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Resumen 
 

La CIRUGÍA DE LA PARED ABDOMINAL representa un volumen muy amplio de la práctica diaria de los 

servicios de Cirugía General. Engloba el tratamiento quirúrgico de la hernia, las eventraciones (y recidivas) y 

otros defectos importantes de la pared del abdomen (DPA). Actualmente, es un foco de interés relevante en 

ámbitos académicos y científico-tecnológicos, lo que ha permitido desarrollar nuevas técnicas de abordaje 

quirúrgico, el diseño y la modificación de nuevos materiales protésicos y aditamentos para su fijación, y la 

creación de nuevas unidades clínico-quirúrgicas especializadas. 

  

Desde hace unos años el Grupo de Investigación en Cirugía General del VHIR (GRCG-VHIR) dirige una 

parte de sus esfuerzos al estudio de la HERNIA INCISIONAL (HI). La HI es una complicación potencialmente 

grave y de elevada incidencia de las laparotomías. Se caracteriza por la pérdida de estructura y de función 

miofasciales y la eventual ruptura del tejido. De progresión lenta, conlleva una morbilidad importante y su 

reparación (que es quirúrgica y emplea biomateriales) es un desafío. Aunque se han identificado diversos 

factores de riesgo (dependientes de la técnica o del paciente), la etiología fundamental de la HI es desconocida. 

Por el momento, no hay modelos experimentales apropiados con los que estudiar los mecanismos iniciales de 

la enfermedad y así extrapolar hallazgos preclínicos. Dada la carga actual de la enfermedad, y dado el beneficio 

potencial que se podría derivar de una mejora en su prevención, diagnóstico y tratamiento, tiene sentido 

desarrollar estudios descriptivos con los que poder generar nuevas hipótesis de enfermedad y así evolucionar 

hacia nueva medicina de precisión más basada en la evidencia. 

 

Desde esta perspectiva, y en continuidad con trabajos previos desarrollados en el GRCG-VHIR que 

indicaban una desregulación de la homeostasis tisular y posibles alteraciones en la expresión génica de 

fibroblastos en pacientes con HI, en este proyecto de Tesis Doctoral nos hemos querido centrar en el estudio 

del nicho conectivo local y hemos comparado muestras humanas peroperatorias derivadas de tejidos de la 

pared abdominal (fascia y músculo esquelético) de pacientes con historia de HI y pacientes control. El objetivo 

primordial del trabajo es avanzar en la comprensión de los mecanismos efectores (celulares y moleculares) 

implicados, y así poder contribuir a reducir el rango de variables candidatas asociadas al desarrollo y/o la 

predicción de la HI. Planteamos una investigación de tipo clínico orientada al paciente (tipo de estudio 

observacional controlado del tipo casos y controles, con aspectos experimentales). De manera específica nos 

hemos centrado en tres ejes principales: 1.- Caracterización tisular, 2.- Caracterización de fibroblastos 

primarios in vitro; y, 3.- Evaluación de la respuesta fenotípica y funcional de dichos fibroblastos en sustratos de 

cultivo con propiedades mecánicas (rigidez/elasticidad) reguladas, con la intención de modelar in vitro las 

condiciones mecánicas del tejido humano afectado. Entre los principales hallazgos obtenidos queremos 

destacar lo siguiente:  

 

Bajo un primer objetivo de caracterización tisular, demostramos alteraciones al nivel de la matriz 

extracelular (MEC) local (específicas de tejido), que en última instancia podrían ser las responsables de la 



  Resumen 

12 
 

pérdida tisular y de la eventual ruptura. Destaca la presencia de señales diversas de muerte celular en los 

tejidos de pacientes con HI, que probablemente podrían provocar la destrucción progresiva de los fibroblastos 

locales. La observación de índices de TUNEL aumentados, asociados a un aumento de caspasa-3 activada (así 

como de su firma de procesamiento), es compatible con la inducción de apoptosis. Los niveles elevados de LC3-

II asociado a  membranas y un aumento de la relación LC3-II/LC3-I, sugieren la activación de procesos de 

autofagia. Por otra parte, las muestras de HI contienen niveles aumentados de antígeno nuclear de células en 

proliferación (PCNA) sin un aumento paralelo de Ki-67+, lo que hace pensar en la activación de mecanismos de 

reparación del ADN sin compensación eficaz al nivel de la proliferación celular. Los factores de iniciación y los 

mecanismos moleculares que provocan esta muerte celular son especulativos, pero destacan la presencia de 

cambios cuantitativos (degradación continua y formación defectuosa de proteínas sintetizadas de novo), y 

cualitativos (i.e., cambios en la composición de glicosaminoglicanos (GAGs), que podrían estimular una 

señalización pro-inflamatoria prolongada o actividades de degradación alteradas) en la MEC de la HI. Ambos 

pueden favorecer la liberación de productos que desencadenen la activación de la caspasas al nivel local. 

