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Classification and score of necrosis in random skin flap in rats after
treatment with transplantation of hypoxia preconditioned adipose-terived
stem cells and flap delay

Miguel L. OBAID*, Romina, RIQUELME*, Wilfredo CALDERON**,

Maravillas RAUE***, Mariana ROJAS****

Resumen

Introduccién y Objetivo. Realizar una clasificacion de necrosis en colgajos
cutdneos aleatorios (predispuesto a necrosis) segin los hallazgos macroscépicos e
histopatoldgicos, con o sin tratamiento para aumentar la supervivencia del colgajo,
podria ser ttil para analizar de forma global el colgajo y evaluar distintas modali-
dades para disminuir la necrosis.

Nuestro objetivo es evaluar si existe mas de un patrén de necrosis cutdnea del
colgajo cutdneo aleatorio al séptimo dia de postoperatorio realizando una clasifica-
cién de necrosis y comparar la efectividad de los métodos de retardo del colgajo y
células madres derivadas de tejido adiposo (ASCs) con y sin precondicionamiento
para aumentar la supervivencia del colgajo.

Material y Método. Utilizamos 40 ratas macho adultas sometidas a colgajo cu-
taneo aleatorio en el drea dorsal de 2 x 8 cm agrupadas en control, RTC (retardo del
colgajo), ASCs y ASCs-H (células madre derivadas de tejido adiposo precondicio-
nadas con hipoxia). Realizamos célculo del drea, puntuacién de necrosis y estudio
histolégico de los colgajos al séptimo dia con hematoxilina-eosina, inmunohisto-
quimica con VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular) y cuantificacién del
coldgeno tipo Iy III.

Resultados. Segtin la clasificacion, el tipo O fue considerado como piel normal;
tipo 0+ con cambio adaptativo reversible; tipo 1 necrosis menor con inflamacién su-
perficial; tipo 2 necrosis menor con inflamacién profunda; y finalmente el tipo 3 ne-
crosis en su grado maximo. La piel sana mantiene la coloracion y textura eldstica y
blanda. A medida que progresa la necrosis cambia hacia un tono mds oscuro, y la
textura y consistencia van aumentando hasta tornarse acartonada y delgada. En los
tipos 0+ y 1 observamos focos de reepitelizacién temprana al séptimo dfa, mientras
que en estadios mds avanzados la necrosis fue completa. El grupo de RTC presenta
una menor puntuacién y por lo tanto necrosis de menor grado respecto al resto de
los grupos tratados. Por otra parte, el porcentaje global de necrosis fue menor en los
grupos tratados con ASCs y ASCs-H respecto al grupo control (p < 0.05)

Conclusiones. La clasificacion y puntuacién de necrosis parece ser un método
adecuado para comprender la evolucion de la necrosis del colgajo cutaneo aleato-
rio y como herramienta para investigacién. La necrosis de bajo grado permitiria un
afrontamiento conservador y expectante respecto a la de mayor grado. El grupo
RTC present6 un puntuacién menor al séptimo dia con mayor capacidad de reepi-
telizacion, mientras que los tratamientos con ASCs y ASCs-H lograron una menor
drea de necrosis de forma global al séptimo dia.
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Abstract

Background and Objective. Perform a characterization and classification of
necrosis in random skin flaps (predisposed to necrosis) according to the macrosco-
pic and histopathological findings, with or without treatment to increase the survi-
val of the flap, it could be useful to analyze in a global way the flap and evaluate
different modalities for decrease necrosis.

Our aim is to evaluate if there is more than one skin cutaneous necrosis pattern
of the random cutaneous flap on the seventh postoperative day, performing a ne-
crosis classification and to compare the effectiveness of the flap delay and adipose
tissue derived stem cells (ASCs) with and without preconditioning methods to in-
crease the survival of the flap.

Methods. Forty adult male rats subjected to random skin flap in the dorsal area
of 2 x 8 cm grouped into control group, RTC (flap delay), ASCs (adipose-derived
stem cells) and ASCs-H (hypoxic preconditioning of adipose-derived stem cells),
were used. Area calculation, necrosis score and histological study of flaps on the se-
venth day with hematoxylin-eosin, immunohistochemistry with VEGF (vascular
endothelial growth factor) and quantification of type I and III collagen were per-
formed.

Results. According to the classification of necrosis, type O was considered nor-
mal skin; type O+ with reversible adaptive change; type 1 minor necrosis with su-
perficial inflammation; type 2 minor necrosis with deep inflammation; and finally
type 3 necrosis in its maximum degree. Healthy skin maintains coloring, elastic and
soft texture. As necrosis progresses shifts towards a darker tone, texture and con-
sistency increases until it becomes stiff and thin. In types 0+ and 1, foci of early re-
epithelialization was observed on the seventh day, while more advanced in the
classification stages, necrosis is complete. The group of RTC presents a lower score
and therefore lesser degree of necrosis with respect to the rest of the treated groups.
Moreover the overall percentage of necrosis was lower in the groups treated with
ASCs and ASCs-H in the control group (p < 0.05)

Conclusions. The classification and the score of necrosis seems to be a suita-
ble method for understanding the evolution of skin flap necrosis and as a tool for re-
search. Low-grade necrosis allows conservative and expectant confrontation with
respect to higher grades. The RTC group presented a lower necrosis score on the se-
venth day with greater reepithelialization capacity, whereas treatment with ASCs
and ASCs-H achieved a lower area of necrosis overall on the seventh day.
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Introduccion

La realizacion de colgajos cutdneos locales con vascu-
larizacion aleatoria es un procedimiento muy comtn y
conveniente usado en Cirugfa. Pero la necrosis parcial o
completa del colgajo sigue siendo una de las principales
complicaciones.” El aporte vascular es el factor mas im-
portante y determinante para la supervivencia de un col-
gajo, y se entiende por tanto que una de las complicaciones
quirdrgicas mds frecuentes en el area de la Cirugia Plastica
se deba a problemas circulatorios.

