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RESUMEN

YOLANDA SALINAS ALVAREZ Fecha de graduacion: Agosto 2018
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
Facultad de Medicina.

Titulo del Estudio: DEGRADACION DE EMBOLO DE ACIDO HIALURONICO
TRAS LA APLICACION EXTRAVASCULAR DE HIALURONIDASA.

Numero de paginas:
Area de estudio: Morfologia
Candidata para el grado de Maestria en Ciencias con Orientacion en

Morfologia.

El acido hialurénico es un glucosaminoglicano presente en la matriz
extracelular. Debido a su vida media corta ha sido entrecruzado con diversas
sustancias como el 1,4-butanodiol diglicidil éter para incrementar su durabilidad
y ser utilizado de forma clinica como relleno facial temporal, o en el tratamiento
de osteoartritis de extremidades inferiores. Una de las complicaciones mas
impactantes de su aplicacion como relleno facial es la oclusién vascular, ya que
deja lesiones y cicatrices permanentes en la cara. Se ha evaluado el uso de la
hialuronidasa aplicada de forma intraarterial y subcutanea; sin embargo, no se
han comparado entre si distintas dosis, ni se ha evaluado la seguridad para los
tejidos adyacentes posterior a su aplicacion. En este trabajo se establecid un
modelo lagomorfo de embolismo en la arteria femoral con mayor similitud al sitio
de aplicacion clinica que los ya existentes, para posteriormente evaluar el
efecto de la aplicacion subcutédnea de hialuronidasa a dosis baja (75Ul), media
(200UI) y alta (500Ul) en este modelo. A pesar de la persistencia del acido
hialurénico en la luz arterial de los grupos tratados, se encontr6 una diferencia
significativa entre el grupo de 200Ul y 500Ul de hialuronidasa y el grupo control



de embolismo. Se observaron sitios de trombosis arterial. Al evaluar los tejidos
circundantes, el musculo y el tejido adiposo del grupo tratado con dosis alta

presentd menor lisis muscular y menor cantidad de infiltrado inflamatorio.

Contribuciones y Perspectivas

Se establecié un modelo lagomorfo de embolismo por acido hialurénico,
ademas se reporta que con una dosis alta de hialuronidasa, aplicada de forma
subcuténea, se evitan parcialmente los danos causados por el embolismo. Se
propone el empleo de terapia trombolitica combinada con el uso de dosis

mayores de hialuronidasa subcutanea en este modelo.

Director de Tesis
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CAPITULO 1
1.1 INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

1.1.1 ACIDO HIALURONICO Y HIALURONIDASA

El &cido hialurénico (HA) es el glucosaminoglicano mas abundante en la matriz
extracelular!’, esta formado por cido glucurénico y N-acetil D-glucosamina, no
esta sulfatado y por su carga negativa posee la capacidad de unir y retener
moléculas de agua®™®. El HA se encuentra en diversos tejidos como humor
vitreo, liquido sinovial, cordén umbilical y piel®®. El 50% de su totalidad se
encuentra en la piel, donde tiene una vida media menor a 24h®87) |a
presencia de HA en la piel le confiere las propiedades de volumen e hidratacién

que son caracteristicas de una piel joven@389,

El HA comercial se obtiene de origen aviar o bacterioldgico'?, y se entrecruza

con sustancias como el 1,4-butanodiol diglicidil éter para evitar su rapida

11,12

degradaciéon’'?. Esto permite que pueda ser utilizado en el area clinica como

material de relleno facial en lineas de expresién y arrugas', donde alcanza una

(1314 La aplicacion de HA ocupa el

duracién aproximada de 6 a 12 meses
segundo lugar en intervenciones estéticas no quirdrgicas en el afno 2016, segun

la Sociedad Internacional de Cirugia Plastica Estética‘'®.

Las complicaciones existentes por la aplicacién de HA como relleno facial son
diversas: eritema, prurito, edema, e infeccion en el sitio de aplicacion, efecto
Tyndall, migracion del relleno, irregularidades de la superficie, y oclusion

vascular!'16-19),

La oclusiéon vascular es una de las complicaciones mas serias que puede

resultar en ceguera, accidente vascular cerebral, o necrosis cutanea. Esta

18,20,21

resulta en cicatrices permanentes antiestéticas' ). Las arterias con mayor

1



incidencia de oclusién vascular son supratroclear, facial, angular, dorsal de la
nariz, infraorbital, y la rama bucal de la maxilar®?®®. Las 4&reas
correspondientes a la regién de la glabela y el dorso de la nariz suelen ser las

mas afectadas!'2%2%,

Diversos tratamientos han sido descritos en esta complicacion: &cido

acetilsalicilico, nitroglicerina tépica y heparina, masaje vigoroso o0 compresas

térmicas, y la Hialuronidasa (HYAL)!""2428),

Fig. 2. Oclusion vascular por relleno de HA. A) Paciente con oclusién
vascular 6 dias posteriores a la aplicacion de relleno facial con HA. B)
Fotomicrografia de campo claro de la biopsia del tejido subcutaneo con
tincion de Hematoxilina y Eosina de la paciente anterior, se observa la
oclusion por HA (Tomada de Inoue, 2008)

La HYAL es una enzima que hidroliza el HA y, por lo tanto, regula la
permeabilidad de la matriz extracelular®?”. La FDA ha aprobado algunas
formulaciones comerciales de HYAL de origen humano recombinante para
procedimientos como hipodermoclisis, aumento de absorcidén y dispersion de

algunos farmacos, y en urografia SC 29,

Se ha descrito el uso de distintas concentraciones de HYAL comercial aplicadas

21,26,29,30)

de forma intraarterial (IA) o SC con fines estéticos' , especificamente

2



como tratamiento emergente para oclusién vascular. Sin embargo, a la fecha no
existe suficiente evidencia que establezca una concentracién especifica que
resuelva la oclusién vascular, y que ademas prevenga la necrosis cutanea. De
igual manera, tampoco se han estudiado los posibles cambios morfolégicos en
los tejidos circundantes posterior a la aplicacion SC de distintas
concentraciones de HYAL.



1.1.2 ANTECEDENTES

DeLorenzi (2014) realiz6 un estudio experimental en arterias y venas cadavéricas, en
el cual concluyé que el HA es susceptible a hidrélisis con 300Ul de HYAL, y que la
degradacioén IA no es necesaria para restaurar la circulacion en el tejido isquémico por

HA a las 4h, sin observar diferencia visible a las 24h®®.

En otro estudio, Vartanian et al., (2005) evaluaron el efecto de la HYAL inyectada en
areas cutaneas posterior al aumento con HA (Restylane®). Se observé que la HYAL
reduce dramaticamente el aumento creado por el HA, encontrando una diferencia
significativa entre el grupo de inyeccion con Solucién Salina 0.09% comparado con el
grupo de HYAL (p=<0.001). Identificaron también un efecto dosis respuesta relacionada
a la HYAL inyectada, sin embargo, no se demostrd diferencia estadistica significativa.
En este estudio se concluye que la inyeccién intradérmica de HYAL puede ser utilizada
para reducir el aumento dérmico de HA previamente inyectado®".

Anos mas tarde, Zhuang et al., (2016) establecieron un modelo de embolismo por HA
en oreja de conejo. Se evalué macroscopicamente por angiografia de fluorescencia
ademas de histopatolégicamente. En el analisis histoldégico se observé que el tercio
distal de la arteria central auricular se encontraba parcialmente obstruido por HA con
un volumen inyectado de 10uL de HA. Ademas observaron infiltrado de células
inflamatorias en las tunicas media y adventicia. Con 20uL observaron mayor cantidad
de HA en la luz arterial y una disminucién en el grosor de la tinica media asi como
degeneracién vacuolar en la misma. En el grupo con volumen de 40uL no observaron
HA, sin embargo, se describe hiperplasia del endotelio asi como estenosis de la luz
arterial. En este estudio se determiné que la severidad del embolismo es proporcional

al volumen de HA inyectado®?.

De manera interesante, Kim et al., (2011) describen la eficiencia de 750 Ul de HYAL,
aplicada de forma SC a las 4 y 24h, posteriores a la induccién de embolismo con 0.25
ml de HA en arteria auricular posterior de conejos. En este estudio, se describe que la
administracion temprana de HYAL aplicada de forma SC disminuye las complicaciones
dermatoldgicas @".



Por otra parte, Chiang et al., (2016) investigaron el uso de la HYAL IA combinada con
uroquinasa en dos colgajos irrigados por las arterias epigastricas inferiores en 40 ratas
macho. Se inyectaron via IV 0.02 ml de HA y se evalué durante 45 min el uso de
2500Ul’kg de HYAL o 50000Ul’kg de uroquinasa por separado, asi como la
combinacion de ambas enzimas; se analizé también el efecto de Solucion Salina
0.09% como control vehiculo. En este estudio se reporta que el uso combinado de
HYAL con uroquinasa puede incrementar la supervivencia del colgajo y mejora la tasa
de reperfusién en oclusién arterial por HA®?,

También, Wang et al,, (2017) evaluaron la degradacion de HA con HYAL, y
compararon los tratamientos IA'y SC de forma in vitro e in vivo. Encontraron que el flujo
sanguineo de la microcirculacion se reestablecio en los grupos de aplicacion de HYAL
SC e IA ; sin embargo, los autores describen un mejor efecto con la aplicacién SC, y
determinaron que los mejores resultados en este grupo son debido a una difusion de la
HYAL a mayor escala; esto permite el movimiento de HYAL hacia los vasos ocluidos y
degrada el HA ©9.

