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RESUMEN

Expresion del complejo inflamasoma NLRP3 en células endoteliales de las

anastomosis microvasculares como factor predictor de trombosis.

Material y métodos: Se realiz6 un estudio transversal, comparativo, descriptivo y
prospectivo para comparar la expresion del inflamasoma NLRP3 medido mediante
PCR, en las células endoteliales de las anastomosis microvasculares que se
complicaron con trombosis arterio-venosa comparada con aquellas anastomosis sin
trombosis en la medicion preanastomosis. Se realizdé un muestreo probabilistico por
conveniencia de mayo de 2017 a marzo de 2018 en el Hospital de Especialidades
“Dr. Antonio Fraga Mouret” del Centro Médico La Raza, se incluyeron 27 pacientes.
Se realiz6 estadistica descriptiva sobre el grupo de pacientes incluidos en este
estudio y sobre las caracteristicas del paciente y del colgajo se analizaron Prueba

Chi cuadrada entre el grupo con trombosis y el grupo sin trombosis.

Resultados: Se obtuvieron muestras de vasos sanguineos de 26 intervenidos a
reconstruccién con colgajos libres. 19 pacientes (73%) fueron mujeres 'y 7 (27%)
hombres. Los colgajos realizados con mayor frecuencia fueron DIEP 11 (40.7%),
Anterolateral de muslo (ALT) 3 (11.5%), peroné libre 3 (11.5%), Gracilis 2 (7.69%),
paraescapular extendido 2 ( 7.69%), TRAM MS2 2 (7.69%), escapular extendido 1
(3.84%), radial 1 (3.84%).

Dentro de los factores de riesgo estudiados como factor predictor de trombosis se
presentd Diabetes Mellitus tipo 2 en 6 (23.07%), tabaquismo 5 (19.23%). Las
complicaciones fueron trombosis 1 (3.84%), necrosis grasa < 20% en 1 (3.84%),
necrosis cutanea < 20% en 1 (3.84%) y dehiscencia de herida en 1 paciente
(3.84%).

Conclusiones: La identificacion de factores de riesgo asociados a la obstruccion
de las microanastomosis vasculares mejora el entendimiento del mecanismo de
trombosis y ofrece el mejor tratamiento y en el menor tiempo posible logrando

incremento en la tasa de supervivencia de los colgajos.



Palabras clave: Palabras clave: inflamasoma, trombosis microvascular, caspasas,
apoptosis, NLRP3.
SUMMARY

Expression of the NLRP3 inflammatory complex in endothelial cells of the

microvascular anastomosis as a predictor of thrombosis.

Material and methods: A cross-sectional, comparative, descriptive and
prospective study was carried out to compare the expression of NLRP3-measured
inflammatory cells measured by PCR in the endothelial cells of the microvascular
anastomosis, which will be complicated by arteriovenous thrombosis compared to
those without anastomosis without thrombosis. Preanastomosis measurement. A
probabilistic sampling was performed for convenience, 27 patients were included

at the time.

Results: Blood samples were obtained from 26 patients undergoing reconstruction
with free flaps. 19 patients (73%) were women and 7 (27%) were men. The most
frequent flaps were DIEP 11 patients (40.7%), Anterolateral thigh (ALT) 3 (11.5%),
free fibula 3 (11.5%), Gracilis 2 (7.69%), extended paraescapular 2 (7.69%), TRAM
MS2 2 (7.69%), extended scapular 1 (3.84%), radial 1 (3.84%).

Among the risk factors studied as a predictor of thrombosis, Type 2 diabetes
mellitus was present in 6 patients (23.07%), smoking 5 (19.23%). The
complications were thrombosis 1 (3.84%), fat necrosis <20% in 1 patient (3.84%),
cutaneous necrosis <20% in 1 (3.84%) and wound dehiscence in 1 patient (3.84%).
Conclusions: The identification of risk factors associated with the obstruction of
vascular microanastomosis improves the understanding of the mechanism of
thrombosis and offers the best treatment and in the shortest possible time,

increasing the survival rate of the flaps.

Key words: inflammatory, microvascular thrombosis, caspases, apoptosis, NLRP3.



ANTECEDENTES

La “cirugia microvascular’ se refiere a la coaptacion quirdrgica de vasos de
pequefio calibre (desde 0.3 a 2.0 mm de diametro) realizada bajo magnificacién e
iluminacion especial. En un ambiente clinico, este término, es comunmente usado
como sinénimo de “microcirugia reconstructiva”, el cual abarca a los reimplantes y
la transferencia de tejido libre (también llamados colgajos libres o colgajos

microquirdrgicos).’

La técnica de cirugia microvascular se considera una técnica indispensable en

cirugia plastica ya que permite la reconstruccion de defectos extensos y complejos.

