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ABSTRACT: An incisional hernia constitutes a tissue
protrusion through a traumatic or surgical scar in the
abdominal wall. Frequently, the treatment of the
incisional hernia, as well as other types of hernia,
involves the implantation of a surgical mesh to reinforce
the weakened tissue. However, an exacerbated
inflammatory response is commonly developed after
this implantation, having serious consequences for the
patient. Considering the immunomodulatory potential of
mesenchymal stem cells (MSCs) and their exosomes
(ex0-MSCs), in this study we proposed that the
administration of these two therapeutic products,
together with fibrin sealants that are frequently used to
fix surgical meshes, could have a beneficial biological
and therapeutic effect that could help to modulate the
inflammatory response and improve the success of the
surgical mesh implantation. The results obtained in this
work showed, in a murine model of incisional hernia,
that exo-MSCs reduce M1 inflammatory macrophages
infiltration and that there is a predominance of Th2-
related cytokines in the surrounding tissue of MSCs or
ex0-MSCs treated meshes, favoring the macrophage
polarization towards a M2 anti-inflammatory phenotype.
This study concludes that mesh fixation with fibrin
sealants co-administered with MSCs or exo-MSCs
would have a beneficiary effect on the treatment of
incisional hernia in terms of reduction of the
inflammatory response and modulation of the foreign
body reaction.

*Corresponding Author: jgarcia@ccmijesususon.com
Received: March 19,2018 Accepted: March 20, 2018

RESUMEN: Una hernia incisional consiste en una
protrusion de tejido a través de una cicatriz traumatica o
quirargica en la pared abdominal. El tratamiento de este
y de otros tipos de hernias pasa frecuentemente por la
implantacion de una malla quirargica para reforzar el
tejido debilitado. Sin embargo, a menudo se produce
una respuesta inflamatoria exacerbada que desemboca
en diferentes complicaciones, teniendo consecuencias
graves para el paciente. Considerando el potencial
inmunomodulador de las células madre mesenquimales
(MSCs) y de sus exosomas (exo-MSCs), en este estudio
planteamos que la administracion de ambos productos
terapéuticos, conjuntamente con los selladores de fibrina
que se utilizan frecuentemente para la fijacion de las
mallas quirGrgicas, podria ejercer un efecto bioldgico y
terapéutico que ayudara a controlar esa respuesta
inflamatoria y mejorara, por tanto, el éxito del
tratamiento con mallas quirargicas. Los resultados
obtenidos en este estudio mostraron, en un modelo
murino de hernia incisional, que los exo-MSCs reducen
la infiltracion de macréfagos inflamatorios M1 y que
existe una predominancia de citoquinas relacionadas con
la respuesta Th2, y con ello, con la polarizaciéon de
macréfagos hacia un fenotipo M2 antiinflamatorio, en el
tejido circundante a las mallas en las que se vehicularon
MSCs o sus exosomas. Este estudio concluye que la
fijacion de mallas quirdrgicas con selladores de fibrina
combinados con MSCs o exo-MSCs tendria un efecto
beneficioso en el tratamiento de la hernia incisional, en
términos de reduccion de la respuesta inflamatoria y
modulacion de una reaccion exacerbada frente a un
cuerpo extrafo.
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1. INTRODUCCION

Una hernia incisional se define como una protrusion de
tejido, generalmente peritoneo, a través de una cicatriz
traumatica o quirQirgica en la pared abdominal, y que
puede contener o no una viscera abdominal y/u otros tejido
(1). La hernia incisional se presenta de manera frecuente
como una complicacion de la cirugia abdominal,
constituyendo una importante fuente de morbilidad (2).
Para su tratamiento, se utilizan a menudo mallas
quirdrgicas, las cuales resultan también efectivas para la
reparacion de prolapsos de organos, el tratamiento de la
incontinencia urinaria por esfuerzo y el cierre de grandes
heridas. La gran mayoria de estas protesis esta constituida
por materiales sintéticos como polipropileno, poliéster o
politetrafluoretileno (PTFE), que pueden encontrarse o no
en combinacion con otros materiales como titanio, acidos
grasos omega-3 o hialuronato (3).

La fijacion de estas mallas a los tejidos puede
realizarse mediante sutura, grapas, “tacks” (4) o
pegamentos quirurgicos tipo cianocrilato (5). Los
selladores de fibrina comenzaron a usarse en 1909 y, en las
dos ultimas décadas, ha sido ampliamente descrito su uso
para la fijacién de mallas quirargicas, demostrandose que
este procedimiento no incrementa los riesgos asociados a
la hernia inguinal. De hecho, disminuye el riesgo en
comparacion con métodos de fijacion que penetran en el
tejido. Ademas, se ha evidenciado una disminucién tanto
de la morbilidad posoperatoria como de la duracion de la
estancia hospitalaria (6). Otros estudios en los que se
utilizaron selladores de fibrina para la fijacion de mallas
mostraron disminucion del dolor créonico en comparacion
con la fijacibn mediante suturas, asi como menores
tiempos quirurgicos (7). En cuanto a la comparacién con
los “tacks” quirurgicos, la mayoria de los estudios
publicados sugieren también una disminucién del dolor
(8). Por ultimo, se ha demostrado una buena
neovascularizacion e integracion en el tejido en modelo de
hernia incisional de rata usando selladores de fibrina, en
comparacion con grapas quirtrgicas (9).

Ademas de las propiedades adhesivas de los selladores
de fibrina, el papel bioldgico de los coagulos de fibrina se
ha estudiado desde diferentes perspectivas. En modelos in
vivo de anastomosis en colon se demostrd la presencia de
neutrofilos infiltrados en los selladores de fibrina (10) y en
experimentos in vitro se ha evidenciado que la
composicion de estos coagulos de fibrina tienen un efecto
significativo en la migracion de neutrofilos y que
influencian el proceso de cicatrizacion (11).