Ademas, Delorenzi (2017), describe un nuevo protocolo de aplicacién de HYAL, en
donde establece el uso de una dosis alta pulsada dependiendo del area afectada. Se
propone iniciar con 500Ul o 1,000Ul seguido de 500Ul hasta lograr la resolucion de la
isquemia. Se evalla clinicamente el llenado capilar, coloracion de la piel y ausencia de

dolor; y en caso necesario se repite la dosis .

Recientemente, Wattanakrai et al., (2018) evaluaron el efecto de 1500Ul de HYAL en
arterias cadaveéricas ligadas de los extremos, sin la presencia de embolismo. En el
andlisis histolégico observaron degeneracion del endotelio y separacién de las tunicas
intima y media a las 4h®?.



1.2 JUSTIFICACION

En la actualidad la aplicacion de HA se posiciona en el segundo lugar de los
primeros 5 procedimientos estéticos no invasivos. La necrosis por embolismo
de alguna arteria localizada en las areas de aplicacién de este tipo de relleno es
una de las mas impactantes, ya que puede ocasionar lesiones como cicatrices
permanentes y ceguera.

A la fecha no existe un tratamiento estandarizado para la atencién de este tipo
de complicacién, ni se han estudiado los cambios morfoldgicos posteriores a la
aplicacién de HYAL. Se han reportado distintos esquemas; sin embargo, las
dosis reportadas en la literatura no han sido comparadas entre si para
establecer una dosis 6ptima y segura.

1.3 HIPOTESIS

La aplicacion extravascular de HYAL es efectiva y segura para la degradacién
de un émbolo de HA.

1.4 OBJETIVO GENERAL

Determinar una concentraciébn efectiva y segura de HYAL aplicada

extravascularmente para disolver un émbolo de HA.

1.5 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer un modelo lagomorfo de embolismo por HA.

2. Evaluar el efecto de tres concentraciones de HYAL sobre un émbolo de
HA.

3. Analizar la morfologia posterior a la aplicacién extravascular de HYAL.



CAPITULO 2
2.1 MATERIAL Y METODOS

2.1.1 TIPO DE ESTUDIO, DISENO Y LUGAR DE REFERENCIA

Se realizd un ensayo experimental en un modelo animal, prospectivo,
comparativo y longitudinal. El estudio se llevé a cabo en el Laboratorio de
Microcirugia del Departamento de Anatomia Humana y en el Laboratorio de
Técnicas Histolégicas del Departamento de Histologia de la Facultad de
Medicina de la U.A.N.L. El manejo de los animales de laboratorio fue
coordinado por el Dr. Alejandro Quiroga Garza, el MVZ Gilberto Arévalo
Martinez y la MCP Yolanda Salinas Alvarez ademas, se conté con la
supervision del Dr. C. Rodrigo E. Elizondo Omana.

2.1.2 CARACTERISTICAS DE LA POBLACION Y TAMANO DE LA
MUESTRA

En la muestra se incluyeron 15 conejos machos y hembras de la raza Nueva
Zelanda, adultos, 6 meses de edad al inicio del protocolo y con peso entre 3 kg
y 4 kg, esqueléticamente maduros, y clinicamente sanos. Se excluyeron
aquellos que presentaran lesiones cutaneas, inmovilidad de las extremidades,
con peso menor a 3 kg 0 que no se encontraran sanos. Se eliminaron del
estudio los conejos que murieron durante el procedimiento quirdrgico o en el
periodo postquirurgico. EI nimero de muestra se decidié por conveniencia en

(21,30,33

base a estudios previos )'y de acuerdo con las Guias Internacionales del

Cuidado y Uso de Animales del Laboratorio.

2.1.3 DISTRIBUCION DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los animales se dividieron en 5 grupos experimentales de distribucién aleatoria
(n=3) y en funcién de la dosis de HYAL.



Tabla 1. Distribucion de grupos experimentales y sus caracteristicas metodoldgicas.

GRUPO EXPERIMENTAL

CARACTERISTICAS

Grupo Control Quirdrgico (n= 3)

Con abordaje quirdrgico

Sin embolismo de HA

Sin HYAL SC

Sin 3.5 ml de NaCl 0.9% SC

Grupo Control Embolismo (n= 3)

Con abordaje quirargico

Con embolismo de HA

Sin HYAL SC

Con 3.5 ml de NaCl 0.9% SC

Grupo Control Sano: 3 muestras de
extremidades inferiores izquierdas del Grupo
Control Quirdrgico

Sin abordaje quirargico
Sin embolismo de HA
Sin HYAL SC

Con NaCl 0.9% SC

Grupo Dosis Baja (n= 3)

Con abordaje quirurgico

Con embolismo de HA

Dosis 75Ul de HYAL (0.25 ml)
disuelta en 3.25 ml de NaCl 0.9%
SC

Grupo Dosis Media (n= 3)

Con abordaje quirurgico

Con embolismo de HA

Dosis 200Ul de HYAL (0.66 ml)
disuelta en 2.84 ml de NaCl 0.9%
SC

Grupo Dosis Alta (n= 3)

Con abordaje quiruargico

Con embolismo de HA

Dosis 500Ul de HYAL (1.66 ml)
disuelta en 1.84 ml de NaCl 0.9%
SC




2.1.4 CUIDADO Y MANEJO DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los conejos se atendieron de acuerdo con las regulaciones
internacionales vigentes y a la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z0O0-1999)
para especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los
animales de laboratorio®). Los animales permanecieron en jaulas en el
Laboratorio de Microcirugia del Departamento de Anatomia Humana, con un
ciclo constante de luz y oscuridad de 12h, sistema de ventilacién adecuada,
temperatura y humedad constantes en 22°C y 60% respectivamente; se realiz6
limpieza de las jaulas 3 veces por semana. Los conejos fueron alimentados con

alimento especial para conejos de laboratorio e hidratados ad /ibitum con agua.

2.1.5 ANESTESIA, ANALGESIA Y ANTIBIOTICOTERAPIA DE LOS
ANIMALES DE EXPERIMENTACION

La sujecion de los conejos se realizdé tomando de forma suave y firme la piel de
la nuca y dorso con la mano dominante, y con la otra mano se sujetaron los

muslos.

Se indujo anestesia profunda con Ketamina 25-50mg/kg y Xilacina 3.5-10mg/kg
IM. Posterior a 15 minutos de su aplicacion se confirmé el plano anestésico
mediante reflejo corneal y ausencia de movimiento. En seguida, se rasuraron
las regiones: abdominal inferior, inguinal, y ambas extremidades inferiores

anterior y posterior, mediante una técnica limpia.

2.1.6 ABORDAJE QUIRURGICO

Posterior a la anestesia y rasurado de los conejos de los grupos Control
(excepto Control Sano) y con tratamiento, se colocaron en la mesa quirdrgica
sujetando sus extremidades con gasas y se realizé asepsia de la region
abdominal, inguinal, y extremidades anteriores con Yoduro de Yodopovidona
(Isodine®). Se regulé la temperatura del animal con bolsas liquidas calientes.



Se colocaron campos estériles dejando visible solamente el area quirdrgica y se
realiz6 una incision de 1.5cm inferior al canal inguinal disecando por planos
hasta localizar el paquete neurovascular femoral de la extremidad inferior
izquierda; se disecé y se traccioné la arteria femoral izquierda. Se introdujo el
catéter 24G para inyectar 0.5 ml de Solucién Salina 0.9% en el grupo Control
Quirdrgico (Fig. 2A y B). Se retir6 el catéter, se verificd que existiera hemostasia

y se suturd la piel con Nylon 3-0.

Fig. 3. Abordaje quirurgico. A) Diseccion de la arteria femoral izquierda. B) Introduccion de catéter en arteria femoral

izquierda.
2.1.7 EMBOLISMO POR HA

Se realiz6 el mismo abordaje previamente descrito, una vez introducido el
catéter 24G se inyectd 0.5 ml de HA (Belotero Balance®) para crear un émbolo
en la arteria femoral. La creacion del émbolo se comprob6é mediante la

observacion directa.

Una vez realizado el abordaje quirdrgico y embolismo, se secd el pelaje que

pudiera quedar humedo, se proporcioné agua y comida, y se administrd
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Ketoprofeno 2mg/kg SC cada 24h por 5 dias. Se posicionaron en decubito
lateral en sus jaulas. Ademds, se administré en el agua Tramadol 0.5mg/ml
para su consumo regular, se utilizd como antibioticoterapia Ampicilina 10-
20mg/kg cada 12h y se comprobé el consumo de agua y comida en el periodo

postoperatorio.

2.1.8 ADMINISTRACION EXPERIMENTAL DE HYAL

Se utilizd HYAL recombinante de la marca X. Prof 150 Reductonidasa de
Mesoestetic® (1500Ul) reconstituida en 5 ml de Solucién Salina al 0.9%. Se
inyectd a tres grupos experimentales con abordaje quirdrgico previo vy
embolizados con HA; se aplicé en 3 distintas concentraciones de acuerdo con el
grupo experimental correspondiente utilizando una jeringa de 5 ml y una aguja
27G de forma SC en la extremidad inferior derecha distribuyendo el volumen

total de la solucidn en el trayecto de las arterias femoral y safena (Fig.3).

—
Tabla 2. Dosis de HYAL SC. “A
DOSIS BAJA | DOSIS MEDIA by b g
EMBOLISMO/ | EMBOLISMO/ -
75 Ul HYAL 200Ul HYAL 500Ul HYAL i
(0.25mL) (0.66mL) (1.66mL) |
3.25mL 2.84mL 1.84mL / y
NaCL 0.9% NaCL 0.9% NaCL 0.9% /

y
v

(M2

Fig. 3. Sitios de aplicacion SC de
HYAL.

