen en la tabla 6 y se ejemplifican en la imagen 6.

Evaluacién de Sangrado por Sujeto y Grupo

Sujeto / Grupo Control (C) Hialuronidasa (H)  Alteplase (A) Hialurinidasa +
Alteplase (HA)

Sujeto 1 0 0.5 0 1
Sujeto 2 0 0.5 0.5 0.5
Sujeto 3 0 0.5 0 0.5
Sujeto 4 0 0.5 0.5 1
Sujeto 5 0 0 0 1
Sujeto 6 0 0.5 0.5 0.5
Sujeto 7 0 0 0 1
Sujeto 8 0 0 0.5 1
Sujeto 9 0 1 0 0.5
Sujeto 10 0 0 0.5 0.5

0. Sin sangrado
0.5. Sangrado parcial, flujo lento sin pulsaciones
1. Sangrado normal, flujo vigoroso con pulso visible

Tabla 6. Evaluacion de flujo después de reperfusion distal al sitio de

oclusion
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Imagen 6. Vasos _femorales de la rata. Flecha azul: trombo hialino. Flecha roja: trombo rojo. Flecha rosa: vaso normal.
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Analisis Estadistico

El analisis estadistico se hizo mediante una prueba de Kruskal-Wallis que arrojo un resultado
de 22.1 y una p <0.0001 lo cual demuestra que existe una diferencia significativa entre
alguno de los grupos. La prueba de Kruskal-Wallis no es capaz de distinguir cual de los
grupos difiere; aunque es evidente cuando se observa la grafica del analisis de varianza que
la diferencia es a favor del grupo HA (grafica 2). Por lo anterior se realizé un analisis post-hoc
con prueba de Dunn y modificaciéon de Benjamini que demostré que las 3 intervenciones fueron
superiores al control para lograr repermeabilizacion del vaso. Al comparar las intervenciones entre si, la
aplicacion de hialuronidasa y alteplase no mostraron diferencia en su efectividad, sin embargo, la
aplicacion de hialuronidasa junto con alteplase resulto superior a cualquiera de las dos por separado.

Las comparaciones por grupos se resumen en la tabla 7.
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Comparacion por Grupos

Control (C) Hialuronidasa (H) Alteplase (A)
Hialuronidasa (H) 0.0113*
Alteplase (A) 0.0318* 0.1979
Hialurinidasa + <0.0001* 0.0113* 0.0043*

Alteplase (HA)
*Diferencia estadisticamente significativa

Tabla 7. Prueba de Dunn. Comparacion entre grupos.

One-way ANOVA data
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Grdfica 2. Andlisis de Varianza, repermeabilizacion por grupos
mostrando una diferencia significativa a_favor de HA
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Estudio Histopatolégico

El analisis de patologia evalu6 las muestras en cuanto a los siguientes hallazgos: vaso visible, fibrina
dentro del vaso, material baséfilo (ac. hialurénico) e inflamacién perivascular. La congestion celular
dentro del vaso se considero un dato indirecto de trombosis incipiente, y la inflamacion perivascular se

califico en una escala de 3 cruces (+++). Los hallazgos se resumen en las tablas 8 a 12. Las imagenes 7

a 10 son representativas de los hallazgos en cada grupo.

Grupo C Grupo A
Sujeto Vaso Visible Fibrina Mat Basofilo (Ac. Inflamacion Sujeto Vaso Visible Fibrina Mat Basofilo (Ac. Inflamacion
Hialuronico) Perivascular Hialuronico) Perivascular
1/8i No No No
2 Si No No No
3/Si No Si No
4 Si No Si No
5 Si No Si No
6 Si No No No
7 Si No No No
8|Si No Si No
9 Si Congestion No No
Grupo H Grupo HA
Sujeto Vaso Visible Fibrina Mat Basofilo (Ac. Inflamacion Sujeto Vaso Visible Fibrina Mat Basofilo (Ac. Inflamacion
Hialuronico) Perivascular Hialuronico) Perivascular
1/Si No Si No 1/si No No No
2 Si Congestion No No 2 Si No No +
48i No No No 48 No Si ++
5 Si No No + 5/ Si No No No
6 Si Si No +H+ 6 Si No No No
7 Si Congestion No ++ 7 Si Congestion No No
8 Si Si No + 8 Si No No No
9/Si No Si ++ 9
10 | Si Si No No 10 | Si No No No

Tablas 8 a 12. Hallazgos en el andlisis histobatolégico bor erubo.
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Imagen 7. Histopatologia representativa del grupo Control (C), tincion H-E.
A) Se observa el sitio de puncion del vaso, con agregados celulares y fibrina (material eosinofilo, color
rosado), y dcido hialurdnico (material baséfilo, color purpura). B) Acercamiento a la luz del vaso en A.