También, la pérdida de contacto del citoesqueleto interno con la MEC puede favorecer la muerte celular. La 

fragmentación observada de los componentes del citoesqueleto informa de un proceso dinámico de disrupción 

celular que puede debilitar la función de los fibroblastos, y provocar atrofia tisular. Destaca la elevada 

proteólisis de la vimentina junto a unos niveles altos de vimentina soluble y fosforilada (índices de su 

desensamblaje) en la HI (la vimentina es el principal filamento intermedio de los fibroblastos, y actúa como 

andamio para organelas y un número ingente de moléculas de señalización, pudiendo modular la respuesta 

específica de señales  pro-apoptóticos). Finalmente, al nivel del músculo esquelético se observan también, y 

entre otras alteraciones, cambios en la composición de las fibras musculares. 

 

Bajo un segundo objetivo hemos caracterizado fibroblastos primarios in vitro, identificando un 

funcionamiento alterado en los derivados de HI (HIFs). Demostramos que los HIFs  adquieren in vivo un 

fenotipo diferencial que se mantiene en cultivo a lo largo de diferentes pases, y que afecta a procesos celulares 

fundamentales. Destaca la reducción del tamaño celular, el aumento de las tasas de proliferación y migración 

celular, la disminución de la fuerza de adhesión, paralelos a una red citoesquelética alterada, una disminución 

de fibras de estrés -SMA+, y la presencia de contactos focales pequeños. Los HIFs muestran una sensibilidad 

incrementada a estímulos proapoptóticos, cambios ultra-estructurales, y otras características compatibles con 

procesos autofágicos y lisosomales comprometidos. Estos cambios pueden ser debidos a una desorganización 

del citoesqueleto celular que induciría la fragilidad celular, y a otros factores del propio microentorno tisular 

(activación extrema de enzimas de degradación -MMPs- o alteraciones de la MEC).  

 

La autofagia es un aspecto nuevo en la HI, y puede contribuir a la muerte celular o bien representar una 

ventaja para la supervivencia celular durante la pérdida de contacto con la MEC. La susceptibilidad aumentada 

a los estímulos apoptóticos (consistente con los hallazgos encontrados al nivel tisular ex vivo, lo que sugiere 

que puede ser un fenómeno relevante in vivo) puede ser indicativa de un daño inicial al ADN superior en la HI 

respecto al control, o bien a alteraciones en su capacidad de reparación o de hacer frente mecanismos lesivos.  
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Una parte de estos experimentos (centrados en la fascia) que forman parte de esta Tesis Doctoral, ha sido 

ya publicada, siendo los primeros en demostrar este tipo de alteraciones en pacientes con HI [PMID: 21641387, 

doi: 10.1016/j.ajpath.2011.02.044, artículo en portada]. 

 

Finalmente, sobre la base de este progreso y para obtener una imagen más completa de estos eventos, 

sabiendo que la patología local puede generar también cambios en las tensiones mecánicas de los tejidos, bajo 

un tercer objetivo y utilizando sustratos de propiedades mecánicas reguladas, hemos podido demostrar que 

cambios en la rigidez del sustrato son suficientes para provocar alteraciones fenotípicas y funcionales en los 

fibroblastos primarios estudiados. La respuesta difiere entre fibroblastos primarios derivados de pacientes con 

HI y fibroblastos derivados de pacientes control. Estos resultados confirman que la modulación de la rigidez del 

sustrato permite una aproximación in vitro al estudio de determinados aspectos de la fisiología de fibroblasto 

en respuesta a cambios de rigidez del tejido conectivo (i.e., presentes en la HI). 