Las concentraciones de HYAL fueron: 75Ul (0.25 ml), 200Ul (0.66 ml) y 500Ul

(1.66 ml) correspondientes a los grupos de Dosis Baja, Media y Alta (Tabla 2).

Se agregd en la misma jeringa 3.35 ml, 2.84 ml y 1.84 ml de Solucién Salina al

0.9% para completar 3.5 ml de solucién respectivamente que se aplicaron de

forma SC.
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2.1.9 DOCUMENTACION CLINICA Y REGISTRO FOTOGRAFICO

Posterior al abordaje quirurgico y tratamiento se tomaron fotografias de ambas
extremidades inferiores de forma anterior a las 24h y a los dias 2, 3 y 4.

También en estos dias se recolectaron y documentaron datos clinicos de
hipoperfusion, cambio en coloracion de la piel, ulceracion, necrosis entre otros

datos.

2.1.10 CRITERIOS DE PUNTO FINAL

Se realiz6 vigilancia diaria del dolor evaluando la presencia de los siguientes
signos: piloereccion, anorexia, deshidratacion, comportamiento agresivo,
aislamiento o automutilacién, ojos hundidos o casi cerrados, respuesta a
estimulos, taquipnea y estornudos. En caso de que tuviera 5 de estos 9 signos
en la evaluacion de dolor, considerado severo, se realizaria eutanasia del

animal de experimentacion mediante dosis letal de pentobarbital sédico.

2.1.11 OBTENCION DE LA MUESTRA

Los animales de los grupos Control y de embolismo tratados con HYAL fueron
eutanizados al dia 4 posterior al abordaje quirdrgico, se realizé con
Pentobarbital Sodico en dosis letal (100-150 mg/kg IV) en la vena marginal del
conejo. La confirmacién de la muerte se realiz6 mediante la observacién de 5
minutos de la ausencia de respiracién, movimiento y pulso. En seguida se
obtuvieron muestras de aproximadamente 1x1cm de piel de la region femoral,
ademas de muestras de aproximadamente 3-4cm de la regién proximal del
paquete neurovascular femoral de la extremidad inferior izquierda, incluyendo
los musculos. Se tomaron las mismas muestras en la extremidad inferior
derecha del grupo Control Sano. Los cadaveres fueron dispuestos en bolsas
amarillas para su destino final de acuerdo con lo establecido en la NOM-087-
ECOL-SSA1-2002.
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2.1.12 ANALISIS MORFOLOGICO

Las muestras se fijaron durante 24h en solucién de formalina al 10% en PBS 1X
pH 7.2-7.4. A las 24h se cortaron y colocaron en casetes de inclusién y se

sumergieron de nuevo en formalina al 10% durante 24h mas.

Posteriormente se procesaron por la técnica histoldégica convencional hasta su
inclusién en parafina. Se obtuvieron cortes histolégicos de 5 um y se tifieron
con Hematoxilina y Eosina para evaluar la histologia general, con el método
Tricrdmico de Masson para visualizar musculo y tejido conectivo; Orceina para
identificar fibras elasticas y por el método histoquimico de Azul Alcian pH 1,
para la identificacion de mucopolisacaridos acidos como el HA (ver Apéndice
A).

2.1.13 ANALISIS CUANTITATIVO DE HA

Se seleccion6 una laminilla de cada conejo en la que existié la presencia de HA
en la luz de la arteria femoral de los grupos Control Embolismo y tratados, asi
como de los grupos Control Sano y Control Quirdrgico. Se tomaron
fotomicrografias con el objetivo de 4X y se cuantific6 por microdensitometria la
coloracion azul correspondiente a HA con el programa Image J V. 1.51. (NIH).

2.1.14 ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 estadistica descriptiva de los datos obtenidos de la cuantificacion de
HA, se realizd una prueba de Kolmogorov-Smirnov para establecer la
normalidad de la muestra; una vez establecida la normalidad (p<0.05) se realizé
analisis de varianza de 1 factor (ANOVA), y debido a que la significancia
estadistica resultante fue p<0.001, se realiz6 una prueba Posthoc con

correccién de Bonferroni.
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CAPITULO 3

3.1 RESULTADOS

3.1.1 EL RELLENO FACIAL DE HA PERMANECE DESPUES DE LA
TECNICA HISTOLOGICA CONVENCIONAL.

Con la finalidad de determinar si el HA entrecruzado permanecia después de la
técnica histolégica convencional se realizé el procesamiento histolégico de un
segmento de arteria tibial de un cadaver a la que se le inyecté HA Belotero
Balance®. Se realiz6 la tincion de Hematoxilina y Eosina, y el método
histoquimico de Azul Alcian (Fig.4). Se observé bajo microscopia de campo

claro.

200um .

Fig. 4. La técnica histolégica convencional no elimina el HA entrecruzado. A) Corte transversal de arteria tibial de
cadaver. Se observa el HA de color morado en la luz arterial. B) Corte transversal de arteria tibial de cadaver. Se
observa el HA de color azul en la luz arterial. Tinciéon A: Hematoxilina y Eosina. B: Histoquimica Azul Alcian con Rojo
Neutro. Luz arterial (L). Barra 200pm.

Con la tincién de Hematoxilina y Eosina se observé un material baséfilo en la
luz arterial. Se comprobd posteriormente con la histoquimica de Azul Alcian,
que el HA permanecia aun después de la técnica histolégica convencional, y
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que por lo tanto era posible procesar las muestras mediante esta técnica.

3.1.2 El MODELO LAGOMORFO DE EMBOLISMO FEMORAL POR HA
POSEE MAYOR SIMILITUD CON EL SITIO DE APLICACION CLINICA.

En este estudio se establecié un nuevo modelo de embolismo lagomorfo, ya
que se considerd que los modelos de embolismo actuales en oreja de conejo no
cuentan con las caracteristicas morfologicas similares al sitio de aplicacion del
relleno facial, ya que la oreja posee una piel muy delgada, tiene la presencia de
cartilago hialino, escaso musculo y ademds no cuenta con tejido adiposo
(Fig.5).

Fig. 5. El modelo de embolismo por HA en oreja de conejo no tiene similitud con el sitio de aplicacion clinica.
Arteria central auricular (flecha negra). Epidermis (flecha amarilla), dermis (D), cartilago hialino (C). Tincion:
Hematoxilina y Eosina. Barra 100um.
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3.1.3 ESTABLECIMIENTO DE UN NUEVO MODELO LAGOMORFO DE
EMBOLISMO POR HA.

El nuevo modelo de embolismo por HA posee mayor similitud con el sitio de
aplicacion clinica del relleno facial de HA. Macroscopicamente se observé

cambio de coloracién en la piel, y una mala cicatrizacién de la herida quirtrgica

Fig. 6. El modelo de embolismo femoral por HA presenta cambios macroscopicos. A) Modelo lagomorfo de
embolismo femoral por HA 4 dias posteriores al abordaje quirirgico. Se observa cambio en la coloracion de la piel y
hematomas. B) Herida quirGrgica del modelo de embolismo, se observa mala cicatrizacion. Hematomas (flechas
negras), herida quirargica (llave).

3.1.4 COMPARACION MACROSCOPICA DE LOS GRUPOS CONTROL.

Al comparar los tres grupos se observd que los grupos Control Sano y
Quirdrgico no presentaron eritema, hematomas, ni atrofia muscular. Ademas en
el grupo Control Quirdrgico se observé una herida quirdrgica con adecuada
cicatrizacion. En comparacién con el grupo Control de Embolismo, se observa
la herida quirdrgica con inadecuada cicatrizacion, eritema, hematomas,

equimosis y atrofia muscular (Fig. 7).
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Fig. 7. El grupo Control de Embolismo presenta mayores cambios en comparacion con los grupos Control Sano
y Quirurgico. A) Control Sano. Se observa de aspecto y coloraciéon normal. B) Control quirirgico. Se observa de color y
aspecto normal, adecuada cicatrizacion de la herida quirGrgica. C) Control de Embolismo. Se observa eritema,
equimosis y hematomas, y mala cicatrizacion de la herida quirtrgica. Herida quirirgica (flecha negra), hematomas
(flecha roja).

En el analisis semicuantitativo, se realizd la evaluacién del dolor y movilidad de
la extremidad inferior: el grupo Control de Embolismo presenté mayor dolor
previo a la eutanasia y menor movilidad de la extremidad en comparacion con

los grupos Control Sano y Quirurgico (Tabla 3).

Tabla 3. Tabla semicuantitativa de hallazgos clinicos al 4° dia posterior al abordaje quirargico.

CONTROL EMBOLISMO
HALLAZGOS CONTT:I; SANO QUIRURGICO (HA)
n=3 n=3

Cambio de coloracion - . 4
Disminucion del - - +++
volumen muscular
Dolor previo a - . +++
eutanasia
Movilidad de +++ +++ ++
extremidad

/- Ausente/ + Leve/++ Moderado / +++ Severo /
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3.1.5 CARACTERIZACION HISTOLOGICA DEL MODELO DE EMBOLISMO
FEMORAL LAGOMORFO Y SU COMPARACION CON LOS GRUPOS
CONTROL SANO Y QUIRURGICO.

En el modelo de embolismo establecido se evaluaron los cambios morfol6gicos
en la arteria. Al observar el grupo Control Sano y Control Quirurgico,
observamos una luz arterial limpia (Fig. 8A y B). Sin embargo, en el grupo de
Control Embolismo, se observaron dos fendémenos: el primero mostrd regiones
de la arteria femoral en la que su luz se encontraba obstruida en su totalidad
por abundantes eritrocitos, fibrina, plaquetas y escaso HA (Trombosis) (Fig.
8C). En el segundo, se observé la arteria femoral casi obstruida en su totalidad
por HA, ademas de eritrocitos (Fig. 8D). La presencia de HA se confirmo con el
método histoquimico Azul Alcian, observando una positividad de color azul en la
luz arterial en el grupo Control de Embolismo (Fig. 12D).