Los colgajos cutdneos aleatorios son ampliamente uti-
lizados en Cirugia Reconstructiva. Presentan la ventaja de
no tener que identificar una arteria principal para su di-
sefio puesto que su vitalidad esta determinada por los ple-
X0s, y por ende, su complejidad quirirgica es menor. Su
desventaja radica principalmente en que solo permiten ob-
tener una extension maxima de tejido de 2:1, que es la
proporcién que el tejido tolera sin evolucionar a isquemia
y necrosis.*¥ Esta descripcion puede ser de ayuda para
disefiar un colgajo con vascularizacién aleatoria, pero no
necesariamente un pediculo mds ancho va a aumentar el
area de vitalidad del colgajo. Esto se explica por una se-
gunda variable que es la presion de perfusion. Existe una
caida progresiva de la presion a medida que aumenta la
distancia desde la base del colgajo. Si esta distancia es
muy extensa y la caida de la presién es muy pronunciada,
llega hasta un punto de no retorno que implica la oclusion
de las arteriolas a nivel del plexo subdérmico y la necro-
sis subsecuente del tejido.”” Una caida del indice de pre-
sion por debajo del 25% podria predecir necrosis.?)
Finalmente, la vitalidad del colgajo va a depender de la
severidad de la isquemia, del estrés oxidativo durante el
periodo de reperfusion, de los niveles de expresion de los
distintos mediadores de la inflamacion y de sustancias va-
soactivas y de la tolerancia celular para evitar un dafio ce-
lular irreversible, resultando en necrosis del colgajo.

Al séptimo dia de realizacién, un colgajo cutdneo ale-
atorio extremadamente largo respecto a su anchura, es
decir, con una proporcién mayor a 1:2 respecto al pedi-
culo, evolucionara a necrosis inevitablemente a menos
que se realice un tratamiento especifico para aumentar la
vitalidad del colgajo. Es por ello que se han realizado nu-
merosos estudios hasta el momento buscando diferentes
formas y procedimientos con el fin de disminuir el drea
de necrosis; entre ellos encontramos métodos; farmaco-
16gicos (simpaticoliticos, vasodilatadores, bloqueadores
de los canales de calcio, anticoagulantes, secuestro de ra-
dicales libres); la administracién de agentes proangiogé-
nicos como el VEGF (factor de crecimiento endotelial
vascular); las terapias genéticas a través de vectores ade-
novirales; el retardo de colgajo y el tratamiento con cé-
lulas madre.®9

El retardo del colgajo viene siendo uno de los proce-
dimientos mds ampliamente utilizados en Cirugia Re-
constructiva y con mds evidencia sobre sus beneficios y
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su superioridad respecto a otras variadas opciones far-
macoldgicas.”? Por su parte, el tratamiento con células
madre ha resultado prometedor y llama la atencién un
efecto potencial global. A diferencia de los métodos far-
macolégicos que actdan frente a un factor especifico (an-
giogénesis, vasodilatacion, simpaticoliticos, secuestro de
radicales libres, inhibicién de prostaglandinas, etc.), estas
células en teoria, por su capacidad de diferenciacion en
multiples linajes celulares, tendrfan una funcién que abar-
caria en forma mas global la fisiopatologia del colgajo.1?
Existen distintas fuentes de obtencion de células madre;
ultimamente la mds atractiva tanto por su accesibilidad
CcOmo por preservar sus caracteristicas propias, son las
células madre derivadas de tejido adiposo adultas
(ASCs). Ademds, recientemente se han podido potenciar
mediante un precondicionamiento con hipoxia. La expo-
sicién a hipoxia a un nivel no letal aumenta significati-
vamente la tolerancia celular y presenta una mejora en
las propiedades regenerativas de las células madre, a tra-
vés de caracteristicas de mejoramiento en la sobrevida, en
los efectos paracrinos con una obtencién de un mejor so-
porte tréfico, mejor tolerancia en el sitio de lesion des-
pués de ser administradas, aumento de la proliferacién y
capacidad de migracion a regiones isquémicas o alrede-
dor de un tejido infartado."'? Por ello, resultaria intere-
sante comparar el retardo de colgajo, que es un proce-
dimiento superior a muchos métodos farmacoldgicos,
con el tratamiento con células madre con y sin precondi-
cionamiento para aumentar la supervivencia en colgajo
cutaneo aleatorio en ratas.

Este trabajo consiste en evaluar si existe mas de un
patrén de necrosis cutdnea del colgajo al séptimo dia de
postoperatorio realizando una clasificacién de necrosis
basada en caracteristicas macroscépicas e histopatoldgi-
cas. Si presenta alguna utilidad clinica o si puede ser uti-
lizada por otros autores como herramienta de estudio de
vitalidad de colgajos, y comparar la efectividad de estos
métodos en el aumento de la supervivencia del colgajo
predispuesto a necrosis en su zona distal.

Material y método

El presente trabajo fue aprobado por el Comité de
Bioética sobre investigacion en animales de la Facultad
de Medicina de la Universidad de Chile.