 

En conclusión, nuestros datos aportan evidencias indirectas pero convincentes de que el microentorno de 

la MEC local puede influenciar el desarrollo de la HI, actuando de una manera específica para cada tejido. La 

atrofia y la dismorfología pueden ser un agente activo, al mediar señales de transducción que afecten la 

supervivencia celular, el fenotipo funcional y (probablemente) la expresión génica. También identifican a los 

fibroblastos y la fragilidad celular como agentes activos en la HI. El daño a los fibroblastos puede ocasionar la 

muerte celular patológica en forma de apoptosis (a través de caspasas) o autofagia (a través de enzimas 

lisosomales), que provoca la auto-digestión celular (o catástrofe mitótica?). El cúmulo de fibroblastos proclives 

a la muerte celular dificulta el mantenimiento de la estructura y función normales del tejido y aumenta la 

destrucción tisular en contextos de baja proliferación celular.  A nuestro parecer, estos hallazgos pueden ser 

relevantes ya que ayudan a identificar nuevos actores en el proceso HI, tal y como sucederían in vivo, y aportan 

información para poder definir nuevas dianas que podrían ayudar a diferentes niveles, como: a.- una (nueva) 

mejor identificación y estratificación de pacientes, basada en el estudio detallado de las correlaciones entre las 

averiguaciones biológicas-moleculares con las tipologías clínicas y patológicas observadas; b.- mejorar los 

resultados clínicos actuales incidiendo en el diagnóstico precoz, la prevención y el tratamiento; y también c.- 

contribuir a adaptar el diseño de biomateriales para mejorar el rendimiento clínico, basándose en la 

investigación translacional y la innovación, para que coincidan con los tipos de tejidos y estados de enfermedad 

específicos (el microentorno complejo y dinámico descrito puede alterar las propiedades del material 

implantado afectando su desempeño en vivo siendo crucial, por lo tanto, optimizar los futuros materiales 

considerando las condiciones de implantación).  
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1.1  Hernia incisional  
 

1.1.1 Identificación del problema  

Un 10-20% de incisiones quirúrgicas de la pared abdominal progresan hacia una hernia incisional cuya 

reparación fracasa en un 24-58% de casos. El número de laparotomías es muy elevado, por lo que su 

prevalencia es muy alta, siendo la complicación más frecuente de la cirugía abdominal convencional y por 

laparoscopia (en algunas situaciones, como la cirugía urgente o por determinados tipos de tumor, la incidencia 

puede llegar hasta un 40%). Aunque puede aparecer de manera precoz -las vísceras sobresalen por una herida 

abierta precisando cirugía de urgencias-, más frecuentemente los pacientes son portadores silentes durante un 

largo tiempo hasta que el defecto aumenta de tamaño, causando complicaciones e incapacidad.  

La etiología fundamental de la HI no se conoce. Hasta hoy, los factores de riesgo identificados se dividen en 

tres grandes grupos: 1.- Condiciones asociadas a una cicatrización alterada, presentes antes la intervención y 

no enmendables por la misma (i.e., edad, diabetes, tabaquismo, laparotomías múltiples, infección de la herida, 

etc.); 2.- Condiciones con una elevada presión intrabdominal (enfermedad pulmonar obstructiva crónica, ascitis, 

obesidad, íleo paralítico, etc.); y 3.- Condiciones asociadas a la técnica quirúrgica y el cuidado peroperatorio 

(tipo de incisión y sutura, estructuras anatómicas seccionadas, prevención de infección, etc.). Se ignora la 

importancia relativa de cada uno de ellos, pero parece que el desarrollo precoz está más relacionado con 

causas peroperatorias y el tardío con factores dependientes del paciente.  

El método de elección para su reparación es el cierre sin tensión y el refuerzo de la pared con biomateriales 

protésicos. Aun así, diversos estudios epidemiológicos observan altas tasas de recurrencia (1-5). En un estudio 

poblacional (único en lo que respecta a los resultados de la reparación quirúrgica de una HI) (6), después de 

analizar 10 822 pacientes, la incidencia acumulada de recidiva con y sin prótesis mostraba un aumento lineal a 

lo largo de los años similar para los dos procedimientos. Este estudio sugiere que la prótesis solo puede aspirar 

a retrasar durante años la aparición de una recidiva, ya que esta probablemente no depende únicamente de la 

colocación de un material en la pared abdominal, sino de un complejo trastorno biológico. Sería solo un 

tratamiento paliativo de una compleja enfermedad.  Independientemente, el debate de si se ha de colocar o no 

una malla en la reparación de una HI probablemente esté obsoleto. La superioridad de esta técnica para 

aumentar las propiedades viscoelásticas de la pared abdominal y reducir costes y recidivas, ha sido confirmada 

en varios ensayos clínicos (no) controlados y aleatorizados, y en la actualidad parece que está absolutamente 

reconocida la necesidad de colocar una prótesis cuando se repara una HI (7). En cualquier caso, e sobre la base 

de este potencial trastorno biológico, apenas descrito en la actualidad, que intentamos basar la investigación 

que ahora presentamos.  
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1.1.2 Definición y clasificación 