Ademas se caracterizaron los cambios morfoldégicos en la arteria femoral
posterior al embolismo. En el grupo Control Sano y Control Quirdrgico se
observa la pared arterial, en dénde es posible distinguir adecuadamente las
tunicas intima, media y adventicia, con un grosor similar y morfologia normal. La
lamina elastica interna se observa fenestrada y asi como el endotelio se

encuentra preservado en ambos grupos (Fig. 9A y B).

A diferencia de lo anterior, en el grupo Control de Embolismo, se observaron
cambios en la pared arterial. En los sitios donde localizamos trombosis, el
endotelio en la tunica intima se encuentra desprendido, y la lamina elastica
interna se observa rota. La tdnica media también se encuentra rota con
abundante infiltrado de eritrocitos y células inflamatorias como macréfagos,
eosindfilos, neutrofilos y linfocitos (Fig. 9C). En cambio, en los sitios de
embolismo con abundante HA la pared arterial se observa mas delgada. En la
tlnica intima, el endotelio se observa desprendido, la lamina elastica interna
pierde su morfologia normal y no se aprecia fenestrada. Las tunicas media y
adventicia disminuyen su grosor (Fig. 9D). Estos datos fueron corroborados
con los métodos de Tricromico de Masson (Fig. 10) y Orceina (Fig. 11).
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Fig. 8. El embolismo por HA causa obstruccion de la luz arterial. A) Arteria femoral grupo Control Sano. Se

observa la luz arterial limpia. B) Arteria femoral grupo Control Quirdrgico. Se observa la luz arterial limpia. C) Arteria
femoral grupo Control de Embolismo. Se observa trombosis arterial con ausencia de HA en la luz. La luz arterial se
observa ocluida en su totalidad. D) Arteria femoral grupo Control Embolismo. Se observa la luz arterial ocluida por
abundante HA y eritrocitos. Luz arterial (L), HA (flechas negras). Tincion: Hematoxilina y Eosina. Barra 200um.
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Fig. 9. El embolismo por HA causa cambios estructurales en la pared arterial. A) Pared arterial del grupo Control

Sano. Se observan las tunicas intima, media y la adventicia integras, la lamina elastica interna y el endotelio se observan
de morfologia normal. B) Pared arterial del grupo Control Quirdrgico. Se observan los mismos hallazgos que en el grupo
Control Sano. C) Pared arterial del grupo Control de Embolismo con trombosis. No se distinguen las tlnicas arteriales, la
lamina elastica interna se observa rota, y el endotelio desprendido. Se observa abundante infiltrado inflamatorio,
macrofagos, linfocitos, eosindfilos y neutréfilos. D) Pared arterial del grupo Control de Embolismo con abundante HA. Se
observan las tdnicas arteriales preservadas pero disminuidas en grosor. La lamina eléstica interna y externa pierden su
morfologia normal y no se observan fenestradas. Tunicas intima (I), media (M), adventicia (A). Lamina elastica interna
(fecha celeste), luz arterial (L), HA (flechas negras), macréfagos (flecha amarilla), linfocitos (flecha azul), eosindfilos
(flecha roja), neutrofilos (flecha verde). Tincion: Hematoxilina y Eosina. Barra 50um.
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Fig. 10. Confirmacion de los cambios estructurales en la pared arterial ocasionados por el embolismo. A) Pared

arterial del grupo Control Sano. Se observan las tinicas intima, media y adventicia de morfologia normal. El mdsculo
liso se observa de color rojo y las fibras de colageno de la tunica adventicia de color azul. B) Pared Arterial del grupo
Control Quirdrgico. Se observan los mismos hallazgos que en el grupo Control Sano. C) Pared arterial del grupo Control
de Embolismo con trombosis. Se observan rotas las tunicas intima y media. El musculo liso se observa de color rojo y
las fibras de colageno de la tunica adventicia de color azul. D) Arteria Femoral del grupo Control de Embolismo con HA.
Se observan las tlnicas arteriales preservadas pero disminuidas en grosor. El misculo liso se observa de color rojo y
las fibras de colageno de la tunica adventicia de color azul. Luz arterial (L), HA (flechas negras), tinicas intima (),
media (M), adventicia (A). Tincién: Tricromico de Masson. Barra 50pm.
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Fig. 11. El embolismo por HA causa cambios morfolégicos en las fibras elasticas de la pared arterial. A) Pared

arterial del grupo Control Sano. Se observan las laminas elasticas interna y externa fenestradas, de morfologia normal.
B) Pared Arterial del grupo Control Quirirgico. Se observan los mismos hallazgos que en el grupo Control Sano. C)
Pared arterial del grupo Control de Embolismo con trombosis. Se observa la lamina elastica interna rota. D) Pared
arterial del grupo Control de Embolismo con HA. Se observa las ldminas elasticas interna y externa preservadas pero
pierden su fenestracién normal. Lamina eldstica interna y externa (flecha amarilla), HA (flecha negra). Tincién: Orceina.
Barra 50um.
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Fig. 12. Identificacion de HA en la luz arterial del grupo Control de Embolismo. A) Arteria femoral del grupo Control

Sano. Se observa la luz arterial limpia. B) Arteria femoral del grupo Control QuirGrgico. Se observan los mismos hallazgos
que en el grupo Control Sano. C) Arteria femoral del grupo Control de Embolismo con trombosis. Se observa la luz arterial
obstruida en su totalidad por eritrocitos, las tdnicas intima y media se observan desprendidas de color celeste en la luz
arterial. D) Arteria femoral del grupo Control de Embolismo. Se observa la luz arterial obstruida por abundante HA que se
observa de color azul en la luz arterial y eritrocitos. Luz arterial (L), HA (flechas negras). Histoquimica: Azul Alcian. Barra
200um.
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3.1.6 MEJORIA CLINICA PARCIAL EN GRUPO DE EMBOLISMO TRATADO
CON DOSIS ALTA DE HYAL.

Al comparar los grupos control previamente descritos contra los grupos tratados
con Dosis Baja, Media y Alta de HYAL, se observé una adecuada cicatrizacion
de la herida quirargica en todos los grupos tratados. En el grupo Control de
Embolismo tratado con 75Ul HYAL, se observd equimosis y hematomas en la
extremidad. El grupo tratado con 200Ul presentdé una disminucion de los
mismos datos. Cabe destacar que el grupo tratado con 500Ul no presenté
cambio en la coloracién de la piel, equimosis ni hematomas; similar al grupo

Control Sano y Control Quirargico (Fig. 13).

Fig. 13. Una Dosis Alta de HYAL previene los cambios macroscoépicos ocasionados por el embolismo. A) Control
Sano. Se observa de aspecto y coloracion normal. B) Control quirirgico. Se observa coloraciéon y aspecto normal,
adecuada cicatrizacion de la herida quirurgica. C) Control de Embolismo. Se observa eritema, equimosis y hematomas,
mala cicatrizacion de la herida quirdrgica. D) Embolismo/75Ul HYAL. Se observa equimosis y adecuada cicatrizacion de
la herida quirurgica. E) Embolismo/200UlI HYAL. Se observa equimosis de menor tamafo y adecuada cicatrizacion de la
herida quirdrgica. F) Embolismo/500Ul HYAL. Se observa de aspecto y coloracién normal, adecuada cicatrizacién de la
herida quirurgica. Herida quirurgica (flechas negras), hematoma/equimosis (flechas amarillas).
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Al realizar la comparacion de hallazgos clinicos, se observoé que los grupos
tratados con HYAL presentaron menor disminucion del volumen muscular y
mejor movilidad de la extremidad previo a la eutansia, en comparacion con el
grupo Control de Embolismo. Sin embargo, el grupo tratado con 500Ul HYAL
presentd una mejoria en el cambio de coloracién de la piel y en el dolor previo a

la eutanasia, en comparacién con el grupo Control de Embolismo (Tabla 4).

Tabla 4. Tabla semicuantitativa de hallazgos clinicos de grupos control y tratados con HYAL al 4° dia posterior
al abordaje quirurgico.