Disefio de estudio

Empleamos 40 ratas Sprague-Dawley machos, de
peso entre 300-500 gr. intervenidas bajo las normas bioé-
ticas del ICBM (Instituto de Ciencias Biomédicas) para
la experimentacién con animales de laboratorio. Las ratas
fueron anestesiadas con ketamina 80 mg/kg y xilacina 8
mg/kg via intramuscular. Preoperatoriamente se les ad-
ministrd penicilina benzatina 40.000 U/Kg intramuscu-
lar. Tras la anestesia los animales fueron intervenidos
segtin el grupo perteneciente, aleatorizadas en 4 grupos:

www.ciplaslatin.com
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Grupo Control % i o <o
Grupo RTC % f;’;':—g’)
i
GrupoASCs (',_""\ YEE
= -
Grupo ASCs-H @ =D’-_J 02 2w %
dia 1

Fig. 1. Diseno de estudio experimental. En el grupo control se realiza el col-
gajo cutaneo aleatorio en el dia 1. En el grupo RTC se realiza la incision del
colgajo sin elevacion, en un segundo tiempo quirtrgico (al 5° dia), se rea-
liza elevacion y reposicion. En los grupos de ASCs y ASCs-H se obtiene
ASCs de la region inguino-abdominal. Las ASCs seran expandidas y culti-
vadas en una incubadora en condiciones de normoxia (21% 02 - 5% CO2),
y el grupo ASCs-H 72 horas previo a su uso, seran sometidas a hipoxia (2%
02- 5% CO02). En un segundo tiempo quirdrgico tras la realizacién del col-
gajo y reposicion de este, se inyectan a nivel subcutaneo las células en 10
zonas demarcadas especificamente. Se realiza eutanasia al 7° dia de reali-
zado el colgajo cutaneo aleatorio.

RTC: retardo del colgajo; ASCs: células madre derivadas de tejido adiposo;
ASCs-H: células madre derivadas de tejido adiposo adultas precondiciona-
das con hipoxia.

Fig. 2. A. Rata en decubito ventral con region dorsal rasurada. Mediante un
molde con el disefo de 2 x 8 cm, se realiza el disefio inicial del colgajo. B.
Unién de los puntos para lograr el diseio final del colgajo cutaneo aleato-
rio de 2 x 8 cm manteniendo su pediculo en proximidad a la region esca-
pular. C. Incisién de bordes del colgajo, elevacién y colocacién de lamina
de silicona en el lecho. D. Reposicion del colgajo y sutura.

grupo control (n=10); grupo intervenido mediante retardo
del colgajo (RTC) (n=10); grupo intervenido con células
madre derivadas de tejido adiposo adultas (ASCs)
(n=10); y grupo intervenido con células madre derivadas
de tejido adiposo adultas precondicionadas con hipoxia
(ASCs-H) (n=10) (Fig. 1).

Técnica quirdrgica

Rasuramos la region dorsal. En condiciones de asepsia
y antisepsia, colocamos los animales en posicién de decu-
bito ventral y dibujamos un rectdngulo cuyo margen cra-
neal estd a nivel de la cintura escapular y el caudal a nivel
de la cintura pélvica. Realizamos la incisién del colgajo con
bisturi n° 23. Elevamos el colgajo con una anchura de 2 cm
conservando su pediculo craneal y una longitud de 8 cm, de
grosor que involucre piel y tejido celular subcutdneo. Luego
colocamos en el lecho una ldmina de silicona (Parafilm M®)
previamente sumergida en alcohol de 70° y luego sometida
a luz ultravioleta durante 15 minutos, de 1 mm de grosor,
con una anchura y longitud que cubra totalmente el lecho;
la fijamos utilizando sutura de catgut 4-0 en sus 4 esqui-
nas. Posteriormente, reposicionamos el colgajo suturdndolo
cuidadosamente con nylon 4-0 (Fig. 2).

Grupo retardo del colgajo
En este grupo de animales, tras incidir el colgajo, lo
suturamos inmediatamente en su posicion sin realizar ele-
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vacion del mismo. Posteriormente, al quinto dia de post-
operatorio, realizamos el procedimiento detallado en el
apartado de técnica quirdrgica.

Grupo ASCs y ASCs-H

Tras la obtencién de ASCs de la misma rata segtn
apartado que detallamos mds adelante, inyectamos 0.1 ml
de concentrado de ASCs o ASCs-H, segun corresponda,
en 10 zonas igualmente distribuidas desde la zona cra-
neal hacia caudal y de forma subcutdnea.

Obtencion de ASCs

Fraccionamos el tejido adiposo del drea abdominal de
la rata y lo lavamos con solucién buffer-fosfato 1x
(DPBS, GIBCO®, Cod: 14190144), digerido con colage-
nasa tipo IT al 0.15% (Sigma-Aldrich®, Cod: C6885) du-
rante 60 minutos a 37 °C y neutralizado con medio de
cultivo (DMEM, GIBCO®, Cod:11995) 10% de suero bo-
vino fetal (FBS, GIBC®O, Cod: 10270), 1% antibiéticos
y antimicéticos (Antibiotic-Antimycotic 100X, GIBCO®,
Cod: 15240). Posteriormente lo centrifugamos durante
10 minutos a 1200 G. El pellet obtenido se resuspende
en medio de cultivo y se analiza. Mantenemos las ASCs
en condiciones de normoxia (21%0O: - 5%CO>), mientras
que a las ASCs-H, en la mitad del proceso de expansion,
se les realiza tripsinizacion (0.25% Trypsin-EDTA (1X),
GIBCO®, Cod:25200) para luego colocarlas en DMEM
preparado que ha sido sometido a hipoxia durante 24
horas en una cdmara de hipoxia (modular incubator
chamber). Tras 72 horas en estas condiciones (2% O2-
5% CQO?2) se tripsinizan nuevamente para realizar el con-
teo celular con hemocitometro. Posteriormente se
colocan en un volumen total de 1 ml para su administra-
cidén en el colgajo.