Imagen 8. Histopatologia representativa del grupo Hialuronidasa (, tincion H-E.
A) Se observa el vaso con agregados celulares. B) Acercamiento a la luz del vaso en A. Se observa el agregado
celular que ocluye cast por completo la luz, no hay evidencia de material baséfilo.
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Imagen 9. Histopatologia representativa del grupo Alteplase(4), tincién H-E.
A) Se observa la luz del vaso ocluida por material baséfilo (ac. hialurénico) sin evidencia de fibrina o
agregados celulares. B) Restos de material basdfilo dentro de la luz del vaso, no hay evidencia de tromboss.

; roslle x
Imagen 1 0. sttopatologza representatwa del grupo Alteplase + Hialuronidasa(HA), tincion H-E.
A) Se observa un vaso completamente permeable sin evidencia de ac. hialurénico, fibrina o agregados
celulares. B) Algunas células intraluminales, pobabremente un trombo en resolucion.
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Discusion

El tratamiento oportuno de la aplicacion intravascular de acido hialurénico es fundamental
para lograr una repermeabilizacion del vaso antes de que se presenten secuelas isquémicas

irreversibles.

El Grupo de Consenso Global de Estética sugiere que la repermeabilizacion antes de las
primeras 4 horas asegura una recuperaciéon cutanea completa3, mas aun, después de 24
horas los efectos de la hialuronidasa son pobres.® Por lo anterior, nuestro estudio fue

disefiado para evaluar la efectividad de la intervencién dentro de las primeras 4 horas.

La mayoria de los consensos actuales de tratamiento sugieren el uso de hialuronidasa para
disolver el coagulo hialino3, y si bien en un inicio se sugirié la aplicacién via intravascular
como, hoy en dia se recomienda la aplicacidén perivascular toda vez que se ha demostrado la
efectividad de la hialuronidasa por esa via, con la facilidad afiadida de no tener que canalizar

el vaso afectado directamente o colocar una infusion intravenosa al paciente.

Si analizamos los mecanismos fisiopatolégicos que subyacen la oclusion, es evidente que no
es suficiente atacar al trombo hialino sin tratar el coagulo rojo que de inmediato comienza a
formarse, pues la repermeabilizacion completa del vaso dependera de los mecanismos
tromboliticos nativos del paciente. Siguiendo esta légica, Chiang y cols. crearon un modelo
experimental en el cual evaluaron la aplicacioon de hialuronidasa con urokinasa y su
capacidad para repermeabilizar el vaso ocluido'”. Como era de esperarse, la tasa de

repermeabilizacion fue mayor en el grupo de hialuronidasa con urokinasa que en cualquiera
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de las dos por separado. El inconveniente que presenta el estudio es que los medicamentos

se administraron por via intravenosa.

Nuestro estudio busco obtener el mismo efecto que Chiang et al.,, pero a través de la
administracion perivascular, pues como se menciono es una via de administracion mas
practica y cdmoda. Ademas, la aplicacion perivascular permite disolver el acido hialurénico

dentro del vaso y fuera de el, liberando la presion extrinseca que comprime el vaso.

Si bien nuestro estudio buscé comparar la aplicacion aislada y combinada de los
medicamentos, secundariamente evalua la capacidad del alteplase de permear a través de la
pared vascular. Este estudio unicamente demuestra de forma indirecta la capacidad del
alteplase de atravesar la pared de la arteria y unicamente permite sugerir su efectividad, sin
embargo, actualmente dentro de la misma linea de investigacién trabajamos en un estudio
disefiado especificamente para evaluar esta propiedad del medicamento, los resultados

definitivos aun no estan disponibles, pero los datos iniciales son prometedores.

El alteplase medicamento caro; un vial cuesta al rededor de $20,000 pesos, y aunque
podrian usarse tromboliticos mas econdmicos como la urokinasa, en nuestro pais estos son
actualmente dificiles de conseguir y se utilizan mas bien con fines de investigacion
unicamente. Una alternativa al tratamiento trombolitico pudiera ser el uso de aspirina,
heparina o heparina de bajo peso molecular, los cuales son medicamentos mas accesibles y
con un perfil de farmacolégico mas seguro. Sin embargo, estos medicamentos son

antiagregantes plaquetarios o anticoagulantes, es decir, previenen la formacién del trombo
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pero no necesariamente lo destruyen. Dado que muchos pacientes suelen presentarse de
forma sub-aguda, cuando el trombo ya esta formado, es necesario utilizar un medicamento

que efectivamente disuelva el trombo y no solamente prevenga su formacion.