EMBOLISMO/ EMBOLISMO/

CONTROL CONTROL EMBOLISMO EMBOLISMO/

HALLAZGOS SANO QUIRURGICO (HA) 75U1 HYAL zomr’l':';‘m" 5°°lr’l'=';m"
n=3 n=3 n=3 n=3

Cambio de - + 4+ +++ 4 +
coloracién
Disminucion - - +++ e + e
del volumen
muscular
Dolor previo - - +++ +++ o o
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Movilidad de +++ +++ ++ +++ +++ 4
extremidad

/- Ausente/ + Leve/++ Moderado / +++ Severo/

3.1.7 CAMBIOS ARTERIALES POSTERIOR A LA APLICACION DE HYAL.

Al evaluar la luz arterial posterior a la aplicacién de HYAL, se observé que el
émbolo no desaparecié por completo en ningun grupo tratado (Fig. 14E-6); sin
embargo, se observd una ligera disminucién en el grupo tratado con Dosis Alta
(500Ul HYAL) (Fig. 14G). Al evaluar la pared arterial de los grupos tratados, se
observé que el grupo tratado con Dosis Baja (75Ul HYAL) conservé el grosor y
la morfologia normal de las tunicas arteriales, a excepcién de la tunica media en
la que se observaron zonas de hemorragia entre las fibras musculares lisas, sin
embargo sus laminas elasticas interna y externa se observaron integras vy
fenestradas, a diferencia del grupo Control de Embolismo. Los grupos tratados
con Dosis Media y Alta (200 y 500Ul HYAL) preservaron la morfologia normal
de todas sus tunicas arteriales, asi como de sus laminas elasticas interna y
externa (Fig. 15). Los datos anteriores se confirmaron con la Tincién de
Tricromico de Masson (Fig. 17) y Orceina (Fig. 16).
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Fig. 14. El grupo de embolismo tratado con Dosis Alta (500Ul HYAL) presenta una ligera disminucién del

émbolo. A) Arteria femoral del grupo Control Sano. Se observa la luz arterial limpia. B) Arteria femoral del grupo Control
Quirlrgico. Se observa la luz arterial limpia. C) Arteria femoral grupo Control de Embolismo. Se observa trombosis
arterial con ausencia de HA en la luz. La luz arterial se observa ocluida en su totalidad. D) Arteria femoral del grupo
Control Embolismo. Se observa la luz arterial ocluida por abundante HA vy eritrocitos. E) Arteria femoral del grupo
Embolismo/75Ul HYAL. Se observa la luz arterial ocluida por HA vy eritrocitos. F) Arteria femoral del grupo
Embolismo/200Ul HYAL. Se observa la luz arterial ocluida pero con menor cantidad de HA. G) Arteria femoral del grupo
Embolismo/500Ul HYAL. Se observa la luz arterial ocluida con menor cantidad de HA.  Luz arterial (L), HA (flechas
negras). Tincion: Hematoxilina y Eosina. Barra 200pm.
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Fig. 15. Los grupos de embolismo tratados con Dosis Media y Alta (200Ul y 500Ul HYAL) no presentan cambios

estructurales en la pared arterial. A) Pared arterial del grupo Control Sano. Se observan las tinicas intima, media y la
adventicia integras, la lamina elastica interna y el endotelio se observan de morfologia normal. B) Pared Arterial del
grupo Control Quirdrgico. Se observan los mismos hallazgos que en el grupo Control Sano. C) Pared arterial del grupo
Control de Embolismo con trombosis. No se distinguen las tunicas arteriales, la lamina elastica interna se observa rota,
y el endotelio desprendido. Se observa abundante infiltrado inflamatorio, macréfagos, linfocitos, eosinéfilos y neutroéfilos.
D) Arteria Femoral del grupo Control de Embolismo con abundante HA. Se observan las tlnicas arteriales preservadas
pero disminuidas en grosor. Las laminas elasticas interna y externa pierden su morfologia normal y no se observa
fenestrada. E) Pared arterial del grupo de Embolismo/75Ul HYAL. Se observan las tlnicas preservadas pero se
observan zonas de hemorragia en la tinica media. La lamina elastica interna se observa de morfologia normal. F) Pared
arterial del grupo Embolismo/200UlI HYAL. Se observan preservadas las tunicas arteriales, la ldamina elastica interna de
morfologia normal. F) Pared arterial del grupo Embolismo/500Ul HYAL. Se observan las tunicas arteriales preservadas
e integras, la lamina eléstica interna de morfologia normal. Ldmina elastica interna (fecha celeste), luz arterial (L), HA
(flechas negras), macréfagos (flecha amarilla), linfocitos (flecha azul), eosinéfilos (flecha roja), neutréfilos (flecha verde),
hemorragia (*). Tincién: Hematoxilina y Eosina. Barra 50um.
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Fig. 16. Las fibras elasticas de la pared arterial de los grupos de embolismo tratados con HYAL preservan su

morfologia normal. A) Pared arterial del grupo Control Sano. Se observan las laminas elasticas interna y externa
fenestradas, de morfologia normal. B) Pared arterial del grupo Control Quirlrgico. Se observan los mismos hallazgos
que en el grupo Control Sano. C) Pared arterial del grupo Control de Embolismo con trombosis. Se observa la lamina
elastica interna rota. D) Pared arterial del grupo Control de Embolismo con HA. Se observan las laminas elasticas
interna y externa preservadas pero pierden su fenestraciéon normal. E) Pared arterial del grupo Embolismo/75Ul HYAL.
Se observa la lamina elastica interna y externa preservadas y fenestradas. F) Pared arterial del grupo Embolismo/200UlI
HYAL. Se observan las laminas elasticas interna y externa preservadas y fenestradas. G) Pared arterial del grupo
Embolismo/500Ul HYAL. Se observan las laminas elasticas interna y externa preservadas y fenestradas. Laminas
elasticas interna y externa (flechas amarillas), HA (flechas negras). Tincién: Orceina. Barra 50um.
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Fig. 17. Confirmacion de la mejoria parcial de la pared arterial de los grupos de embolismo tratados con Dosis
Media y Alta (200Ul y 500Ul HYAL). A) Pared arterial del grupo Control Sano. Se observan las tunicas intima, media y
adventicia de morfologia normal. El musculo liso se observa de color rojo y las fibras de colageno de la tdnica adventicia
de color azul. B) Pared Arterial del grupo Control QuirGrgico. Se observan los mismos hallazgos que en el grupo Control
Sano. C) Pared arterial del grupo Control de Embolismo con trombosis. Se observan rotas las tunicas intima y media. El
musculo liso se observa de color rojo y las fibras de colageno de la tdnica adventicia de color azul. D) Pared arteria del
grupo Control de Embolismo con HA. Se observan las tunicas arteriales preservadas pero disminuidas en grosor. El
musculo liso se observa de color rojo y las fibras de coldgeno de la tdnica adventicia de color azul. E) Pared arterial del
grupo Embolismo/ 75Ul HYAL Se observa una zona de hemorragia grande en la tinica media, la tinica adventicia se
encuentra preservada. F) Pared arterial del grupo Embolismo/ 200Ul HYAL. Se observan las tdnicas arteriales integras,
con adecuado grosor. G) Pared arterial del grupo Embolismo/ 500Ul HYAL. Se observan las tunicas arteriales preservadas
e integras con adecuado grosor. Luz arterial (L), HA (flechas negras), tunicas intima (I), media (M), adventicia (A). Tincion:
Tricrémico de Masson. Barra 50um.
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3.1.8 DIFERENCIA SIGNIFICATIVA ENTRE LOS GRUPOS TRATADOS CON
200Ul Y 500Ul HYAL Y EL GRUPO DE EMBOLISMO.

La presencia de HA en los grupos de embolismo tratados con HYAL se
confirmoé con el método histoquimico de Azul Alcian, en el que se observo el HA
de color azul en la luz arterial de todos los grupos tratados; sin embargo, se
observd una disminucion de la cantidad de HA en la luz arterial en el grupo
tratado con 500Ul HYAL (Fig. 18).

Se realiz6 la cuantificacion de HA con el programa de Image J V.1.51, y
posteriormente se realizé el andlisis estadistico con el programa de SPSS V.21.
Se observé una diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre los grupos
Control Sano y Control Quirargico, y el grupo Control de Embolismo, de esta
forma se reafirmé el establecimiento del modelo lagomorfo de embolismo (Tabla
5). Ademas, se encontr6 diferencia significativa entre los grupos Control de
Embolismo y los grupos tratados con 200Ul y 500Ul HYAL; sin embargo, en la
cuantificacion de HA no se observé diferencia significativa entre 200Ul y 500Ul
HYAL (Grafica 1).
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Fig. 18. El grupo de embolismo tratado con Dosis Alta (500Ul HYAL) presenta menor cantidad de HA en la luz

arterial. A) Arteria femoral del grupo Control Sano. Se observa la luz arterial limpia. B) Arteria femoral grupo Control
Quirdrgico. Se observan los mismos hallazgos que en el grupo Control Sano. C) Arteria femoral del grupo Control de
Embolismo con trombosis. Se observa la luz arterial obstruida en su totalidad por eritrocitos, las tnicas intima y media
se observan desprendidas de color celeste en la luz arterial. D) Arteria femoral del grupo Control de Embolismo. Se
observa la luz arterial obstruida por abundante HA de color azul y eritrocitos. E) Arteria femoral del grupo
Embolismo/75Ul HYAL. Se observa la luz arterial con presencia de HA abundante de color azul. F) Arteria femoral del
grupo Embolismo/200UlI HYAL. Se observa el HA abundante de color azul entre la tinica media y la adventicia, ademas
de abundantes eritrocitos. G) Arteria femoral del grupo Embolismo/500Ul HYAL. Se observa HA de color azul en la luz
arterial en menor cantidad y abundantes eritrocitos. Histoquimica: Azul Alcian. Luz arterial (L), HA (flecha negra). Barra
200pm.