Método de cuantificacion de isquemia y necrosis del
colgajo aleatorio

A la semana de la intervencién quirdrgica llevamos a
cabo la eutanasia de los animales con solucién de euta-
nasia 0.1 ml administrada a nivel intratordcico. Tomamos
imagenes digitales del colgajo a una distancia estandari-
zada para su posterior andlisis en computadora mediante
el programa ImagelJ 1.45s. Categorizamos las zonas en
areas necroéticas y drea total, manteniendo como bordes
los limites del colgajo. Expresamos los resultados en
areas de necrosis en relacién al area total del colgajo.
Ademads, identificamos distintos grados de necrosis en el
colgajo cutdneo aleatorio al séptimo dia de postoperato-
rio tomando en cuenta caracteristicas al examen fisico y
cambios histopatoldgicos. Realizamos una clasificacién
de necrosis otorgando una puntuacién del O al 3 desde
piel sana hasta colgajo con necrosis de mayor grado. Por
dltimo, obtuvimos una puntuacién de necrosis multipli-
cando el drea de necrosis y la puntuacion segun la clasi-
ficacion.
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Zona 1 ~

Zona 2
Zona 3
Zona 4 T
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intervenida  porde Borde Intervenida

Fig. 3. lzquierda: colgajo cutaneo aleatorio al séptimo dia de postoperato-
rio. Se divide en 4 zonas de proximal a distal. En este caso las zonas 1y 2
corresponden al area de colgajo vital, zona 3 de transicién y zona 4 de ne-
crosis. Derecha: imagen macroscoépica del colgajo cutaneo en seccion
transversal de espesor completo, con piel sana vecina a ambos lados.
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Fig. 4. Método para cuantificacion de colageno l y lll. A. Imagen directa de
corte histolégico con tincién Picro-Sirius con luz polarizada, aumento 400x.
B. Optimizacion automatica de contraste de la imagen en A, (aplicacién
Best Fit del software Image-Pro® Plus Version 6.0). C. Descomposicion de
colores dejando en azul el fondo. D. Rojo colageno I. E. Blanco colageno lil.
F. Agrupacion de los colores y cuantificacion del porcentaje de area de cada
uno (Tabla).

Estudio microscopico

Obtuvimos secciones de tejido de 4 zonas de proxi-
mal a distal,a 1, 3,5 y 7 cm aproximadamente desde la
base del colgajo, y categorizados en zonas 1,2, 3y 4 res-
pectivamente (Fig. 3). Se fijaron en Duboscq Brasil du-
rante 6 horas y luego se mantuvieron en alcohol de 70°.
Posteriormente fueron embebidas en parafina y cortadas
transversalmente con micrétomo. Realizamos tinciones
de hematoxilina/eosina (HE), Tricrémico de Masson y
Picro-Sirius para la observacion de coldgeno tipo I y III
con luz polarizada y andlisis computacional con el pro-
grama Image-Pro® Plus Version 6.0 para evaluacion de
la proporcionalidad de coldgeno I/III. Con la tincién
Picro-Sirius con luz polarizada, las fibras de coldgeno
gruesas y organizadas presentan birrefringencia intensa
en color rojo correspondiente al coldgeno tipo I, mien-
tras que en verde claro se observa el coldgeno tipo III con
birrefringencia mas débil!'*!¥ (Fig. 4). Para el estudio
cualitativo de células endoteliales y revascularizacion re-
alizamos tinciéon inmunohistoquimica con anti-VEGF
(factor de crecimiento endotelial vascular) 1:500 (Santa
Cruz Biotechnology®, Santa Cruz, CA).

Analisis estadistico

Utilizamos la prueba estadistica de T de Student em-
pleando significancia estadistica p < 0.05 y con el soft-
ware MedCalc 12.5.

RESULTADOS

Clasificacion de necrosis del colgajo cutaneo aleatorio
Durante el desarrollo del trabajo, al séptimo dia de pos-

toperatorio observamos grados variables de necrosis en el

colgajo cutaneo aleatorio en los distintos grupos. Clasifi-

Tabla I. Clasificacion de necrosis tomando caracteristicas macroscopicas de coloracion de piel, textura y cambios
histopatolégicos. La puntuacién asignada es mayor a medida que aumenta la necrosis.

Clasificacion de necrosis

Tipo 0 Tejido sano Normal. Sin alteraciones. 0

Tipo 0+ Cambio adaptativo (-) Normal. Atrofia del epitelio, glandulas atréficas, sin atrofia de la 0
reversible dermis, sin homogenizacion del colageno.

Tipo 1 Necrosis menor (H/+++) Elasticidad conservada, Atrofia del epitelio con focos de desprendimiento.
(inflamacién consistencia levemente Atrofia y necrosis glandular, homogenizacién e
superficial) aumentada. hipereosinofilia de la matriz dérmica en forma parcialy | 1

en la superficie. Sin atrofia de la dermis, infiltrado
inflamatorio superficial.

logra plegar el tejido.