En los ultimos anos, los selladores de fibrina se han
utilizado con éxito en combinaciéon con células para
aplicaciones relacionadas con la ingenieria tisular (12).
Asi, se ha descrito su uso como vehiculo de fibroblastos
dérmicos en el tratamiento de heridas cronicas (13) y como
soporte para la implantacion de diferentes tipos de células
madre (14-18) en distintos ambitos como la
neuroproteccion  (14), regeneracion nerviosa (15),
reparacion oOsea (16), reparacion osteocondral (17),
cicatrizacion (18) o reparacion del miocardio tras un
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infarto (19).

Recientemente, nuestro grupo de investigacion
demostrd, utilizando un modelo murino, que las mallas
quirurgicas recubiertas de células madre mesenquimales
(MSC, mesenchymal stem cells) inducen un ambiente
antinflamatorio que reduce los procesos inflamatorios
exacerbados comunmente observados tras la implantacion
de estas mallas (20). Basandonos en este primer trabajo, y
teniendo en cuenta el papel de los selladores de fibrina
como vehiculo para la administracion de células madre, en
el presente estudio quisimos evaluar el efecto bioldgico y
terapéutico de las MSCs vehiculadas en selladores de
fibrina y en el contexto de la hernia incisional. Ademas,
dado que el efecto terapéutico de las MSCs esta mediado
en gran medida por un efecto paracrino, hemos incluido
los exosomas derivados de estas células, propuestos como
principales responsables de este efecto (21), como
producto terapéutico en este estudio. Asi, planteamos
ademas una terapia libre de células, que ofrece multiples
ventajas frente a las terapias celulares, relacionadas
principalmente con la estandarizacion del producto
terapéutico.

En este estudio se han evaluado diferentes parametros:
histologia, infiltracién leucocitaria, y analisis de expresion
génica en el lugar de implantacion de las mallas de genes
relacionados con la respuesta inflamatoria y la
remodelacion tisular. En resumen, en este trabajo
mostramos que la fijacion de mallas quirurgicas con
selladores de fibrina combinados con MSCs o sus
exosomas podria tener un efecto beneficioso para el
tratamiento de las hernias incisionales en términos de
reduccion de la respuesta inflamatoria y control de la
reaccion a cuerpo extrafio.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Aislamiento y expansion de las células madre
mesenquimales murinas

Las MSCs murinas se aislaron a partir de la médula
osea de fémures de tres ratones eutanasiados de entre 2 'y 6
meses de edad. La suspension celular obtenida se pasd por
filtros de 40 pm y las células mononucleares se aislaron
mediante centrifugacion en Histopaque-1077 (Sigma, St.
Louis, MO, USA). Tras lavarse dos veces con tampdn
fosfato (PBS, Phosphate Buffered Solution), las células se
resuspendieron en DMEM con un 10% de suero fetal
bovino (FBS, Fetal Bovine Serum), y se sembraron en
frascos de cultivo, manteniéndose a 37°C y 5% CO,. Tras
48 horas en cultivo, las células no adherentes se
eliminaron, mientras que las células que permanecieron
adheridas se cultivaron en un 80-90% de confluencia,
momento en el que se despegaron con una solucioén al
0.25% de tripsina (Lonza Walkersville, Inc., Walkersville,
MD, USA) para asi sembrarlas en un nuevo frasco a una
densidad de 5 000 — 6 000 células/cm’. El medio de cultivo
se cambi6 cada 3-4 dias. Se utilizaron células en pases 10-
15 para los experimentos in vivo.
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2.2. Anadlisis fenotipico de las células madre

mesenquimales murinas

El analisis fenotipico de las MSCs murinas se realizo
mediante citometria de flujo. Para ello, 2x10° células se
marcaron con anticuerpos monoclonales frente a CD29,
CD44, CD90, CD105, MHC clase I y MHC clase 11, y se
incubaron durante 30 min a 4°C con la concentracion
apropiada de anticuerpo en presencia de PBS con 2% de
FBS. Las células se lavaron y se resuspendieron en PBS.
El analisis por citometria de flujo se realizd6 en un
citometro FACScalibur (BD Biosciences, CA, USA) tras
la adquisicion de 10° eventos.

Las células viables se seleccionaron de acuerdo a sus
caracteristicas de tamafio y granularidad (FSC/SSC) y se
analizaron con el software CellQuest (BD Biosciences,
CA, USA). El nivel de expresion de cada marcador se
expresd como la intensidad de fluorescencia relativa media
(MRFI, Mean Relative Fluorescence Intensity), que se
calculo dividiendo la intensidad de fluorescencia media
(MFI, Mean Fluorescence Intensity) por la MFI de su
control negativo. Los valores de MRFI menores de 2 se
consideraron negativos (-), los valores positivos fueron
aquellos comprendidos entre 2 y 10 (+), y los fuertemente
positivos, aquellos cuyo valor estaba entre 10 y 100 (++).

2.3. Potencial de diferenciacion de las células madre
mesenquimales murinas

Los ensayos de diferenciacion se llevaron a cabo
cuando las células alcanzaron el 80% de confluencia. Se
utilizaron  protocolos estdndar para promover Ia
diferenciacion adipogénica, condrogénica y osteogénica de
las células. Para ello, las células se cultivaron durante 21
dias con medios especificos de diferenciacién (Gibco Life
Sciences, Rockville, MD, USA), que eran reemplazados
cada tres dias. Transcurrido este tiempo, las células se
fijaron y se tifieron con Oil Red O, Alcian Blue y Alizarin
Red S para evidenciar la diferenciacion adipogénica,
condrogénica y osteogénica respectivamente. Las células
diferenciadas se observaron mediante microscopia Optica.