El perfeccionamiento de estos colgajos ha originado un aumento significativo en la
tasa supervivencia, siendo de mas del 95% en la mayoria de los grandes centros
hospitalarios.>® Los factores que han intervenido para lograr estos resultados son
entre otros, el perfeccionamiento de la técnica quirurgica, la adecuada seleccién
de los pacientes y los cuidados perioperatorios a los que son sometidos dichos

pacientes.

La clave para mejorar la tasa de éxito de los colgajos libres es la deteccidn
temprana de obstruccion vascular y el salvamento de los colgajos afectados
mediante una reintervencion urgente (como maximo dentro de las 6 primeras horas
de iniciada la trombosis) , ya que posterior a dicho lapso la probabilidad de salvar
el colgajo se reduce significativamente. ° La tasa general de obstruccion vascular
(trombosis o compresion extrinseca) es de alrededor de 20% en los colgajos

microvasculares 10

El “estandar de oro” para la monitorizacién de los colgajos libres es la observacion
clinica de la coloracion y del llenado capilar. Se ha reportado una sensibilidad del

100% con 36% de falsos positivos.'" Sin embargo este método es subjetivo y



observador dependiente. Incluso el personal médico bien entrenado puede ser
incapaz en algunas ocasiones de detectar una trombosis de la anastomosis lo

suficientemente temprana para salvar el colgajo.'?

Debido a lo anterior han surgido muchos métodos para la monitorizacion de los
colgajos en el periodo posoperatorio, cada uno con ventajas y multiples
desventajas, sin embargo la tasa de trombosis en las anastomosis se ha mantenido

constante.

Complejo inflamasoma y trombosis vascular

Recientemente han existido avances cruciales en la patogénesis de la
aterotrombosis, ateroesclerosis y las complicaciones tromboéticas. Tanto la
inflamacion como la apoptosis tienen roles criticos en la progresion e inicio de la
aterotrombosis. * La apoptosis o muerte celular programada es esencial en el
desarrollo de los procesos homeostaticas de los organismos multicelulares.
Ademas, es un componente muy importante en la respuesta celular a la lesion,

incluyendo la lesion endotelial. 4

A pesar del inicio del proceso de muerte celular, las células apoptdéticas estan
implicadas en procesos inflamatorios por medio del reclutamiento de otras células
inflamatorias. Ademas de sus caracteristicas inmunogénicas e inflamatorias, las
células apoptoticas poseen un alto potencial trombogénico que puede agravar la

falla en las fistulas arteriovenosas. '*

La activacién de las caspasas ha emergido como el evento molecular central que
conduce a la apoptosis, precediendo a la degradacién del DNA, y al desarrollo de
la morfologia apoptdtica. ' Por lo tanto la expresion de la caspasas en muestras
de tejido indica la activacion del proceso de apoptosis.

La apoptosis puede ser el vinculo entre la inflamacion y la trombosis. 4



Las citocinas proinflamatorias IL-1B e IL-18 son activadas mediando escision
proteolitica de precursores inactivos por medio de la caspasa 1. Después de una
lesion , la expresion de la caspasa 1 esta sobreregulada, conduciendo a la
generacion de una proteina activa por medio de la oligomerizacidon de moléculas
de procaspasa 1. Este proceso involucra la formacion de un complejo
macromolecular intracitosoélico conocido como inflamasoma.

En este momento, tres diferentes tipos de inflamasoma han sido descritos, NLRP1,

NLRP3 y NLRC4, siendo el inflamasoma NLRP3 el mas caracterizado.

Este subtipo estd formado por la proteina NALP3, la cual interactia con dos
proteinas adaptadoras, llamadas ASC (apoptosis-associated speck-like protein) y
CARDINAL que permiten el reclutamiento de caspasas 1; la proteina ASC esta
constituido por un dominio Pyrina (PYD) y un dominio CARD (dominio de
reclutamiento de caspasas) que interacciona con la pro caspasa-1, liberando su
forma activa, caspasa-1. Por otro lado, CARDINAL esta formada por un dominio
FIIND y otro CARD que interacciona con una segunda molécula de pro caspasa-
1. A su vez, NALP3 posee un dominio C-Terminal con repeticiones ricas en leucina
(LRR), capaces de sensar sefales y un dominio pyrina (PYD), el cual es
fundamental en esta cadena, ya que interactua con el dominio PYD de la proteina
ASC. Es asi como el inflamasoma NALP3 se estimula liberando formas activas de
caspasas-1 a través de estas proteinas adaptadoras, clivando unidades de pro IL-
1B y liberandola finalmente en su forma activa, potente estimulador de procesos
inflamatorios. Ademas, se estimularia la liberacion de IL-18 y al Factor Nuclear
Kappa B (FN-kB). Por otro lado, el inflamasoma NALP3 es regulado a través de la

inhibicion de ASC por una proteina pyrina intracelular 17-



FIGURA 1. Mecanismes propuestos para la sefalizacion intracelular a través de NLRP-3,