31



Tabla 5. Analisis estadistico de la cuantificacion de HA.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: IntDen

Bonferroni
Intervalo de confianza al
95%
Diferencia de Limite
() Grupo (J) Grupo medias (FJ) Error tipico Sig. Limite inferior superior
Quirtrgico -617044.000 | 5467258.1 1.000 -20566463.4 2E+007
o Embolismo -42667228.7* | 5467258.1 .000 -62616648.1 -2E+007
8 75Ul HYAL -33301328.7* | 5467258.1 .001 -53250748.1 -1E+007
200Ul HYAL -13072880.3 | 5467258.1 511 -33022299.8 6876539
500UI HYAL -10932782.0 | 5467258.1 1.000 | -30882201.4 | 9016637
Sano 617044.0000 | 5467258.1 1.000 -19332375.4 2E+007
8 Embolismo -42050184.7* | 5467258.1 .000 -61999604. 1 -2E+007
2 75Ul HYAL -32684284.7* | 5467258.1 .001 -52633704.1 -1E+007
E 2888: :m:: -12455836.3 | 5467258.1 627 | -32405255.8 | 7493583
-10315738.0 | 5467258.1 1.000 -30265157.4 9633681
Sano 42667228.67* | 5467258.1 .000 | 22717809.23 6E+007
§ Quirdrgico 42050184.67* | 5467258.1 .000 | 22100765.23 6E+007
s 75Ul HYAL 9365900.000 | 5467258.1 1.000 -10583519.4 3E+007
E 2888: :m:: 29594348.33"* | 5467258.1 .002 | 9644928.8921 5E+007
. 31734446.67* | 5467258.1 .001 11785027.23 5E+007
| Sano 33301328.67* | 5467258.1 .001 13351909.23 5E+007
Z Quirdrgico 32684284.67* | 5467258.1 .001 12734865.23 5E+007
T Embolismo -9365900.00 | 5467258.1 1.000 -29315319.4 1E+007
3 2888: :m:: 20228448.33* | 5467258.1 046 | 279028.8921 4E+007
! 22368546.67* | 5467258.1 .022 | 2419127.2254 4E+007
Sano 13072880.33 | 5467258.1 511 -6876539.11 3E+007
52 Quirdrgico 12455836.33 | 5467258.1 .627 | -7493583.11 3E+007
Sz Embolismo -29594348.3* | 5467258.1 .002 -49543767.8 | -9644929
75Ul HYAL -20228448.3* | 5467258.1 .046 -40177867.8 -279029
500Ul HYAL 2140098.333 | 5467258.1 1.000 -17809321.1 2E+007
_ Sano 10932782.00 | 5467258.1 1.000 -9016637.44 3E+007
3 ?;' Quirdrgico 10315738.00 | 5467258.1 1.000 -9633681.44 3E+007
8T Embolismo -31734446.7* | 5467258.1 .001 -51683866.1 -1E+007
75U1 HYAL -22368546.7* | 5467258.1 022 | -42317966.1 | -2419127
200UI HYAL -2140098.33 | 5467258.1 1.000 -22089517.8 2E+007

*. La diferencia de medias es significativa al nivel .05.
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Grdfica 1. Los grupos de embolismo tratados con Dosis Media y Alta (200Ul y 500Ul HYAL) presentan menor
cantidad de HA en comparacion con los grupos Control de Embolismo y de embolismo tratado con Dosis Baja
(75Ul HYAL). Se observa diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre los grupos Control Sano y Quirtrgico, y el
grupo Control de Embolismo. Asi como entre el grupo Control de Embolismo y los grupos de embolismo tratados con
Dosis Media y Alta (200Ul y 500Ul HYAL). No se observé diferencia estadistica significativa entre los grupos de
embolismo tratados con Dosis Media y Alta (200Ul y 500Ul HYAL).
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3.1.9 CAMBIOS !VIORFOLOGICOS EN TEJIDOS ADYACENTES POSTERIOR
A LA APLICACION EXTRAVASCULAR DE HYAL.

Se analizaron los tejidos adyacentes a la arteria, en la imagen panoramica se
observd que en los grupos Control Sano y Control Quirdrgico, se distinguen la
arteria femoral con su luz limpia, ademas de observarse el musculo esquelético,
nervio y tejido adiposo de apariencia normal (Fig. 19A1 y B1). El nervio de
ambos grupos posee una morfologia normal, rodeado de un epineurio de grosor
adecuado, asi como una buena organizacion de los fasciculos nerviosos vy
axones (Fig. 19A2 y B2). El tejido adiposo de ambos grupos presenta su
morfologia normal: adipocitos poliédricos con nucleos a la periferia y escaso
citoplasma, no se aprecia infiltrado inflamatorio (Fig. 19A3 y B3). El musculo
esquelético en ambos grupos se observa con fibras musculares de apariencia
normal, bien organizadas, morfologia poligonal, con ndcleos a la periferia sin
infiltrado inflamatorio (Fig. 20Ay B, Fig. 21A y B).

Sin embargo, en el grupo Control de Embolismo se observa en la imagen
panoramica la arteria con la luz casi obstruida en su totalidad, asi como la
ubicacion del nervio, musculo y tejido adiposo (Fig. 19C1). A mayor aumento se
aprecia el nervio femoral y su epineurio disminuido en grosor, asi como una
pérdida de la organizacibn de los fasciculos nerviosos y sus axones,
observandose muy separados entre si (Fig. 19C2). El tejido adiposo se observa
con abundante infiltrado inflamatorio y eritrocitos, se observan ademas escasos
adipocitos que pierden su morfologia poliédrica (Fig. 19C3). EI musculo
esquelético se observa con pérdida de la organizacién de las fibras musculares,
pierden su morfologia poligonal, y se observan muy separadas entre si. Se
observa ademas de abundante infiltrado inflamatorio (Fig. 20C y 21C).

En el grupo de embolismo tratado con 75Ul HYAL, se observa la imagen
panoramica en donde se aprecia la arteria femoral con su luz obstruida, y la
ubicacion de los tejidos circundantes a la misma (Fig. 19D1). A mayor aumento,

se aprecia el nervio femoral con su morfologia normal, epineurio de adecuado
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grosor asi como sus fasciculos y axones con una adecuada organizacion (Fig.
19D2). El tejido adiposo se aprecia con abundante hemorragia e infiltrado
inflamatorio; sin embargo, los adipocitos se observan con su forma poliédrica
normal y nucleo en la periferia (Fig. 19D3). El musculo esquelético se observa
aun con pérdida de la organizacién de las fibras musculares, muy escasas
fiboras conservan su morfologia poligonal, ademas de abundante infiltrado
inflamatorio (Fig. 20D y 21D).

En el grupo de embolismo tratado con 200Ul HYAL, en la imagen panoramica
se observa la organizacién de la arteria femoral y las estructuras adyacentes
como nervio y musculo (Fig. 19E1). A mayor aumento, se observa el nervio
femoral, el cual posee caracteristicas similares a los grupos Control Sano,
Quirdrgico y embolismo tratado con 75Ul HYAL (Fig. 19E1). El nervio femoral
se observa de morfologia normal (Fig. 19E2), el tejido adiposo presenta
cambios ya que se aprecia menor infiltrado inflamatorio y mejor organizacion del
tejido conectivo laxo (Fig. 19E3). EI masculo esquelético se observa con mejor
organizacion de las fibras, sin embargo, se observa adn lisis muscular e
infiltrado inflamatorio (Fig. 20E y 21E).

En el grupo de embolismo tratado con 500Ul HYAL, se aprecia una disminucion
de los efectos ocasionados por el embolismo, el nervio se observa de forma
similar al Control Sano, Quirtrgico y embolismo tratados con HYAL (Fig. 19F1);
sin embargo, el cambio es mas evidente en el tejido adiposo, los adipocitos
conservan su morfologia poliédrica y el tejido conectivo laxo que los rodea
presenta escasos eritrocitos, sin infiltrado inflamatorio (Fig. 19F3). El musculo
esquelético se observa con mejor organizacién de las fibras musculares, con
menor separacion entre ellas, y mayor cantidad de fibras preservan su
morfologia poligonal con nucleos a la periferia. Se observa menor cantidad de
lisis muscular, y menor infiltrado inflamatorio (Fig. 20F y 21F). De esta forma
observamos que el grupo tratado con 500Ul HYAL evita parcialmente el dafno
causado por el embolismo en los tejidos adyacentes.
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Fig. 19. El grupo de embolismo tratado con Dosis Alta (500Ul HYAL) evita parcialmente el dafio en los tejidos
adyacentes a la arteria. A) Control Sano. B) Control Quirtrgico. C) Control de Embolismo. D) Embolismo/75Ul HYAL.
E) Embolismo/200Ul HYAL. F) Embolismo/500Ul HYAL. 1) Imagen panoramica. 2) Nervio Femoral. 3) Tejido adiposo.

Tincion: Tricromico de Masson. Barra 200pm y 50um.
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Fig. 20. La Dosis Alta (500Ul HYAL) evita parcialmente el dafio al musculo esquelético ocasionado por el
embolismo. A) Musculo esquelético del grupo Control Sano. Se observan las fibras musculares de forma poligonales,
con buena organizacién y nucleos a la periferia. B) Musculo esquelético del grupo Control Quirtrgico. Se observan los
mismos hallazgos que en el Control Sano. C) Musculo esquelético del grupo Control de Embolismo. Se observan las
fibras musculares muy separadas entre si, ademas de lisis y abundante infiltrado inflamatorio. D) Mlsculo esquelético
del grupo Embolismo/ 75Ul HYAL. Se observan las fibras musculares desorganizadas con infiltrado inflamatorio, y
escasas fibras conservan su morfologia poligonal. E) Musculo esquelético del grupo Embolismo/ 200Ul HYAL. Se
observan fibras musculares mejor organizadas, menor lisis e infiltrado inflamatorio. F) Musculo esquelético del grupo
Embolismo/ 500Ul HYAL. Se observa disminucion de la lisis muscular, las fibras preservan su morfologia poligonal casi
en su totalidad; se observa menor infiltrado inflamatorio. Infiltrado inflamatorio (flechas rojas), lisis (flechas negras).