2.4. Aislamiento y purificacion de los exosomas derivados
de células madre mesenquimales

Los exosomas derivados de células madre
mesenquimales (exo-MSCs) se obtuvieron a partir de
MSCs murinas de médula 6sea cultivadas en frascos de
175 ecm® Cuando las células alcanzaron una confluencia
del 80%, el medio de cultivo (DMEM con 10% FBS) se
reemplazo6 por medio de aislamiento de exosomas (DMEM
con 1% de insulina-transferrina-selenio). Los
sobrenadantes se recogieron cada 3-4 dias. Para eliminar
las células muertas y los detritus celulares, los
sobrenadantes se centrifugaron a 1 000 x g durante 10 min
y a 5 000 x g durante 20 min a 4°C, y se pasaron a través
de un filtro de 0.22 um. Aproximadamente 15 ml de estos
sobrenadantes se ultrafiltraron mediante concentradores
Amicon® Ultra de 3 kDa de limite de peso molecular
(Merck-Millipore, MA, USA), centrifugandolos durante 60
min a 4 000 x g y obteniendo 200-300 pl de sobrenadantes
concentrados que se almacenaron a -20°C.
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2.5. Caracterizacion de los exosomas derivados de células
madre mesenquimales

Antes de realizar los ensayos in vivo, los sobrenadantes
concentrados se caracterizaron mediante cuantificacion de
proteina total, citometria de flujo y analisis de rastreo de
nanoparticulas.

La concentracién de exosomas se determind, en primer
lugar, de manera indirecta mediante cuantificacion de
proteina total a través de un ensayo Bradford. Para
cuantificar la concentracion de proteina, 20 pl de la
muestra de exosomas se incubaron con 180 pl de reactivo
Bradford (Bio Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) a
temperatura ambiente. Tras 5 min, se determind la
absorbancia a 595 nm, y la concentraciéon de proteina de
las muestras se extrapold a partir de una curva de
concentraciones conocidas de seroalbiimina bovina.

Para el analisis mediante citometria de flujo, los
exosomas se conjugaron con microesferas de 4 pm de latex
(Aldehyde/Sulfate latex beads, Molecular probes, Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). Brevemente, 5 pg de
exosomas se incubaron durante toda la noche a 4°C con 10
ul de microesferas, se afiadieron 110 pl de glicina 1M vy,
tras 30 min de incubacion, las muestras se centrifugaron,
lavaron y resuspendieron en un volumen final de 0.5 ml de
PBS con 0.5% BSA. Estas microesferas recubiertas de
exosomas se incubaron durante 30 min a 4°C con
anticuerpos monoclonales murinos anti-CD9 (BD
Biosciences, San José, CA, USA). Tras esta incubacion,
las muestras se lavaron y resuspendieron en PBS con 0.5%
BSA. El analisis por citometria de flujo se llevo a cabo en
un citometro FACScalibur (BD Biosciences, San José, CA,
USA).

Finalmente, la concentracion y el tamafio de las
particulas de los concentrados se midieron mediante
analisis de rastreo de nanoparticulas (NanoSight Ltd,
Amesbury, Reino Unido), que relaciona la tasa de
movimiento browniano con el tamafio de la particula. Los
resultados se analizaron con la version 2.2 del software de
analisis de rastreo de nanoparticulas.

2.6. Preparacion del sellador de fibrina y combinacion con
las células madre mesenquimales y sus exosomas

El sellador de fibrina se prepard a partir de trombina
(500 IU/ml) y fibrindgeno (80 mg/ml). Estos componentes
se mezclaron a un ratio 1:1 utilizando un aplicador de
doble jeringa. Cada malla se fij6 con un volumen total de
400 pl del sellador.

Para la combinacién con MSCs, las células se
despegaron de los frascos de cultivo con una solucién de
tripsina al 0.25%, se contaron y se ajustaron a una
concentracion de 4x10° células/ml. Un total de 1.6x10°
células en 400 ul de DMEM se mezclaron con trombina
(500 TU/ml) a un ratio 1:1. La suspension células se
mezcld a continuacion con fibrindgeno (80 mg/ml) a un
ratio 1:1 utilizando un aplicador de doble jeringa que
permiti6 la mezcla de ambos componentes. Para la fijacion
de las mallas se us6 un volumen de 400 pl de la solucion
final (4x10° células).
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La viabilidad de las MSCs en el sellador de fibrina se
midi6 en términos de actividad metabdlica a través de un
ensayo CCK-8 siguiendo las instrucciones del fabricante
(Sigma, St. Louis, MO, USA). Brevemente, las MSCs se
combinaron con el sellador de fibrina y se mantuvieron en
cultivo durante dos dias en DMEM. Como control
negativo, se utilizaron MSCs en condiciones de cultivo
estandar. Ademas, la morfologia celular de las MSCs en
combinacion con el sellador de fibrina se examind
mediante microscopia Optica.

Para la combinacion del sellador de fibrina con exo-
MSCs, los concentrados de exosomas se descongelaron
lentamente antes de combinarse con la solucion de fibrina.
Un total de 200 pl de exosomas (medidos en proteina
total) a 20 000 pg/ml se mezclaron con trombina (500
IU/ml) a un ratio 1:1 y esta solucion se mezclé con
fibrindgeno (80 mg/ml) a un ratio 1:1. Por Gltimo, ambas
diluciones se mezclaron usando un aplicador de doble
jeringa. Para la fijacion de cada malla se us6 un volumen
de 400 pl de la solucion final (4 000 pg de proteinas
exosomales).