 Las hernias de la pared abdominal se definen como la protrusión subcutánea intermitente o continua de 

los órganos abdominales a nivel de una zona debilitada de la pared abdominal debida a un defecto (8). Suelen 

dividirse en dos grupos: a.- Primarias, cuando no existe una causa evidente de producción; y b.- Secundarias o 

Incisionales, cuando aparecen posteriormente a una incisión de pared abdominal (normalmente tras una 

laparotomía media, en la que se realiza una incisión longitudinal en la línea media o alba; Figura 1). Este 

proceso que puede tardar meses o años en aparecer después de la intervención quirúrgica, suele darse en 

pacientes sin antecedentes familiares o de alteraciones conocidas en la cicatrización (9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Desencadenamiento de la hernia incisional. Posteriormente 
a la incisión quirúrgica  en la pared abdominal se genera la hernia 
incisional a) protusionándose los órganos internos b). c): tomografía 
computarizada axial del abdomen observándose la evisceración 
(resaltada en azul). d) Aspecto externo de una hernia incisional. 
Adaptado de http://www.indiasurgerytour.com, http://www. 
mografi.com/ anatomyinmotion, Goodman P. and Raval B. (AJR. 
1990; June 154:1207-1211) y  Schumpelick, V; Junge, K; Klinge, U y 
Conze, J  (Dtsch Arztebl 2006; 103(39): A 2553–8, respectivamente. 

d) 
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La Sociedad Europea de la Hernia (European Hernia Society, EHS), en el congreso realizado en Gante (Bélgica, 

octubre 2008) decidió adoptar la definición propuesta previamente por Korenkov et al., según la cual una 

hernia incisional es: “cualquier discontinuidad de la pared abdominal con o sin una protuberancia en la zona de 

la cicatriz postoperatoria perceptible o palpable mediante el examen clínico o técnicas de imagen” (10). Entre 

los factores de riesgo que propician la aparición de la HI destacan la edad (> 45 años), el sexo masculino (11; 12; 

13), una actividad laboral que requiera un esfuerzo físico importante y continuo (14; 15), entre muchos otros. 

El diagnóstico es eminentemente clínico y por exploración, si bien en algunos casos se precisa de técnicas de 

imagen (ecografía o tomografía axial computarizada) confirmatorias.  

 

La pérdida de la dinámica normal de la pared abdominal por una solución de la continuidad de ésta da origen a 

un desequilibrio en la contracción muscular que hace que cualquier HI tenga un aumento progresivo con el 

tiempo (7). En términos físicos, se altera el equilibro contrapuesto entre la presión intrabdominal y la pared del 

abdomen facilitando la protrusión de órganos internos o vísceras (el incremento de la presión intrabdominal 

excede la contrapresión de la pared abdominal; Figura 1). De acuerdo con el principio de Pascal, sabemos que 

cualquier cambio aplicado a un fluido en un recipiente cerrado es trasmitido sin modificaciones a todo el fluido 

y a las paredes que lo contienen (i.e, las presiones intra-abdominales se reparten con igual intensidad en todas 

las direcciones y puntos). Cualquier fuerza que se ejerza en la cavidad abdominal (i.e., saltar, mantener la 

posición vertical o toser) afectará a la pared en reparación, debilitada por la incisión quirúrgica.  

 

La acción de la presión intrabdominal sobre la pared debilitada se aprecia mejor según la Ley de Laplace, según 

la cual la tensión a que es sometida la pared (abdominal) es directamente proporcional al radio de la cavidad 

abdominal e inversamente proporcional al grosor de la pared: [T = P·R/2·W], donde T es la tensión de la pared, 

P es la presión de la cámara o cavidad abdominal, R es el radio de la cavidad  abdominal y W es el grosor de la 

pared abdominal. Por tanto, la tensión a la que es sometida una zona de la pared abdominal se incrementa 

(para la misma presión) con el incremento del radio de la cavidad abdominal (protrusión de las vísceras) y, 

sobre todo, con la disminución del grosor de la pared (pared abdominal debilitada). Así es fácil ver como 

progresa la hernia en términos físicos. Una vez declarada, la HI progresa en magnitud con el área afectada y de 

forma lateral respecto a la incisión quirúrgica (16).  