Tipo 2 Necrosis menor (++/+++) |Elasticidad disminuida, Atrofia del epitelio con focos de desprendimiento.
(inflamacién consistencia aumentada. Atrofia y necrosis glandular, homogenizacién e
profunda) hipereosinofilia de la matriz dérmica en su totalidad, 2
atrofia de la dermis <50% (>1mm de espesor),
infiltrado inflamatorio superficial y profundo.
Tipo 3 Necrosis mayor (+++/+++) |Consistencia acartonada, no se |Atrofia del epitelio con extenso desprendimiento. Atrofia

y necrosis de anexos. Atrofia de la dermis mayor al 3
50% (< 1mm de espesor).
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T. Masson

Picro-Sirius

Zona de transicion

Fig. 5. Distintos tipos de necrosis segun la clasificacion de la Tabla |, utilizando como referencia el examen macroscoépico
junto con su correlacion histopatolégica. Las muestras se obtuvieron de la zona 3 marcada en rectangulo. Se analizé uti-
lizando las tinciones de Hematoxilina y Eosina (HE), Tricromico de Masson y Picro-Sirius con luz polarizada. En la ultima
columna a la derecha se observa la transicién de piel no intervenida al colgajo. Analisis histopatolégico con aumento 40X.
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Fig. 6. Muestra histolégica obtenida en zona del colgajo cutaneo aleatorio
sin necrosis (tipo 0) y con cambios adaptativos reversible (tipo 0+). Se com-
paran distintas estructuras (epitelio, glandula sebacea, colageno y musculo
estriado) con distintas tinciones. En el tipo 0+ se observa el epitelio y las
glandulas sebaceas atroéficas, sin zonas de desprendimiento epitelial ni de
necrosis glandular. A nivel de la dermis se observan aun fibras de colageno
gruesas y parcialmente organizadas. No se observa variacion histopatol6-
gica en la capa muscular. Hematoxilina y Eosina (HE), Tricromico de Mas-
son. Aumento 400X.
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Fig. 7. Muestra histopatolégica obtenida en zona de necrosis tipo 1y 2 del
colgajo cutaneo aleatorio. En el tipo 1 el epitelio se observa atréfico con
focos aislados de desprendimiento. Glandulas atréficas y necréticas en
menor medida. Caracteristicamente se observa un infiltrado inflamatorio
superficial que delimita a superior un tejido conectivo homogéneo e hipe-
reosinofilico, mientras que bajo esta, presenta fibras de colageno organi-
zadas. Es evidente esta diferencia con la tincién de Tricromico de Masson.
En el tipo 2 el epitelio se observa atréfico y con zonas de desprendimiento.
Glandulas sebaceas atréficas y necréticas en mayor medida. Presenta ho-
mogenizacion e hipereosinofilia en la totalidad de la dermis. Infiltrado in-
flamatorio profundo a nivel de la dermis reticular y capa de musculatura
estriada a expensas de un infiltrado inflamatorio superior en disminucion.
Hematoxilina y Eosina (HE), Tricrémico de Masson. Aumento 400X.
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Tipo 3

T. Masson

Glandula

Colageno

Musculo

Fig. 8. Muestra histopatolégica obtenida en zona de necrosis tipo 3 del colgajo
cutaneo aleatorio. El epitelio se encuentra atréfico con focos de desprendi-
miento. Extensa necrosis glandular. Tejido conectivo homogéneo e hipereo-
sinofilico que abarca todo el espesor de la dermis. Atrofia dérmica y de la
capa muscular, escasa presencia de infiltrado inflamatorio a nivel de la hipo-
dermis. Hematoxilina y Eosina (HE), Tricromico de Masson. Aumento 400X.

Proporcion de colageno I/lll en los distintos
tipos de necrosis
45F
40F
£ 35¢f
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Fig. 10. Evaluacion de la proporcionalidad de colageno I/1ll en los distintos
tipos de necrosis. (* = p < 0.05, **= p < 0.01)

camos esos grados de necrosis tomando en cuenta carac-
teristicas al examen fisico como la coloracién y textura y
correlacionamos con los cambios histopatoldgicos. De esta

Cirugia Plastica Inero-latinoamericana- Vol. 44-N°3 de 2018

Picro-Sirius (400x) Picro-Sirius (40x)

Tipo 0

Tipo 1

Tipo 2

HE

Fig. 9. Cuantificacién de colageno 1y lll en los distintos tipos de necrosis.
A medida que va progresando la necrosis se aprecia un aumento en la pro-
porcionalidad de colageno tipo Ill observado como birrefringencia débil en
verde claro mediante luz polarizada, asociado a atrofia marcada de la der-
mis. Hematoxilina y Eosina (HE) y Picro-Sirius con luz polarizada.

forma clasificamos distintos grados de necrosis que espe-
cificamos en la Tabla I. De esta forma, consideramos el
tipo O como piel normal, mientras que el tipo 3 correspon-
di6 a la necrosis en su grado maximo. El examen fisico de
la piel sana mantiene la coloracion y textura eldstica y
blanda. A medida que va progresando la necrosis, co-
mienza a cambiar hacia un tono mas oscuro a la vez que la
textura y consistencia van aumentando hasta tornarse acar-
tonada y delgada. Correlacionamos esto directamente con
un adelgazamiento progresivo de la dermis, atrofia del epi-
telio asociada a focos de desprendimiento, atrofia y ne-
crosis de los anexos cutdneos, presencia de células
fantasmas (células sin su nicleo), homogenizacion e hipe-
reosinofilia del tejido conectivo,'¥ presencia de infiltrado
inflamatorio superficial y profundo y disminucién del nu-
mero de vasos sanguineos (Fig. 5). De esta manera, aparte
de realizar la medicion correspondiente al drea de necrosis,
le otorgamos una puntuacion del 0 al 3 (tipo 0=0/ tipo
0+=0 / tipo 1=1/ tipo 2=2 y tipo 3=3) para analizar de
mejor forma los cambios isquémicos/necréticos mediante
tincion de HE y Tricrémico de Masson (Fig. 6-8) y andli-
sis de la proporcionalidad de coldgeno tipo I y III mediante
el programa Image-Pro Plus 6 (Fig, 9 y 10). Por dltimo,
realizamos la tincién de VEGF para evaluar la presencia de
vasos de neoformacion (Fig. 11).