2.7. Modelo de hernia incisional y procedimientos
quirirgicos

Los cuidados de los animales y todos los
procedimientos experimentales fueron aprobados por el
Comité de Etica y Experimentacion Animal del Centro de
Cirugia de Minima Invasion, y se desarrollaron de acuerdo
a las recomendaciones del gobierno local. Para Ila
realizacion de este estudio se utilizo un total de 16 ratones
ICR con edad de 3-5 meses y de 35-40 g de peso. Los
animales se dividieron en cuatro grupos: en el primer
grupo (n=4), las mallas quirargicas se fijaron con puntos
simples (SUT); en el segundo grupo (n=4), se fijaron con
sellador de fibrina (SF); en el tercer grupo (n=4), las
mallas se fijaron con el sellador de fibrina en combinacion
con MSCs (SF+MSCs), y en el cuarto grupo (n=4), con el
sellador de fibrina en combinacion con los exo-MSCs
(SF+exos).

El modelo murino de hernia incisional se desarrollé a
partir de un modelo animal previamente descrito (22). Los
animales se premedicaron con 2 mg/kg de meloxicam
(Metacam®, Boehringer Ingelheim, Ingelheim am Rhein,
Alemania) y 0.06 mg/kg de buprenorfina (Buprex®,
Schering-Plough, NJ, USA) por via intraperitoneal y los
procedimientos se desarrollaron bajo anestesia inhalatoria
inducida en una camara con isoflurano al 3% y mantenida
con isoflurano al 1.5-2.0% a través de una mascara
inhalatoria. El flujo de oxigeno se mantuvo a 0.5-1.0 I/min
durante todo el procedimiento.

Una vez anestesiados, el abdomen fue rasurado y
lavado con una solucion yodada. Se realiz6 una incision de
0.7-0.8 c¢cm de longitud en cada uno de los lados del
abdomen, y se retir6 un fragmento compuesto por tejido
muscular y aponeurosis de 0.6 cm de didmetro bajo cada
una de las incisiones. A continuacion, se implantaron
mallas de polipropileno (Assumesh, Assut Europe, Roma,
Italia) de 1cm® en el espacio preperitoneal sobre cada uno
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de los defectos creados. Estas mallas se fijaron segun lo
indicado anteriormente para cada grupo. Por ultimo, las
incisiones cutdneas se cerraron con 4-5 puntos simples de
sutura absorbible monofilamento de polidioxanona (PDSII
™ Ethicon, Johnson & Johnson, NJ, USA).

Durante los tres primeros dias tras la cirugia, los
animales recibieron 10 mg/ml de paracetamol (Apiretal®,
ERN, Barcelona, Espafia) en el agua de bebida y 0.1
mg/kg de buprenorfina inyectada via subcutanea cada 12
horas. Siete dias tras la cirugia, los animales fueron
eutanasiados en una camara de CO,.

2.8. Determinaciones histologicas

Tras la eutanasia de los animales, se retiraron las
mallas implantadas y se realizaron los diferentes analisis
post mortem. Para el estudio histoldgico, una de las dos
mallas implantadas en cada animal, junto con la piel y la
capa muscular-aponeuroética, se fijo en paraformaldehido
al 4%, se embebieron en parafina y se cortaron en laminas
de 5-8 um de espesor. Para la visualizacion de las
muestras, se realizaron tinciones de hematoxilina-eosina y
tricromico de Masson.

2.9. Estudio fenotipico del infiltrado leucocitario

La malla restante en cada animal se dividid en dos, y
para el estudio fenotipico del infiltrado de leucocitos, una
de estas dos partes se sumergié en PBS y las células
adheridas se despegaron mediante una solucién de tripsina
al 0.25%. Las células recuperadas se incubaron durante 30
min a 4°C con la concentracion apropiada de anticuerpos
monoclonales murinos en PBS con 2% de FBS. Las
células se marcaron con anti-CD45 murino conjugado con
PerCP (Miltenyi Biotec), anti-B220 murino conjugado con
PE (Miltenyi Biotec) y anti-Ly6C murino conjugado con
FITC (Miltenyi Biotec). A continuacion, se lavaron y se
resuspendieron en PBS. El andlisis por citometria de flujo
se realizé en un citometro FACScalibur (BD Biosciences,
CA, USA) tras la adquisicion de 10° eventos.

Se determind el porcentaje de células leucocitarias
(CD45") del total de células infiltradas y, dentro de ellas,
la expresion de Ly6C sirvio para diferenciar las
subpoblaciones de macrofagos M1 (alta expresion de
Ly6C) y M2 (baja expresion de Ly6C). Asimismo, se
determind la subpoblacion de linfocitos B activados,
correspondiente a las células B220"/Ly6C", dentro de la
poblacion de células leucocitarias.

2.10. Anélisis de expresion génica

La mitad restante de la segunda malla implantada en
cada animal se utiliz para el analisis de expresion génica.
Para ello, se aisld el ARN total de las células adheridas a la
malla mediante TRI-Reagent (Sigma, St. Louis, MO,
USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. E1 ADNc
se sintetizo a partir del ARNm mediante una reaccion de
transcripcion inversa utilizando la transcriptasa inversa
Superscript I1I (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

Para la amplificacion por PCR se utilizaron Kkits
comerciales de expresion génica, todos ellos de Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific Inc. Los genes
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analizados fueron IL-4 (ID: 16189), IL-13 (ID: 16163),
Arg-1 (ID: 11846), iNOS (ID: 18126), MCP1 (ID: 20296),
MIP-1a (ID: 20302), Opn (ID: 20750), Wtl (ID: 22431),
Efempl (ID: 216616), Collal (ID: 12842) y Col3al (ID:
12825).