 

Debido a la disparidad encontrada en los criterios de inclusión y de exclusión de pacientes así como en las 

variables escogidas en los diferentes estudios publicados y presentados en congresos, con el tiempo ha surgido 

la necesidad imperiosa de establecer una clasificación de las hernias de la pared abdominal que sea simple, 

reproducible y aceptada internacionalmente, para así poder así poder asegurar que tanto las poblaciones 

examinadas como los tratamientos aplicados y los resultados obtenidos en los diferentes trabajos presentados 

son realmente comparables entre sí (10) (17). A su vez, dada la gran diversidad y heterogeneidad de las HIs, la 

disponibilidad de una clasificación de este tipo podría ayudar a facilitar la recolección de datos y también de 

resultados obtenidos mediante las diferentes técnicas quirúrgicas empleadas; a generar registros y a obtener 

nuevas evidencias científicas; o a desarrollar guías terapéuticas basadas en dicha clasificación, redundando en 
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la calidad de los resultados presentados en el campo de la HI y en su (futura) aplicabilidad como variables o  

indicadores para la toma de decisiones cada más apropiadas en los contextos clínicos y socioeconómicos.  

 

La clasificación vigente está basada también en el consenso obtenido en 2008 por la EHS (10), según el cual se 

acordó dejar de lado las consideraciones sobre factores de riesgo, tratamiento y resultados, se excluyeron las 

hernias paraestomales, y se optó por una clasificación sencilla, centrada en la localización y el tamaño del 

defecto herniario (longitud y amplitud), la presencia o no de reparaciones de hernias abdominales previas en la 

que no se pretendía buscar un uso directo terapéutico. Esta clasificación separa las hernias abdominales 

primarias o ventrales, de las secundarias o incisionales y recurrentes (para las que establece una división en 

subgrupos) por su diferente etiología. Así pues, las HIs quedan clasificadas en función de su: a.- localización; b.- 

tamaño del defecto herniario; y, c.- presencia de reparaciones de hernias abdominales previas (Tabla 1).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 1 Clasificación para la hernia incisional de la 
pared abdominal de la EHS (entre paréntesis el código 
asignado para cada tipo de hernia incisional)  

Localización de la hernia 

 Línea media 

 subxifoidal  (M1) 3cm por debajo del xifoides 

caudalmente 

epigástrica (M2) Desde 3cm por debajo del xifoides 
hasta 3cm por encima del ombligo 

umbilical (M3) 3cm por debajo y encima del 
ombligo 

infraumbilical (M4) Desde 3cm por debajo del ombligo 
hasta 3cm por encima del pubis 

suprapúbica (M5)  Desde el hueso púbico hasta 3cm 
cranealmente 

Dimensiones del defecto 

      

Longitud Toma de la medida 

Amplitud pequeñas (W1) < 4cm  

 medianas (W2) 4-10 cm ≥ 

 grandes (W3) 10 cm ≥  

Presencia o no de recurrencia en la  hernia 

No se considera el número de recidivas 
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1.1.3 Aspectos demográficos y socioeconómicos 

En la actualidad no hay registros centralizados que permitan conocer la incidencia real en nuestro medio 

de HI, ni de las diferentes técnicas aplicadas, ni de los implantes utilizados para su tratamiento quirúrgico, y en 

consecuencia, tampoco de los resultados a corto, medio o larga plazo. Por este motivo recientemente se ha 

empezado a crear un registro español de eventraciones (EVEREG, http://www.evereg.es/evereg_inicio.php; 

fecha de consulta 20/11/2015). EVEREG cuenta con la supervisión de la Asociación Española de Cirujanos 

(www.aec.es), está coordinado por la Sección de Pared Abdominal y Suturas 

(http://www.aecirujanos.es/secciones/paredabdominal_cursos.php), y cuenta con el patrocinio de la empresa 

privada. Su objetivo principal es disponer de un registro de todas las intervenciones por HI practicadas en 

España. Los objetivos secundarios son: analizar los resultados de la cirugía por HI/eventración; conocer la tasa 

de complicaciones mayores y menores asociadas a esta intervención; determinar la tasa de recidiva; y evaluar a 

corto y largo plazo la efectividad de las diferentes técnicas quirúrgicas empleadas para el tratamiento de la HI 

simple y compleja. La duración del registro se prevé indefinida siendo los pacientes recogidos de manera 

prospectiva y anónima (sólo el responsable de cada centro puede identificar los pacientes que deben firmar un 

consentimiento específico aceptando su participación). 