Debido a limitaciones técnicas no se pudo dar seguimiento a los animales para ver el efecto
de la trombosis sobre la piel. La observacion directa para valorar el sangrado distal al sitio de
oclusion es una prueba objetiva de la capacidad de restaurar el flujo sanguino efectivo dentro
del periédo critico para la reperfusion. El tratamiento estandar con hialuronidasa logro
restaurar el flujo distal al sitio de obstruccién, sin embargo, se observo en la mayoria un flujo
lento no pulsatil, que si bien pudiera ser suficiente para mantener la perfusion del tejido, en
realidad no es lo ideal. Probablemente este flujo disminuido se deba a la persistencia del

trombo rojo dentro del vaso ocluido.

Un fendmeno similar se observd en el caso del alteplase con reperfusiones parciales
unicamente, aunque el flujo observado fue subjetivamente mas lento. De cualquier forma, en
ningun caso se alcanzo un flujo vigoroso, probablemente debido a la oclusién parcial por el

trombo hialino.

En los sujetos en que se utilizo hialuronidasa y alteplase, se obtuvo en todos los casos un
flujo distal a la oclusién, y en el 50% de ellos el flujo observado fue vigoroso y con latido

visible, lo cual representa una restauracién casi completa del flujo a través del vaso.
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El analisis histopatoldgico busco identificar la presencia de acido hialurénico (trombo hialino)
o de un trombo/coagulo plaquetario (trombo rojo). Debido a las dificultades técnicas para
procesar las muestras dado el pequeino tamafo del vaso, no fue posible en todos los casos
corroborar con certeza los hallazgos intravasculares o en los tejidos circundantes. Ademas,
las observaciones macroscopicas indican que el trombo rojo se forma proximal al trombo
hialino, y solo en la interfase entre los dos encontraremos ambos entremezclados, por lo que
en un unico corte histopatoldgico se encontrara uno u otro, pero dificillmente los dos. A pesar
de estas limitantes en el estudio histopatoldgico, fuimos capaces de identificar varias
muestras representativas de los grupos los cuales se correlacionaron con las observaciones
microscopicas de reperfusion, identificando datos de trombosis cuando solo se uso
hialuronidasa, material hialino en los que solamente se utilizo alteplase, y ambos en los
casos control. Cuando se utilizé hialuronidasa con alteplase en la mayoria de las muestras se

observaron vasos permeables.

Una limitante del estudio es la incapacidad para dar seguimiento clinico a los animales y valorar la
isquemia o necrosis cutanea. Aunque la visualizacién de sangrado distal a la oclusiéon es un dato
objetivo que sugiere la perfusion del tejido, no sabemos si distalmente existieran microtrombos o no.
Ademas, es posible que atn sin tratamiento los mecanismos tromboliticos e hidroliticos propios
pudieran haber disuelto ambos coagulos; sin embargo, aun cuando este fenémeno hubiera sucedido de
forma natural, el tiempo que hubiera tomado es superior a las 4-6 horas criticas como lo demuestra el
grupo control, por lo que el estudio confirma y justifica la necesidad de intervenir para lograr

reperfundir lo antes posible el vaso.
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Otra limitante es que no se pudo identificar material hialino o trombo en todas las muestras de
patologia, probablemente debido a la dificultad técnica de incluir el vaso y obtener cortes transversales
en toda la longitud del mismo, para asegurarnos de revisarlo en su totalidad. De tal forma que la
ausencia de trombo hialino o rojo en el analisis patolégico no asegura la efectividad del tratamiento y
pudiera ser solamente un error técnico. Aun asi, en aquellos casos en que se logro identificar oclusion

del vaso, se pudo correlacionar con los hallazgos esperados segtin el grupo estudiado.

Conclusién

En la fisiopatologia de la trombosis por aplicacion de acido hialurénico participan tanto el
trombo hialino causado por el material inyectado, asi como el trombo rojo que se forma por la
estasis vascular y activacion de la cascada de coagulacion por el acido hiauronico. La
aplicacién de hialuronidasa en conjunto con alteplase por via perivascular es efectiva en
restaurar el flujo a traves del vaso y permite atacar ambas partes de la fisiopatologia sin
necesidad de administrar el trombolitico por via sistémica, obteniendo una mejor reperfusion
distal al sitio de oclusibn en comparacion al uso de alguna de las dos sustancias por

separado, cuando se experimenta en un modelo animal.
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