La qRT-PCR se llevdo a cabo utilizando sondas
TagMan en el equipo 7300 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific Inc.). Los
productos de PCR se cuantificaron mediante el calculo de
22 Todas las muestras (n=4 por grupo) se analizaron
separadamente utilizando el gen de la gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH, ID: 14433) como
housekeeping.

2.11. Analisis estadistico

Los datos se analizaron con el software SPSS-21
(SPSS, Chicago, IL, USA) mediante ANOVA de un factor
seguido del test de Tukey cuando se encontraron
diferencias significativas, en el caso de variables

paramétricas. Para variables no paramétricas, se llevo a
cabo el test de Kruskal-Wallis, seguido del test de
comparaciones multiples de Dunn cuando se encontraron
diferencias significativas entre grupos. Los datos se
expresan como la media £ desviacién estdndar (SD,
standard deviation). Todos los valores de p<0.05 se
consideraron estadisticamente significativos.

3. RESULTADOS

3.1. Fenotipo y capacidad de diferenciacion de las células
madre mesenquimales murinas

El andlisis mediante citometria de flujo de los
diferentes marcadores de superficie de las MSCs murinas
derivadas de médula 6sea mostraron un perfil fenotipico
CD29"/CD44°/CD90/CD105"/MHC-I'/MHC-II”  (Tabla

1). Ademas, el ensayo de diferenciacion adipogénica,
condrogénica y osteogénica permitid6 demostrar la
multipotencialidad de las células (Figura 1).

Figura 1. Multipotencialidad de las MSCs murinas derivadas de médula d4sea. Diferenciacion adipogénica
(A), condrogénica (B) y osteogénica (C) de las MSCs murinas cultivadas durante 21 dias con medios especificos de
diferenciacion. Las diferenciaciones adipogénica, condrogénica y osteogénica se evidenciaron mediante tincion con Oil Red
O, Alcian Blue y Alizarin Red S, respectivamente, y visualizacion mediante microscopia optica. Escala: 100 pm.

Tabla 1. Perfil de expresion de los diferentes marcadores de superficie analizados mediante citometria

de flujo en las MSCs murinas.

Marcador CD29 CD44 CD90

CD105 MHC-I MHC-1I

MRFI* ++ ++ ++

+ ++ -

*MRFI <2 (-), 2 - 10 (+), 10 - 100 (++).

3.2. Caracterizacion del concentrado de exosomas aislado
a partir de las células madre mesenquimales murinas

Los sobrenadantes del cultivo de las MSCs,
enriquecidos hasta 50 veces, se caracterizaron mediante
cuantificacion de proteina total, analisis de rastreo de
nanoparticulas y citometria de flujo.

La determinacion de proteina total en estos
concentrados mediante ensayo de Bradford resultd en
valores de 20 000 pg/ml. En cuanto al analisis mediante
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citometria de flujo, se encontr6é una expresion positiva del
marcador exosomal CD9 (MRFI=4.63). Finalmente, en el
analisis de rastreo de nanoparticulas se obtuvo un tamafio
medio de las particulas de 131.6+52.2 nm. En cuanto a su
concentraciéon, esta fue de 3.96x10"+1.02x10"
particulas/ml. La representacion detallada del tamafio de
particulas frente a su concentracion se muestra en la Figura
2.
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Figura 2. Representacion grafica de la distribucion del tamafio y la concentracion de las particulas
presentes en el concentrado de exosomas, obtenida mediante analisis de rastreo de nanoparticulas.

3.3. Evaluacion histolégica del infiltrado celular en el
tejido adyacente al lugar de implantacion de las mallas

Los cortes histologicos realizados tras extraer una de
las mallas implantadas junto con el tejido adyacente a la
misma se evaluaron tras realizar las tinciones con
hematoxilina-eosina y tricromico de Masson mediante
observacion bajo microscopia dptica.

Los resultados obtenidos mostraron un incremento de
la infiltracion linfocitaria en el grupo SF. Sin embargo, no
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se evidenciaron diferencias cuando se compar6 este grupo
con los grupos SF+MSCs ni SF+exos. Tampoco se
encontraron diferencias significativas entre los diferentes
grupos en términos de hemorragia, necrosis o
neovascularizacioén. La tincién con tricromico de Masson
reveld la ausencia de cambios significativos en los
depositos de colageno alrededor de las mallas implantadas.
La Figura 3 muestra campos representativos de las
muestras histologicas analizadas.
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Hematoxilina-
eosina

Tricrémico de
Masson

SF+MSCs

SF+exos

Figura 3. Histologia de la zona de implantacién de las mallas y el tejido adyacente. Tras la eutanasia de los
animales 7 dias después de la implantacion de las mallas, una de ellas fue extraida junto con la piel y la capa muscular y
peritoneo adyacentes, fijada en paraformaldehido al 4%, embebida en parafina y cortada en laminas de 5-8 um de espesor.
Las preparaciones histologicas se tifieron con hematoxilina-eosina y con tricromico de Masson. Las imagenes muestran
campos representativos de las muestras evaluadas. Escala: 100pm.

3.4. Evaluacioén del fenotipo de los linfocitos infiltrados en
el lugar de implantacion de las mallas quirirgicas

Para obtener datos adicionales sobre la naturaleza
celular de los infiltrados localizados en el tejido adyacente
al lugar de implantacion de las mallas quirtrgicas, y con el
fin de lograr una evaluacion mas objetiva de estos
parametros que la realizada mediante evaluacion
histologica, se llevdo a cabo la identificacion vy
caracterizacion de diferentes poblaciones celulares en estos
infiltrados mediante citometria de flujo. Para ello, el
infiltrado celular se separ6 mecanicamente de la malla, a la
que se encontraba adherido, y se tripsinizo. La suspension
celular se marco con anticuerpos anti-CD45, anti-Ly6C y
anti-B220. Se cuantific6 el porcentaje de células
leucocitarias (CD45"), macroéfagos M1 (CD45/Ly6C alto)
macréfagos M2 (CD45/Ly6C bajo) y linfocitos B
activados (CD45/B220"/Ly6C"). Una vez terminado el
analisis, se realiz6 la comparacion estadistica entre grupos.