Al realizar el analisis de la proporcionalidad de los
coldgenos I y III, observamos en condiciones normales y
en el colgajo con cambios atréficos sin necrosis, un au-
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TIPO 2

TIPO 3

-
- |

Fig. 11. Cortes histopatolégicos de los distintos tipos de necrosis segun la
clasificacion y tincion con VEGF. Se observa en el corte de piel normal (tipo
0), la presencia de vasos sanguineos maduros (a, b y c). El tipo 0+ presenta
un aumento de vasos de neoformacion en la zona de transicion (d). En el
tipo 1 se observa un aumento de vasos sanguineos en (g) y (h) bajo la zona
de hipereosinofilia y homogenizacion de la dermis en la superficie. En la
necrosis tipo 2 existe una disminucién considerable de vasos sanguineos
mientras que en el tipo 3 es practicamente un territorio avascular (k). Fle-
chas negras indican vasos sanguineos. Tincion VEGF. Aumento 400X.

Tipo 0 = 47,57%
Tipo 1 = 2843%
Tipo 2= 23,99%

Score total = (Tipo 0 x 0) + (Tipo 1 x 1) + (Tipo 2 x 2)
Score total = (47,57 x 0) + (28,43 x 1) +(23,99 x 2)
Score total = 76,42

Fig. 12. Método utilizado par obtener la puntuacién de necrosis segun los
tipos de necrosis del 0 al 3 descritos en la Tabla I.

mento en la proporcionalidad del coldgeno I. También
una disminucién del coldgeno I a expensas de un au-
mento del coldgeno III a medida que progresa la necro-
sis, siendo estadisticamente significativo en los tipos 2 y
3 respecto al tipo 0 (Fig. 10).

Tomando en cuenta la puntuacién descrita en la clasi-
ficacion de necrosis, el area de necrosis obtenida se mul-
tiplic segin el tipo de necrosis. En la Fig. 12 ilustramos
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Score total segin los tipos de necrosis en los distintos grupos.
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Fig. 13. Diagrama de caja (Box-Plot) en el que se analiza la puntuacion total
segun el area y tipo de necrosis en los distintos grupos intervenidos. GC:
grupo control, RTC: retardo del colgajo, ASCs: células madre derivadas de
tejido adiposo, ASCs-H: células madre derivadas de tejido adiposo adultas
precondicionadas con hipoxia. (* = p < 0.05).

Porcentaje del area de necrosis segun los distintos
tipos en los diferentes grupos.
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Fig. 14. Porcentaje de los distintos tipos de necrosis en los distintos grupos.

Fig. 15. En el analisis histopatolégico se aprecia reepitelizacion completa
sin atrofia, con desprendimiento de necrosis tipo 1. Tincién Tricromico de
Masson 40x y 100x.

cémo obtuvimos la puntuacion total tomando en cuenta
caracteristicas macroscopicas mediante inspeccién y pal-
pacion que corroboramos con el andlisis histopatolégico.

Obtuvimos una puntuacién total en el grupo control
de 96.5 +/- 56.93; grupo retardo de colgajo de 47.39 +/-
43 .88 (p < 0.05) respecto al control; grupo ASCs 57.92
+/- 34.66; y por tdltimo grupo ASCs-H con una puntua-
cion total de 58.34 +/- 23.86 (Fig. 13).
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Porcentaje del area de necrosis en los distintos grupos.
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Fig. 16. Diagrama de caja (Box-Plot) del area de necrosis medida en por-
centaje en los distintos grupos intervenidos. GC: grupo control, RTC: re-
tardo del colgajo, ASCs: células madre derivadas de tejido adiposo,
ASCs-H: células madre derivadas de tejido adiposo adultas precondicio-
nadas con hipoxia. (* = p < 0.05, ** = p = 0.01, respecto al GC).

Separando los datos segtn el tipo de necrosis, encon-
tramos que existe un patrén similar de porcentaje de ne-
crosis en los grupos control y en los grupos tratados con
células madre, encontrando un porcentaje mayor de ne-
crosis tipo 2 seguido de necrosis tipo 3 y en menor cuan-
tia necrosis tipo 1. Por otra parte, en el grupo de retardo
de colgajo observamos en mayor porcentaje necrosis tipo
1, seguida de necrosis tipo 2 con ausencia de necrosis tipo
3 (Fig. 14). En el grupo de retardo de colgajo pudimos
constatar en algunos casos, al séptimo dia, reepiteliza-
cién completa tras haber presentado necrosis tipo 1. En
los tipos 0+ y 1 observamos focos de reepitelizacién tem-
prana al séptimo dia, mientras que en estadios mas avan-
zados la necrosis fue completa, por lo que es de esperar
cierre por segunda intencién (Fig. 15).