LPS: Lipopalisacdride, TLR: recepior tioo Toll, UMS: urele monosodico, ATP: adenosin irinsfaso, PEXTR: moemtor
purinarigo F2X, canal isnico actvado por ligando 7', ERU: especies reactivas de oxigane, TXNIP; proging de nteraccin
ean Goredmdna, TRX tamadoina, ASCY prmaing ACARMANTA ASAA0A A paniciess apopldticas | NACHT damiria
canlral Cg unkon ¥ cligemenzacion de nuckedtioos. RFL gomineo noo en lewcings. Adaptado de la Reterencia 16



MATERIAL Y METODOS

Se realizd un estudio transversal, comparativo, prospectivo, descriptivo, se
incluyeron pacientes con patologia diversa, programados para reconstruccion
microquirurgica con colgajos libres programados durante el periodo comprendido
de Septiembre del 2016 a Agosto del 2017 en el servicio de Cirugia Plastica del
Hospital de Especialidades, CMN La Raza.

Se consideraron como criterios de inclusion: pacientes mayores de 16 afios,
derechohabientes del IMSS, ambos sexos, patologia diversa, programados para
reconstruccién microquirurgica con colgajos libres, Se consideraron criterios de no
inclusion: Inflamacién aguda de tejidos blandos tanto en sitio receptor como
donador, osteomielitis, enfermedad vascular periférica, vasculitis, enfermedad renal

o hepatica crénica y disfuncion cardiaca.

Durante el periodo transoperatorio se tomoé una muestra de 0.5 centimetros de
longitud tanto del vaso donador como del receptor, el cual se almacend con solucion
preservadora de RNA (RNAlater). Dicho frasco fué enviado al laboratorio de
biologia molecular de la Escuela Superior de Medicina del IPN para su
procesamiento. Se corrobord la presencia de dicha informacion y fue vaciada en

la base de datos disenada exprofeso.

ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé mediante de los datos provenientes de la hojas de recoleccidon de datos
disefiadas e impresas por el investigador. En dichas hojas se recabaron de manera
escrita los datos obtenidos de la valoracion clinica y doppler en una, y los obtenidos
mediante la valoracidn con la camara en otra hoja. Los datos personales del
paciente, asi como sus antecedentes seran recabados en ambas hojas. Estos
datos fueron vaciados en la matriz de datos del programa SPSS para MAC versién

22 y analizados posteriormente.



Se realizd estadistica descriptiva sobre el grupo de pacientes incluidos en este
estudio y sobre las caracteristicas del paciente y del colgajo se analizaron Prueba

Chi cuadrada entre el grupo con trombosis y el grupo sin trombosis.

10



RESULTADOS

Se obtuvieron muestras de vasos sanguineos de 26 pacientes intervenidos a

reconstruccién con colgajos libres. 19 (73%) fueron mujeresy 7 (27%) hombres.

Los colgajos realizados con mayor frecuencia fueron DIEP 11 (40.7%) de los
cuales 1 amerit6 reconstruccion con colgajo DIEP bilateral (3.84%), Anterolateral
de muslo (ALT) 3 (11.5%), peroné libre 3 (11.5%), Gracilis 2 (7.69%),
paraescapular extendido 2 ( 7.69%), TRAM MS2 2 (7.69%), escapular extendido 1
(3.84%), radial 1 (3.84%).

Dentro de los factores de riesgo estudiados como factor predictor de trombosis
(diabetes mellitus tipo 2 y tabaquismo) se presentd Diabetes Mellitus tipo 2 en 6

pacientes (23.07%) y tabaquismo en 5 pacientes (19.23%).

Dentro de las complicaciones que se presentaron fueron: trombosis 1 (3.84%), la
cual se resolvio mediante re intervencion quirurgica en tiempo menor a 1 hora de
identificada la trombosis clinicamente, necrosis grasa < 20% en 1 (3.84%),

necrosis cutanea < 20% en 1 y dehiscencia de herida en 1 (3.84%).

Con respecto a la expresion del complejo inflamasoma NLRP3 en las muestra de
vasos no se han completado los estudios de biologia molecular, éste analisis esta
en proceso mediante el apoyo del departamento de biologia molecular de la
Escuela Superior de Medicina del IPN. Una vez recabada la informacion seran

publicados los resultados.

11



Género

m Mujer B Hombre

Fig. 1. Relacion de Mujeres: Hombres incluidos en el analisis.