Los resultados mostraron que el porcentaje de células
leucocitarias (células CD45" del total de células que
conformaban el infiltrado) se incrementd
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significativamente en los grupos SF, SF+MSCs y SF+exos
en comparacion con el grupo SUT (Figura 4A).

El balance entre las subpoblaciones de macrofagos M1
y M2 se analizo, en primer lugar, seleccionando las células
conforme a sus caracteristicas de tamafio y granularidad
(FSC/SSC) y a la expresion de CD45. Dentro de esta
poblacion, la expresion de Ly6C se utilizé para identificar
los dos fenotipos de macrofagos. El analisis estadistico
reveld una disminucion significativa en el porcentaje de
macréfagos M1, predominantemente inflamatorios, en el
grupo SF+exos en comparacion con el grupo SF. Del
mismo modo, en el grupo con exosomas se aprecid
conjuntamente un aumento significativo en el porcentaje
de macrofagos M2, de caracteristicas antinflamatorias, al
compararlo con el grupo SF (Figura 4B).

De modo similar a los macréfagos M2, la poblacion de
linfocitos B activados, identificadas como células
B220'/Ly6C" dentro de la poblacién de células CD45",
disminuyé significativamente en el grupo SF+exos en
comparacion con el grupo SF (Figura 4C).
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Figura 4. Determinacion mediante citometria de flujo de diferentes poblaciones celulares infiltradas en
el tejido. Se identificd y caracterizo el porcentaje de células leucocitarias infiltradas en el tejido alrededor de la malla
implantada (A), el porcentaje de macrofagos M1/M2 (B) y el porcentaje de linfocitos B activados (C). Las graficas
representan la media+SD de 4 experimentos independientes. Los datos se analizaron estadisticamente mediante ANOVA de
un factor seguido del test de Tukey para variables con distribucion paramétrica (porcentaje de células leucocitarias). Para
variables no paramétricas (macrofagos M1 y M2, y porcentaje de linfocitos B activados), se llevd a cabo un test de
Kruskall-Wallis seguido del test de comparaciones multiples de Dunn para evidenciar las diferencias entre grupos
concretos. Las letras diferentes denotan diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

3.5.  Andlisis de expresion génica en el lugar de
implantacion de las mallas quirirgicas y en el tejido
adyacente

Las mallas quirargicas extraidas tras 7 dias desde su
implantacion fueron procesadas para extraer el ARN total
y la expresion génica se analiz6 mediante qRT-PCR. Se
analizd una amplia variedad de genes relacionados con la
respuesta inflamatoria (IL-4, IL-13, Arg-1, iNOS, MCPI,
MIP-1a y Opn) asi como de genes relacionados con la
remodelacion tisular (Wtl, Efempl, Collal y Col3al).

En cuanto al primer grupo de genes analizados, los
relacionados con la respuesta inflamatoria, no se
encontraron diferencias significativas entre grupos en la
expresion de los genes MCP1 y MIP-1a. Sin embargo, se
observé un aumento significativo en la expresion de 1L-4,
IL-13, Arg-1 e iNOS en el grupo SF+MSCs en
comparacion el grupo SF. Ademds, este aumento resultd
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también significativo al compararlo con el grupo SF+exos
en el caso de la IL-4 e iNOS. Para IL-13, Arg-1 e iNOS, el
aumento de expresion en el grupo SF+MSCs fue también
estadisticamente significativo al compararlo con el grupo
SUT. En el caso de la Opn, se observo una disminucion
significativa en los grupos SF, SF+MSCs y SF+exos en
comparacion con el grupo SUT (Figura 5A).

En relacion al grupo de genes implicados en la
remodelaciéon tisular, se observd una disminucidn
significativa en la expresion de Efempl, Collal y Colla3
en los grupos SF, SF+MSCs y SF+exos al compararlos
con el grupo SUT. El ratio entre la expresion de Collal y
Col3al disminuyd significativamente en el grupo
SF+MSCs en comparacion con el grupo SF. Finalmente,
no se observaron diferencias significativas en la expresion
de Wtl (Figura 5B).
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Figura 5. Expresion génica en el lugar de implantacion de las mallas y en el tejido adyacente de los
diferentes genes analizados. Después de 7 dias desde la implantacion de las mallas, se aislo el ARN total del tejido
adherido a las mallas implantadas, se retrotranscribié el ARNm y el ADNc se amplificé mediante qRT-PCR. Los productos
de PCR se cuantificaron mediante el calculo de 2-ACt utilizando GAPDH como housekeeping. Las graficas representan la
media£SD de 4 experimentos independientes. Los datos se analizaron estadisticamente mediante ANOVA de un factor
seguido del test de Tukey. Las letras diferentes denotan diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