Tincién: Hematoxilina y Eosina. Barra 50um.
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Fig. 21. Confirmacion del efecto de una Dosis Alta (500UI HYAL) en un modelo de embolismo al evitar
parcialmente los dafios sobre el musculo esquelético ocasionados por el embolismo. A) Misculo esquelético del
grupo Control Sano. Se observan las fibras musculares de forma poligonal, con buena organizacién y nucleos a la
periferia. B) Musculo esquelético del grupo Control Quirlrgico. Se observan los mismos hallazgos que en el grupo
Control Sano. C) Musculo esquelético del grupo Control de Embolismo. Se observan las fibras musculares muy
separadas entre si, ademas de abundante lisis. D) Musculo esquelético del grupo de Embolismo/75Ul HYAL. Se
observan las fibras musculares desorganizadas y con lisis, ademdas de escasas fibras que conservan su morfologia
poligonal. E) Musculo esquelético del grupo Embolismo/200Ul HYAL. Se observa una mejor organizacion de las fibras
musculares, mayor cantidad de fibras que conservan su morfologia poligonal, y menor lisis. F) Mlsculo esquelético del
grupo Embolismo/500Ul HYAL. Se observa escasa lisis muscular, las fibras preservan su organizacion y morfologia
poligonal casi en su totalidad. Tincion: Tricromico de Masson. Lisis (flechas negras). Barra 50um.
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3.1.10 UNA DOSIS ALTA DE HYAL (500Ul) APLICADA DE FORMA SC NO
ALTERA LA MORFOLOGIA DE LA PIEL.

Debido a que la aplicacion de HYAL se realiz6 de forma SC, se evalué si ésta
tenia algun efecto adverso sobre la piel. El grupo Control de Embolismo, al cual
no se le aplico el tratamiento con HYAL presenté cambios en la piel. La
epidermis se observd aumentada de espesor, la dermis papilar y la dermis
reticular se observaron con abundante infiltrado inflamatorio. Las glandulas

sebaceas mostraron aumento de tamano (Fig. 22C).

Al comprar los grupos Control Sano y Quirdrgico con los grupos de embolismo
tratados con HYAL, observamos las mismas caracteristicas en todos los grupos
(Fig. 22): epidermis de aspecto y espesor normal, dermis papilar y reticular de
morfologia normal sin infiltrado inflamatorio. El tejido conectivo denso se
observd con adecuada organizacién de las fibras de colageno. Las glandulas
sebaceas se encontraron de tamano y aspecto normal. De acuerdo con estos
resultados, ninguna de la dosis de HYAL utilizada como tratamiento afecta la
morfologia normal de la piel.
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Fig. 22. La aplicacion de HYAL (500Ul) SC altera la morfologia normal de la piel. A) Piel del grupo Control Sano.
Epidermis de grosor y apariencia normal, dermis papilar y reticular sin infiltrado inflamatorio. Glandulas sebaceas de
aspecto y tamafno normal. B) Piel del grupo Control Quirdrgico. Mismos hallazgos que el Control Sano. C) Piel del grupo
Control de Embolismo. Epidermis engrosada, dermis papilar y reticular con abundante infiltrado inflamatorio, glandulas
sebaceas aumentadas de tamano. D, E y F) Piel de los grupos Embolismo/75Ul, 200Ul y 500Ul HYAL. Mismos
hallazgos que el Control Sano. Epidermis (flechas negras). Dermis papilar (DP). Dermis reticular (DR), Glandulas
sebaceas (*) Tincién: Hematoxilina y Eosina. Barra 200pm.

40



3.1.11 UNA DOSIS ALTA DE HYAL (500Ul) NO CAUSA CAMBIOS
MORFOLOGICOS EN LA ARTERIA Y TEJIDOS SUBYACENTES EN UNA
EXTREMIDAD SANA.

Se realiz6 la evaluacion de una Dosis Alta de HYAL (500Ul) aplicada de forma
SC para conocer si ésta tenia algun efecto adverso en la arteria y tejidos

adyacentes en una extremidad sana.

De manera interesante no se observaron cambios en la pared arterial: las
tunicas intima, media y adventicia se observaron preservadas e integras. El
endotelio se observd normal asi como la lamina eléstica interna (Fig. 23A). El
nervio se observd de apariencia normal, epineurio de grosor adecuado,
fasciculos y axones con organizacion normal (Fig. 23B). El musculo esquelético
mostré morfologia poligonal, nucleos a la periferia, adecuada organizacién de
las fibras sin infiltrado inflamatorio (Fig. 23C). El tejido adiposo se observo
normal, sin cambios en su morfologia poliédrica y nucleos a la periferia con
escaso citoplasma, tampoco present? infiltrado inflamatorio (Fig. 23D).

Fig. 23. La HYAL (500Ul) SC no causa cambios morfolégicos en los tejidos de una extremidad sana. A) Pared
arterial de apariencia normal, tinicas preservadas e integras. B) Nervio femoral. Se observa con adecuada organizacién
de fasciculos y axones. C) Musculo esquelético. Se observa con adecuada organizacion de las fibras, morfologia
poligonal normal con nlcleos a la periferia. D) Tejido adiposo. Se observa de morfologia poliédrica normal, escaso
citoplasma, sin infiltrado inflamatorio. Tincion: Hematoxilina y Eosina. Barra 200pm.
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CAPITULO 4

DISCUSION

Se establecié un modelo lagomorfo femoral de embolismo por HA, ya que los
modelos actuales de embolismo por HA en oreja de conejo no cumplen con las
caracteristicas morfolégicas similares a las del sitio de aplicacién clinica:
poseen piel mas delgada y cartilago, escaso musculo esquelético y carece de
tejido adiposo.

En este estudio se observé la distribucion irregular del HA en la arteria femoral,
y se localiz6 la presencia de HA en la luz de la vena femoral, similar a lo
observado por Zhuang et al., (2016) en la arteria auricular central ®2. También
se observaron sitios de trombosis®”, similar a lo observado por Chang et al.,
(2016); sin embargo, en nuestro estudio se caracterizaron morfolégicamente no

solo los cambios arteriales, sino también los de los tejidos circundantes.

A diferencia del modelo de Zhuang et al., (2016) no se observé engrosado el
endotelio de la arteria, pero si desprendido. Similar a ellos, la tunica media se
observé disminuida en su grosor en la porcion de la arteria femoral con
embolismo de HA®?. Similar a Maruyama (2017), se observé infiltrado
inflamatorio en la dermis papilar y reticular en piel del grupo Control de
Embolismo, ademés de la epidermis engrosada‘'®.

Se observé una mejoria macroscépica en el grupo tratado con una Dosis Alta
de HYAL (500UIHyal) al evaluar el efecto de tres concentraciones de HYAL
sobre un émbolo de HA, similar a lo encontrado por Kim et al., (2011), en donde
evaluaron una dosis de 750Ul de HYAL®".

Al realizar la cuantificacién de HA no se observé diferencia significativa entre el
grupo Control de Embolismo y el grupo de embolismo tratado con Dosis Baja
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(75Ul HYAL), lo cual pudiera deberse a que la dosis de 75Ul HYAL no fue
suficiente para una degradacion significativa del émbolo. Sin embargo, si se
observo diferencia significativa entre los grupos tratados con 200Ul y 500Ul
HYAL, con el grupo Control de Embolismo; pero al comparar el grupo de 200Ul
y 500Ul HYAL no se observé una diferencia estadistica significativa. Esto pudo
deberse al tamano de la muestra y a la variabilidad de los datos encontrados en
el grupo de 200Ul HYAL debido a la distribucion irregular del HA a lo largo de la
arteria femoral®® como el modelo de Zhuang et al., (2016); o a la fuga del HA
por el sitio de puncién. Cabe destacar que entre los grupos tratados con 200Ul
HYAL y 500Ul HYAL, comparados contra los grupos Control Sano y Quirurgico,
no se observd una diferencia estadistica significativa. Esto probablemente se
deba a que la Dosis de 200Ul HYAL y 500Ul HYAL presentan mayor similitud
con los grupos Control Sano y Quirargico en la cantidad de HA.

Se observé que el grupo Control de HYAL tratado con 500Ul sin la presencia
del embolismo no presentaba degeneracidn del endotelio de la tunica intima, ni
separacién de la tdnica intima y media; a diferencia de lo observado con la
aplicacion de HYAL IA®? por Wattanakrai et al., (2018).

Ninguna dosis fue suficiente para degradar totalmente el émbolo de HA,
probablemente a causa de la cantidad de éste; o bien, que los tejidos
adyacentes impidan que la HYAL llegue en cantidad suficiente a la arteria. Sin
embargo, en la evaluacion morfolégica del grupo de Dosis Alta de HYAL
(500Ul) se observo una mejoria parcial en el musculo, donde se observan las
fibras musculares esqueléticas mejor conservadas, con escasa lisis y poco
infiltrado inflamatorio. Las tunicas arteriales también se observan conservadas y
el tejido subyacente con menor infiltrado inflamatorio. Esto probablemente se
deba a que la concentracién de 500Ul HYAL, redujo parcialmente el émbolo en

las arterias de menor calibre colaterales que dan irrigacion al musculo.
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Ademas, se encontraron sitios de trombosis arterial en los grupos de
embolismo®” y tratados con HYAL, debido a que el HA provoca estasis o
turbulencia en el flujo arterial causando una disfuncién endotelial, que
desencadena la agregacion plaquetaria, formacion de una malla de fibrina y
adhesion leucocitaria, similar a lo encontrado en el estudio de Chiang et al.,
(2016).