Cantidad

Fig. 2. Tipo de colgajos realizados para reconstruccion
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Diagnostico

® area cruenta en MPD

M drea cruenta en scalp

m cicatriz retractil en cuello (secuelas de
quemadura)

m Defecto éseo en fémur

m Neurofibroma Auriculo Parotideo
lzquierdo

m Secuelas de ameloblastoma mandibular

W secuelas de mastectomia bilateral

® Secuelas de mastectomia Derecha

1 Secuelas de mastectomia lzquierda

= Secuelas de paralisis facial izquierda

M secuelas de quemadura en cuello

m Secuelas de reseccion de MV hemicara
izquierda

Fig 3. Diagnosticos mas frecuentes encontrados en los pacientes estudiados

Complicaciones

M Dehiscencia + Necrosis cutanea
<20% + infeccién

m Dehiscencia + Necrosis grasa <
20%

® Ensanchamiento de cicatriz

m Hematoma
M Ninguna

® Trombosis

Fig. 4. Complicaciones presentadas en los pacientes estudiados.
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DIABETES MELLITUS

Y mNO

Fig. 5. Pacientes con diagndstico de Diabetes Mellitus tipo 2

TABAQUISMO

m S| mNO

Fig. 6. Pacientes con habito tabaquico encontrados en el estudio

14



1,4% PRESENCIA DE TROMBOSIS

m S mNO

Fig. 7. Pacientes con presencia de trombosis durante el estudio.

2,8% NECROSIS
1,4%

B NO

m<10%

m<20%

Fig. 8. Pacientes con presencia de necrosis (grasa y cutanea < 20%).
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DEHISCENCIA HERIDA

1,4%

m S| mNO

Fig. 9. Pacientes con dehiscencia de herida durante el estudio.
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DISCUSION

En la actualidad, la tasa de trombosis vascular en nuestros colgajos durante el
periodo trans y posoperatorio es de alrededor del 15-20 %. En la mayoria de las
ocasiones no existe un factor identificable que explique dicha trombosis. Nos
propusimos identificar en este estudio la expresidon del complejo inflamasoma en
endotelio de las anastomosis que se complicaron con trombosis comparadas con
las que no sufrieron trombosis. Ademas de comparoé la expresion del inflamasoma
con el mismo tejido una vez que se establecio la trombosis. Esto es importante

dado que puede funcionar como un factor predictor de trombosis microvascular.

No existe ningun estudio en la actualidad que investigue la expresion de este

complejo en anastomosis microvasculares.

La identificacién del complejo inflamasoma expresado en los vasos sanguineos de
las anastomosis puede ayudar a mejorar el entendimiento de la fisiopatologia de
la enfermedad y con ello reducir la tasa de complicaciones de los colgajos
microquirurgicos en todos los pacientes que son sometidos a reconstruccion

microquirurgica.

17



CONCLUSIONES

Predominé el género femenino en paciente sometidos a reconstruccion con

colgajos microquirurgicos con un N = 19 pacientes (73%) y 7 (27%) hombres.

Los colgajos realizados con mayor frecuencia fueron DIEP 11 pacientes (40.7%)
Anterolateral de muslo (ALT) 3 pacientes (11.5%), peroné libre 3 (11.5%), Gracilis
2 (7.69%), paraescapular extendido 2 ( 7.69%), TRAM MS2 2 (7.69%), escapular
extendido 1 (3.84%), radial 1 (3.84%).

Los diagnosticos encontrados con mayor frecuencia en los pacientes estudiados
fueron secuelas de mastectomia por enfermedad neoplasica, seguido por defectos
en cabeza y cuello secundarios a malformaciones, reseccién de tumores y

secuelas de quemaduras.

Dentro de los factores de riesgo estudiados como factor predictor de trombosis se
presenté Diabetes Mellitus tipo 2 en 6 pacientes (23.07%) y tabaquismo en 5
pacientes (19.23%) sin encontrarse expresadas en aquellos pacientes que
presentaron complicaciones como trombosis, necrosis grasa, necrosis cutanea y

dehiscencia de herida.

Dentro de las complicaciones que se presentaron en los pacientes fueron:
trombosis 1 paciente (3.84%), la cual se resolvid6 mediante reintervencién
quirurgica en tiempo menor a 1 hora de identificada la trombosis clinicamente,
necrosis grasa < 20% en 1 paciente (3.84%), necrosis cutanea < 20% en 1
paciente y dehiscencia de herida en 1 paciente (3.84%). Las complicaciones como
necrosis grasa y cutanea asi como la dehiscencia parcial de la herida se resolvieron

mediante curaciones diarias y cierre por segunda intencion.

18
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