Supervivencia y necrosis del colgajo cutaneo aleatorio

Medimos el drea de necrosis considerando los tipos del
1 al 3 respectivamente en la totalidad de los grupos. En el
grupo control obtuvimos un porcentaje de necrosis en pro-
medio de 45.63% +/- 18.27. En el grupo de retardo del col-
gajo al quinto dia de postoperatorio de la primera
intervencion pudimos constatar que ninguno de los colga-
jos present6 signos de isquemia ni de necrosis. Tras su ele-
vacion y reposicion en el segundo tiempo quirtrgico, al
séptimo dia de postoperatorio constatamos un porcentaje
de necrosis en promedio de 32.72% +/- 24.75. En el grupo
ASCs administramos en promedio 9.95 x 10%+/- 7.3 x10°
células/ml, con 8.80 +/-1.81 dias de cultivo, al séptimo dia
constatamos en promedio 28.73% de necrosis con una des-
viacion estandar de 16.31, siendo este valor estadistica-
mente significativo respecto al grupo control (p = 0.04).
Por dltimo, en el grupo ASCs-H administramos en pro-
medio 1.5 x107 +/- 1.5 x 107 células/ml, con 9.8 +/-1.93
dias de cultivo al séptimo dia constatando en promedio
27.99% de necrosis con una desviacion estandar de 10.08
(p=0.01 respecto al grupo control) (Fig. 16).
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Discusion

En la prictica clinica, los colgajos cutdneos aleato-
rios se pueden realizar sin inconvenientes cuando su pro-
porcion largo y ancho es de 1.5:1 a 2:1. Pero cuando es
necesario utilizar colgajos de una extension mayor, la
necrosis distal es una de las complicaciones espera-
bles.!9 Hasta donde hemos podido conocer, no existe en
la literatura una clasificacion de necrosis en los colgajos
cutdneos aleatorios. Nuestra clasificacion identifico 5
tipos, desde piel de colgajo sin alteraciones hasta necro-
sis en su maxima expresion. Pudimos observar cambios
en las distintas estructuras, como en el epitelio, glandu-
las sebaceas, dermis, composicion y organizacion del co-
ldgeno, presencia de vasos sanguineos, infiltrado
inflamatorio y trofismo de la capa muscular estriada. En
la piel normal se reconocen 2 tipos de coldgeno predo-
minantes: el tipo I de fibras gruesas y organizadas, de
gran fuerza tensil y resistencia eldstica, y el tipo III de fi-
bras delgadas y no organizadas en menor cantidad que el
tipo 1.'” La proporcién de coldgeno tipo I/I1I en adulto
en el trabajo de Cheng y col.'® es de 2.46+/- 0.15, si-
milar a lo encontrado en piel de colgajo sin necrosis y
con cambio adaptativo reversible, 2.11 +/- 2.78 y 2.48
+/- 2.13 respectivamente. Esta proporcién cambia es-
pecialmente durante la fase temprana de cicatrizacion de
las heridas debido a que los fibroblastos comienzan a
producir activamente coldgeno tipo III. Ya para la se-
gunda semana, el coldgeno tipo I nuevamente comienza
a ser producido principalmente por los fibroblastos.")
Respecto a la proporcion del coldgeno tipo I 'y Il en la
porcién distal del colgajo, observamos una disminucion
significativa en la necrosis tipo 1 respecto a la 2; esto
concuerda considerando que en este ultimo tipo existe
una necrosis mayor de los anexos cutdneos asociada a
homogenizacién del coldgeno en la totalidad de la der-
mis atréfica. En comparacion al tipo 1 que presenta esta
homogenizacion e hipereosinofilia del coldgeno solo en
forma superficial, presentando inmediatamente bajo esta
vasos de neoformacion e infiltrado inflamatorio superfi-
cial y una dermis que no presenta alteracion en el cola-
geno ni en su proporcidn. Por lo tanto, es de esperar que
en algunas zonas sea posible evidenciar desprendimiento
de esta capa necrdtica y reepitelizacion temprana al sép-
timo dia, lo cual no es esperable si la necrosis abarca
todo el espesor de la dermis, con escasa presencia de
vasos sanguineos a nivel de la dermis y presencia de in-
filtrado inflamatorio profundo a nivel de la hipodermis,
como ocurre en la necrosis menor con infiltrado infla-
matorio profundo (tipo 2). Por lo tanto, es esperable que
del tipo 2 evolucione al tipo 3 y consecuentemente a des-
prendimiento total de la dermis para posterior cierre por
segunda intencion, siendo este proceso considerable-
mente mds lento que el anterior. De otra forma, en la
préctica, la presencia de necrosis tipo 1 permite un ma-
nejo mds conservador y de expectacién a diferencia del
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manejo mds agresivo necesario en la necrosis de mayor
grado.

Tomando en consideracion lo anterior, pudimos con-
feccionar una puntuacién de necrosis que considera as-
pectos macroscépicos, histopatoldgicos y el drea de
necrosis. Este nuevo método parece ser adecuado para
analizar de forma complementaria la efectividad de dis-
tintos tratamientos, ya que presenta la ventaja de poder
analizar de forma global el colgajo.

Esta clasificacion parece ser un método adecuado para
entender la evolucion de la necrosis del colgajo cutdneo y
como método complementario para analizar la efectividad
de distintos tratamientos, ya que considera los aspectos his-
topatoldgicos ademds del drea de necrosis en forma global.