Por lo tanto, el dafio morfolégico que se presenta en todos los tejidos no sélo se
debe a la obstruccién total o parcial con HA, si no al fendbmeno trombético
agudo que éste ocasiona. En nuestro estudio se observd una mejoria
macroscopica en el modelo tratado con 500Ul HYAL, similar a los estudios
realizados por Kim et al., (2011) donde se observé una mejoria macroscopica

en el modelo tratado con una Dosis Alta de HYAL SC®@Y.
A la fecha, no existe un estudio similar al nuestro en donde se evallen distintas

dosis de HYAL SC sobre un modelo con caracteristicas morfolégicas similares
al sitio de aplicacion de este relleno y los tejidos circundantes a la arteria.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES, CONTRIBUCIONES Y PERSPECTIVAS

CONCLUSIONES

Se establecié un modelo lagomorfo de embolismo por HA con mayor
similitud morfoldgica al sitio clinico de aplicacion.

Se caracterizaron los cambios morfolégicos en la arteria y tejidos
circundantes ocasionados por el embolismo.

Se determind que con una Dosis Alta (500Ul) de HYAL SC se reducen
parcialmente los dafnos ocasionados por el embolismo en la arteria y sus
tejidos adyacentes.

Se determind que una Dosis Alta (500Ul) de HYAL SC no causa
alteraciones en los tejidos adyacentes ni en la piel.

CONTRIBUCIONES

Se establecié un nuevo modelo lagomorfo de embolismo por HA con
mayor similitud al sitio clinico de aplicacién de este tipo de relleno facial.
Se describieron las caracteristicas histopatoldgicas arteriales y de los
tejidos adyacentes a la arteria en el nuevo modelo de embolismo.

Se establecié la presencia de trombosis arterial en el modelo, y se
destaca la importancia de utilizar una terapia trombolitica combinada con
una Dosis Alta de HYAL SC.

PERSPECTIVAS

Evaluar en el mismo modelo de embolismo por HA dosis mayores de
HYAL SC.
Realizar ligadura en la arteria femoral para evitar la migracién del émbolo

de HA a sitios distales fuera de la toma de muestra. Asi como considerar
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suturar la arteria femoral en el sitio de puncidén para evitar la fuga del
relleno facial.

Realizar estudios con dosis mayores de HYAL, asi como terapia
trombolitica combinada con HYAL.

Evaluar la frecuencia de aplicacién de dosis altas de HYAL en un modelo
de embolismo por HA.
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APENDICE A

A.1 Técnica histoldgica.

9.

© N O Ok~ Db =

Obtener la muestra.

Fijar con formalina al 10 %.

Lavar en agua corriente.

Deshidratar en alcoholes graduales del 60 al 100 %.
Aclarar con xilol.

Preincluir en parafina.

Incluir en parafina.

Obtener los cortes histoldgicos usando un microtomo.
Adherir los cortes en el bafio de flotacion.

10. Desparafinar e hidratar.
11. Tenir.

12.Deshidratar y aclarar.

13.Montar el cubreobjetos afiadiendo resina sintética.

A.2 Tinciéon con Hematoxilina y Eosina.

S S i o -

9.

Desparafinar los cortes con xilol por 5 min.

Hidratar con etanol-xilol por 5 min.

Hidratar con etanol absoluto y alcohol etilico 96° por 2 min c/u
Enjuagar lentamente con agua destilada.

Sumergir los cortes en hematoxilina de Gill, 4 min.

Enjuagar lentamente en agua de la llave (2 lavados).
Sumergir rapidamente en alcohol-acido (1 inmersién).
Enjuagar lentamente con agua de la llave (2 lavados).
Sumergir rapidamente en agua amoniacal (2 inmersiones).

10. Enjuagar lentamente con agua de la llave (2 lavados).

11.Enjuagar lentamente con agua destilada.

12.Sumergir los cortes en eosina (6 inmersiones).

13. Deshidratar con alcohol etilico 96° (2 cambios) 2 min c/u.

14. Sumergir en etanol absoluto (2 cambios) 2 min c/u.
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15. Sumergir en etanol-xilol 3 min.

16.Sumergir en xilol (2 cambios) 2 min c/u.

17.Montar con resina sintética.

A.3 Método Tricromico de Masson.

1.

© N O O &~ ®

9.

Desparafinar con xilol e hidratar pasando por alcohol 100 % y agua
destilada.

Usar como “mordente” el fijador de Bouin por 30-60 min a 56 °C, o toda
la noche a temperatura ambiente.

Lavar en agua corriente hasta que el color amarillo desaparezca.
Enjuagar los cortes en agua destilada.

Pasar los cortes a la hematoxilina férrica de Weigert durante 10 min.
Lavar en agua corriente, 3 cambios de 15 s.

Enjuagar en agua destilada.

Tenir con la solucién de fucsina-escarlata por 5 s (el tiempo depende de
la calidad y/o concentracion y tiempo de uso o de preparacion del
colorante).

Lavar varias veces en agua destilada hasta que ésta deje de tefiirse.

10.Pasar los cortes a la solucidén de acidos fosfomolibdico-fosfotungstico

durante 10 min. Enjuagar brevemente con agua destilada.

11. Tenir con la solucién de azul de anilina durante 15 s (el tiempo depende

de la calidad y/o concentracion y tiempo de uso del reactivo).

12.Lavar con agua destilada hasta eliminar el exceso del colorante.

13.Pasar al &cido acético 1% por 2 min.

14.Deshidratar en alcohol de 96° por unos segundos (cuidar que no se

decolore).

15.Continuar con el alcohol absoluto hasta acarar en xilol y montar en

resina.
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A.4 Método de Orceina

1.
2.

Desparafinar con xilol e hidratar pasando por alcohol 100%.
Sumergir los cortes en solucion de orceina a 37°C por 30 min.
Determinar el tiempo de coloracion mediante observaciones periodicas

bajo el microscopio.

3. Enjuagar en agua destilada.

4. Deshidratar aclarar y montar.

A.5 Método histoquimico de Azul Alcian pH1.

1.

R L o

Desparafinar con xilol e hidratar pasando por alcohol 100% y agua
destilada.

Sumergir los cortes en acido acético 3% por 5min.

Sumergir los cortes en Azul Alcian por 50 min, revisar el color azul.
Lavar en agua corriente hasta eliminar el exceso de colorante.
Enjuagar brevemente en agua destilada.

Deshidratar en alcoholes graduales hasta alcohol absoluto.

Aclarar en xilol y montar en resina.
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APENDICE B

SOLUCIONES:
ANALISIS MORFOLOGICO.

B.1 Solucién de formalina amortiguada 10 %

Para preparar 1L
Formaldehido 37%
PBS 1X

Mezclar durante 15 min.

B.2 PBS 1X

Para preparar 1L

Tabletas Sigma Aldrich -Phosphate Buffered Saline ® (P4417)
Agua destilada

Mezclar hasta disolver tabletas.

B.3 Hematoxilina de Gill.

Agua destilada

Etilenglicol

Hematoxilina anhidra (polvo)
Si estéa en cristales pesar
Yodato de sodio

Sulfato de aluminio

Acido acético glacial

270.27ml
729.73ml

5 tabletas

1L

730ml
250ml
2.0g

2.369
0.29

17.69

2.0ml

Seguir el orden, agitar a TA por 1h, filtrar antes de usar por primera vez.
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B.4 Eosina.

Solucion stock (concentrada):

Eosina amarillenta
Agua destilada
Alcohol 96¢

Solucién de trabajo:

1.0g
20ml
80mi

Tomar una parte de la solucidon stock y agregar en tres partes de alcohol de

80°C. Antes de usar agregar 0.5 ml de 4cido acético glacial, por cada 100 ml de

colorante preparado y agitar.

B.5 Solucion de alcohol-acido.

Alcohol 70%
Acido Clorhidrico (HCI)

B.6 Solucion de agua amoniacal.

Agua destilada
Hidréxido de Amonio

B.7 Hematoxilina férrica de Weigert

Solucién A
Hematoxilina (anhidra)
Alcohol 96%
Solucién B

99ml

1ml

99m|

1ml

19
100m!

55



Cloruro férrico acuoso al 29 % 4mil
Agua destilada 95ml

Acido clorhidrico 1ml

Solucién de trabajo:

Mezclar partes iguales de las soluciones A y B. (Debe renovarse
periddicamente dependiendo del uso y consistencia, precipita con el tiempo).

Solucién de Cloruro Férrico 29%

Cloruro férrico 1459
Agua destilada 50ml

B.8 Solucion de fucsina acida y escarlata de Biebrich.

Escarlata de Biebrich al 1% 90ml
Fucsina acida al 1 % 10ml
Acido acético glacial 1ml

Solucion de escarlata de Biebrich
Escarlata de Biebrich 19

Agua destilada 100 ml
Solucion de fucsina acida

Fucsina acida 19
Agua destilada 100ml
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B.9 Solucién de acidos fosfomolibdico y fosfotungstico.

Acido Fosfomolibdico
Acido Fosfotlingstico.

Agua destilada

B.10 Solucion de azul de anilina.

Azul de anilina
Agua destilada
Acido acético glacial

B.11 Solucion acuosa de acido acético al 1%.

Acido acético glacial
Agua destilada

B.12 Solucidn fijadora de Bouin

Solucion acuosa saturada de acido picrico
Formaldehido (36-38%)

Acido acético glacial

59

59
200m|

2.5¢
100ml
2ml

1ml
99ml

75 ml
25ml
5ml
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B.13 Solucion de Orceina

Orceina sintética 19
Alcohol 70% 100ml
Acido clorhidrico 1ml

Disolver la orceina en alcohol a fuego lento, dejar enfriar y después filtrar.

Después se anade el acido clorhidrico.

B.14 Solucion de Azul Alcian

Azul Alcian 05¢g
Acido acético al 3% en agua destilada 50 ml

Filtre y anada un cristal de Timol como conservador.

B.15 Solucion acuosa de acido acético 3%

Acido acético glacial 3 ml
Agua destilada 97ml