4. DISCUSION

El uso de las mallas quirtrgicas sintéticas se introdujo
en el tratamiento de las hernias hace aproximadamente
cinco décadas. La implantacion de estas mallas
proporciona un soporte adicional que refuerza los tejidos
debilitados o dafiados en los diferentes tipos de hernias. En
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el caso de las hernias incisionales, asi como en otros tipos
de hernias, tras la implantacion de estas mallas se
producen, de manera relativamente frecuente, diferentes
efectos adversos que provocan dolor e incomodidad en el
paciente. Por ello, se ha trabajado en el desarrollo de
nuevos materiales y disefios para la fabricacion de las
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mallas que permitan reducir la reaccion inflamatoria
adversa, el dolor crénico o la erosion (23). En los ultimos
afos, los avances en la fabricacion de las mallas se han
centrado en la biocompatibilidad de los materiales y en
mejorar los mecanismos que permiten el remodelado
tisular y la transmigracion de células del hospedador (24).
Ademas, se han probado clinicamente diferentes
recubrimientos de las mallas de polipropileno para reducir
la reaccion a cuerpo extrafio e incrementar la
biocompatibilidad (25,26). Recientemente, la combinacion
de mallas quirargicas con células madre adultas ha sido
probada por este grupo en condiciones preclinicas,
demostrando un efecto antiinflamatorio mediado a través
de la polarizacion de macrofagos hacia un fenotipo M2
prorregenerativo (20). También se han reportado otros
estudios en los que se han utilizado MSCs en combinacion
con mallas quirtrgicas para la reparacion de tendon (27) y,
en el contexto de las hernias, se han utilizado MSCs
autdlogas vehiculadas en soportes descelularizados en
modelo de hernia inguinal en congjo (28).

Por otra parte, los métodos de fijacion de las mallas
quirdrgicas son también un asunto de debate. Actualmente,
entre los métodos mas usados se encuentran la sutura, las
grapas, los “facks”, los pegamentos quirurgicos, o la
combinacion de varios de ellos, y se han llevado a cabo
diferentes estudios para comparar algunos de estos
métodos entre si (29,30).

En este trabajo quisimos evaluar el papel del sellador
de fibrina como método de fijacion de las mallas vy,
ademas, como vehiculo para la administracion de células
madre adultas y sus exosomas en el contexto de las hernias
incisionales. Estos selladores de fibrina se han utilizado
anteriormente como soporte para la implantacion de
células madre en multiples escenarios relacionados con la
ingenieria tisular (12) y mas especificamente, en la
reparacion osteocondral (31) y el infarto de miocardio
(19).

Nuestros primeros ensayos in Vvitro sirvieron para
expandir y caracterizar las MSCs murinas derivadas de
médula 6sea, demostrando la expresion de marcadores
caracteristicos de estas lineas, asi como su capacidad de
diferenciacion hacia diferentes linajes. Ademas, los
ensayos preliminares realizados para optimizar la
combinacion de las células con el sellador de fibrina
revelaron que la composicion de este ultimo debe ser
testada cuidadosamente de forma previa a su uso como
vehiculo de células madre. En nuestro caso, fue necesario
ajustar el pH del fibrinégeno y la trombina entre 6.5 y 7.5
para mantener la viabilidad celular (datos no mostrados).
Estos resultados son similares a los obtenidos por Ho et al.,
quienes observaron que las soluciones de trombina y
fibrindgeno pueden alterar la tasa de proliferacion de
MSCs humanas (32).

Los siguientes experimentos se centraron en aislar y
caracterizar la fraccion enriquecida de exosomas derivados
de las MSCs murinas de médula 6sea. La concentracion,
tamafio y expresion del marcador de exosomas CD9 se
determinaron  mediante  andlisis  seguimiento  de
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nanoparticulas y citometria de flujo, demostrando que el
protocolo de aislamiento permite la obtencion de estas
microvesiculas de manera simple y reproducible para ser
usadas como producto terapéutico. De hecho, Ia
caracterizacion de nuestros exosomas arrojo resultados
similares a los reportados en publicaciones previas,
obtenidos a partir de MSCs humanas y porcinas (33,34).

Los ensayos in vivo se realizaron en un modelo murino
de hernia incisional utilizando instrumental
microquirirgico. Aunque el modelo de hernia incisional ha
sido previamente descrito en cerdo, conejo y rata, el
modelo murino ofrece diferentes ventajas con respecto a
los primeros, especialmente en términos de disponibilidad
de reactivos y consumibles de laboratorio para los analisis
posteriores. Para estudiar la respuesta inflamatoria
producida a nivel local e identificar las poblaciones
celulares infiltradas, se llevd a cabo una evaluacion
histologica de los tejidos adyacentes al lugar de
implantacion de las mallas, asi como un analisis mas
preciso de las poblaciones celulares mediante citometria de
flujo. Por ultimo, se analiz6 la expresion de diferentes
genes relacionados con la respuesta inflamatoria, la
polarizacion de macrofagos y el remodelado tisular en esa
misma zona.

El analisis anatomopatologico de las mallas quirargicas
y su tejido adyacente tras 7 dias desde su implantacion
reveld una infiltracion de células leucocitarias en dicha
zona cuando se utilizd el sellador de fibrina,
independientemente de su combinaciéon con MSCs o sus
exosomas. Otros estudios previos han mostrado también
un incremento de la infiltracion de leucocitos en las redes
de fibrina (35) sujetas a una regulacion por factores
quimiotacticos como los fibrinopéptidos, fibronectina o
trombina enzimaticamente activa (36). También en un
estudio en el que se analizaban selladores de fibrina como
método de fijacion de mallas quirurgicas se reportd que
dicha sustancia desencadend una fuerte respuesta
inflamatoria junto con una reaccion fibrosa (37). En este
punto, es importante tener en cuenta que la reaccion
inflamatoria observada en nuestro estudio podria tener
también un componente relacionado con una posible
reaccion alogénica contra la fibrina y fibrindgeno humanos
en el modelo animal, que ha sido también descrita en un
estudio previo (38) en el que, ademas, se puntualizaba que
la respuesta inflamatoria puede resultar beneficiosa desde
el punto de vista de la implantacion de las mallas, ya que
favoreceria la incorporacion de tejido. De hecho, el
refuerzo proporcionado por estos materiales no se produce
por la propia malla en si, sino por la produccion de tejido
alrededor de sus fibras (39).