Respecto a la técnica de retardo de colgajo, es uno de
los procedimientos mds utilizados en Cirugia Recons-
tructiva y con mds evidencia sobre sus beneficios, asi
como sobre su superioridad respecto a varias opciones
farmacoldgicas.” Aun es controvertido el tiempo nece-
sario de espera desde la primera intervencion quirudrgica
a la elevacioén del colgajo. Cominmente se ha utilizado
un intervalo que va desde los 7 a los 14 dfas.®” Holzbach
y col.®Y concluyen que el quinto dia posterior a la reali-
zacion del retardo de colgajo es el tiempo 6ptimo para
ser elevado y transferido por mostrar mejores resultados
de supervivencia en comparacion a retardos de colgajo
de 3 a 7 dias respectivamente, explicado por un aumento
en la expresion de VEGF y de la densidad microvascular;
es por ello que en este trabajo utilizamos 5 dias de re-
tardo. En el presente trabajo presentamos una mayor dis-
minucién de la puntuacién de necrosis dada una mayor
proporcién de necrosis tipo 1 respecto a la necrosis tipo
2 con ausencia de necrosis tipo 3. Este dato es interesante
ya que no hemos encontrado literatura respecto a esta
modalidad de clasificacién de necrosis, y por lo tanto,
probablemente de mayor utilidad en comparacién al ana-
lisis del drea de necrosis en forma global. Ademas, pre-
cisamente este grupo fue el que presenté mayores casos
de ausencia de necrosis al séptimo dia por presentar
mayor capacidad de reepitelizacién completa; por lo
tanto, podria traducirse en un manejo mas expectante. Por
el contrario, tomando en consideracion solamente el area
de necrosis en forma global, el tratamiento con células
madre resulta ser superior en forma no significativa al
grupo de retardo del colgajo.

En relacion a las células madre, resulta una opcién te-
rapéutica prometedora para el tratamiento de reparacién
y regeneracion de tejidos. En la actualidad se pueden ob-
tener de distintos tejidos con caracteristicas similares a
las originalmente aisladas de médula dsea. Asi es como
las células madre derivadas de tejido adiposo adultas co-
bran importancia, ya que se encuentran en forma abun-
dante, son de féacil acceso y es posible lograr diferen-
ciacion celular de distintos linajes mesodérmicos como
tejido adiposo, osteogénico, condrogénico y miogé-
nico.?? En este trabajo logramos obtener células madre
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derivadas de tejido adiposo adultas de la zona inguino-
abdominal de ratas.

Uno de los mayores problemas del tratamiento con
células madre es que una gran proporcién de estas célu-
las mueren en el sitio trasplantado isquémico, situacién
que podria reducir su eficacia.'® Es por ello que opta-
mos por potenciar estas células en hipoxia al (2% O2 y
5% CO»). La expresion del factor inducible a hipoxia
(HIF-1qa) contribuiria a la activacién de genes proangio-
génicos, genes promotores de la migracién celular, genes
antioxidantes y protectores de la apoptosis con mayor to-
lerancia al trasplante en zonas isquémicas.*¥

Administramos estas células a nivel subcutdneo inme-
diatamente después de la reposicion del colgajo. Observa-
mos una disminucién significativa del drea de necrosis en
los grupos ASCs y ASCs-H (28.73%+/- 16.31 'y 27.99%
+/- 10.08 respectivamente) respecto al grupo control, sin
diferencia estadistica entre ellos; por lo tanto, serian su-
periores al método de retardo de colgajo de 5 dfas to-
mando en consideracion solamente el area de necrosis en
forma global. Estos datos son distintos a los publicados
por Wang y col.,'® quienes realizan el mismo disefio de
colgajo para la administracion subcutdnea de células
madre mesenquimales de médula 6sea (BM-MSCs) y
BM-MSC:s precondicionadas con hipoxia (BM-MSCs-H)
(1% 02y 5% CO) a concentraciones de 4 x 10° células en
0.5 ml DMEM_LG (bajo en glucosa) obteniendo un por-
centaje de drea de necrosis en el control de 75.5%, ASCs
54.3% y ASCs-H 35.6%, presentando en estos 2 tltimos
grupos diferencia significativa. Cabe destacar que en el
presente trabajo administramos el doble de células en el
grupo ASCs, lo cual podria explicar su menor porcentaje
de necrosis pero no explicaria la similitud en los resulta-
dos en relacion al ASCs-H.

Por otra parte, en ambos grupos tratados con células
madre no hubo diferencias de proporcionalidad de los
tipos de necrosis respecto al control, presentando mayor
proporcién de necrosis tipo 2 seguida de necrosis tipo 3,
contrario a lo encontrado en el grupo de retardo de col-
gajo con un aumento significativo de necrosis tipo 1 y
con ausencia de necrosis tipo 3.

Conclusiones

Por lo tanto, las ASCs y en mayor medida las ASCs-H,
disminuyen significativamente el 4drea de necrosis del
colgajo cutdneo aleatorio pero sin encontrar diferencia
estadistica entre ellas. La técnica de retardo de colgajo
de 5 dias, a pesar de no presentar disminucidn significa-
tiva en el drea de necrosis, muestra un colgajo de menor
grado de necrosis al séptimo dia con mayor capacidad de
reepitelizacion respecto al resto de los grupos. Estos ha-
llazgos permiten un enfoque distinto frente al colgajo de
retardo en la préctica clinica, ya que utilizando la clasifi-
cacion de necrosis, permiten optar por un enfrentamiento
mds conservador y de expectacion al estar frente a una
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necrosis de menor grado (tipo 1). La administracion de
estas células en colgajos cutaneos aleatorios en humanos
podria ser una opcién terapéutica para disminuir el drea
de necrosis, pero al ser predominantemente de mayor
grado (tipo 2 y 3), no poseen capacidad de reepiteliza-
cién temprana, sino por el contrario, esta zona requeriria
ser manejada mediante desbridamientos, curaciones para
cierre por segunda intencion, colgajos o injertos. Final-
mente, la clasificacién de necrosis de colgajo cutdneo ale-
atorio permite entender la evolucion de la necrosis de
manera mds global en los colgajos cutdneos aleatorios y
podria ser utilizada por otros autores como herramienta
para estudios futuros.
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