Tras la evaluacion histologica de los tejidos, el analisis
mediante citometria de flujo del infiltrado inflamatorio
corroboré los hallazgos histologicos, mostrando un
incremento de células leucocitarias (CD45") en todos los
grupos en los que la malla se fijo con el sellador de fibrina.
El analisis de la polarizacion de macrofagos reveld un
descenso significativo de los macrofagos de fenotipo M1,
junto con un incremento de los M2, cuando se
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administraron exosomas, en comparacion con la
administracion del sellador de fibrina solo. El efecto de los
exosomas derivados de MSCs en la polarizacion de
macrofagos hacia un fenotipo M2 prorregenerativo ha sido
descrito previamente en un modelo murino de dafio
muscular (40) y, ademas, otros estudios han evidenciado
también las propiedades inmunomoduladoras de estos
exosomas en condiciones in vitro frente a linfocitos T
activados (33), en modelos animales de sinovitis (34) y en
enfermedades cardiovasculares (41). Por ultimo, en
relacion al efecto de los exosomas derivados de MSCs
sobre las células B, hay estudios que muestran su
capacidad para inhibir la activacion de estos linfocitos in
vitro (42,43), lo que coincide con nuestros resultados in
vivo, en los que se observa un descenso significativo de
los linfocitos B activados caracterizados como
CD45+/B220+/Ly6C+ (44) en los tejidos en los que las
mallas se fijaron con sellador de fibrina y exosomas, en
comparacion con aquellos que tnicamente llevaban
sellador de fibrina.

Para realizar una caracterizacion mas profunda de la
respuesta inflamatoria, se realizd un andlisis de Ila
expresion de diferentes genes en el tejido adyacente a las
mallas implantadas. Nuestros resultados mostraron un
incremento significativo de las citoquinas TH2 IL-4 e IL-
13 en los animales en los que el sellador de fibrina se
administro junto a MSCs o exo-MSCs. Ambas citoquinas
se asocian a la polarizacion de macrofagos desde un
fenotipo M1 hacia M2 (45). Ademas, considerando que la
expresion divergente de Arg-1 e iNOS se ha relacionado
frecuentemente con los fenotipos M2 y Ml,
respectivamente (46), consideramos conveniente estudiar
también la expresion de estos dos genes. La expresion de
Arg-1 se vio significativamente incrementada en el grupo
que recibidé MSCs, en comparacion con los grupos donde
las mallas se fijaron con suturas o con el sellador de
fibrina. Ademas, los niveles de expresion de iNOS se
encontraron muy por debajo de los de Arg-1 en todos los
grupos. Por ultimo, se apreciaron diferencias significativas
en la expresion de Opn, una proteina secretada por los
macrofagos, entre otras células, y responsable del
desequilibrio Th1/Th2 hacia Thl (47). En concreto, esta
proteina disminuy6 significativamente en todos los grupos
con sellador de fibrina, en comparacion con el grupo en el
que las mallas se fijaron con suturas. Tanto los resultados
de la expresion de Arg-1 e iNOS como los de Opn, por
tanto, son consistentes con la polarizacion de macrofagos
hacia M2, sugerida también por los niveles de expresion de
las citoquinas IL-4 e IL-13.

Los resultados del analisis de las poblaciones celulares
infiltradas junto con el estudio de la expresion de genes
relacionados con la inflamacién muestran que, aunque no
se observo una disminucion de la respuesta inflamatoria en
términos de células CD45" —una respuesta que, como se
menciond anteriormente, podria ser beneficiosa para la
incorporacion de tejido—, existe una modulacion de esta
respuesta hacia un perfil prorregenerativo y menos
agresivo, lo que podria suponer un riesgo menor de
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desarrollar una respuesta exacerbada en la reaccion a
cuerpo extrafio, sin disminuir, a su vez, la capacidad de
incorporar nuevo tejido para reforzar la zona dafiada.

Por ultimo, el analisis de la expresion de los genes
mayoritarios de colageno tipo I y colageno tipo III mostro
una disminucion significativa de ambos en todos los
grupos en los que se empled el sellador de fibrina, en
comparacion con el grupo en el que se emplearon suturas.
Ademas, el ratio entre los colagenos tipo I y tipo III mostro
un descenso significativo en el grupo con MSCs en
comparacion con el grupo en el que se empled Ginicamente
el sellador de fibrina. Teniendo en cuenta que la formacion
de las hernias y su recurrencia se asocia con un
disminucion del ratio entre los colagenos tipo I y tipo III
(48), estos resultados podrian indicar que la fijacion de las
mallas con el sellador de fibrina podria incrementar la
resistencia biomecanica de las mallas quirurgicas al tener
fibras de colageno mas gruesas en el tejido adyacente.

5. CONCLUSIONES

En un modelo in vivo de hernia incisional en raton se
ha demostrado que los selladores de fibrina pueden
emplearse como vehiculo para la administracion de MSCs
y de sus exosomas en el contexto de la fijacion de mallas
quirurgicas. La identificacion histologica y celular de los
leucocitos infiltrados demuestra que los exo-MSCs
reducen la infiltracion de macrofagos inflamatorios M1.
Por ultimo, el analisis de expresion de genes relacionados
con la respuesta inflamatoria corrobor6 esta observacion,
mostrando una predominancia de citoquinas relacionadas
con la respuesta Th2, y con ello, con la polarizacion de
macrofagos hacia un fenotipo M2 antinflamatorio, en el
tejido circundante a las mallas en las que se vehicularon
MSCs o sus exosomas.
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