 

De forma aproximada, en la Figura 2 se puede observar la distribución por edades de las altas hospitalarias 

(datos absolutos) debidas a hernias abdominales (primarias y incisionales, y que incluye el sector privado) en el 

Estado Español (Instituto Nacional de Estadística (INS), Encuesta de Morbilidad Hospitalaria 2008). La incidencia 

es superior en varones, aunque en edades avanzadas el número absoluto de altas es superior en mujeres 

debido a su mayor esperanza de vida, si bien de forma relativa el número de altas es menor. 

 

 

Figura 2. Altas hospitalarias por 100.000 habitantes debidas a hernias abdominales en 2008 (primarias y incisionales). 

 

 

 

http://www.evereg.es/evereg_inicio.php
http://www.aec.es/
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Diferentes autores coinciden que la conducta a seguir con los pacientes portadores de hernias grandes no 

consiste solo en enfrentar un defecto simple de la pared abdominal, sino que deben considerarse como 

enfermos crónicos con un componente sistémico que provoca un problema socioeconómico, tanto para ellos y 

sus familiares, como para las instituciones de salud (18). En este sentido, merece la pena mencionar que el 

conjunto de procesos incluidos como hernia de la pared abdominal representan el volumen principal de 

intervenciones realizadas en los Servicios de Cirugía General y Digestiva, representando hasta un ~46% de 

intervenciones en los hospitales de nivel I; un ~40% en los hospitales de nivel II; y un ~36% en los de nivel III. 

Según la misma encuesta del INS, en 2008 se realizaron 155 altas hospitalarias por hernia inguinal y 103 por 

hernias abdominales primarias e incisionales por 100.000 habitantes. Teniendo en cuenta que en nuestro país 

el costo de una hernioplastia oscila entre los 3500-7500 € (incluyendo gastos directos e indirectos, y según las 

técnicas aplicadas) (19), fácilmente nos podemos dar cuenta del coste socioeconómico implicado.  

 

En general, en todos los países de Europa, los sistemas sanitarios se enfrentan a mayores presiones debido al 

aumento de la demanda y de los costes. La respuesta de las distintas Administraciones fue primero, imponer 

centralizadamente límites al gasto, y después, introducir cambios radicales para conseguir un sistema 

autoregulado que refleje un equilibrio adecuado entre el nivel y la calidad del servicio y los recursos existentes. 

La tendencia es hacia una forma europea de asistencia sanitaria o medicina gestionada (managed care) que 

incluiría: objetivos nacionales de salud; mejora de la salud de la comunidad; gestión de la enfermedad; 

asistencia centrada en el paciente, incorporando objetivos de bienestar social y de salud de la comunidad, 

además de la de las personas individuales.  

 

Aplicado al caso de la reparación de DPA, la asistencia gestionada recomienda la reducción progresiva de la 

estancia hospitalaria (20-22) (según el INS, 2008, se calcula una estancia media por alta hospitalaria de 2.7 días 

para las hernias inguinales y de 3.9 días para el resto de hernias abdominales). En este sentido, la cirugía sin 

ingreso (especialmente útil para la hernioplastia inguinal), porta valor añadido, con resultados excelentes 

desde el punto de vista de la calidad asistencial y de la satisfacción del paciente, siempre que se realice con la 

protocolización debida, convirtiéndose en un procedimiento seguro y beneficioso para el paciente y los 

sistemas sanitarios (23). Finalmente, para una adecuada evaluación económica habría que medir los resultados 

en QALY (quality-adjusted life years), contemplando la calidad de vida (i.e., además de los costes hospitalarios, 

existen los costes de la baja laboral o incapacidad laboral transitoria que también repercuten en el gasto 

sanitario global) y su repercusión en el paciente y su entorno familiar (24). En cualquier caso, a pesar de esta 

reducción de costes, el gasto socio-económico generado por el procedimiento de la hernia de la pared 

abdominal sigue siendo importante y siguen creciendo debido al crecimiento demográfico (25). 
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1.1.4 La hernia incisional como modelo y sujeto de estudio 

1.1.4.1 Breve recordatorio histórico 
 

Un breve recordatorio histórico puede ayudar a entender por qué el enfoque de la HI ha tenido un carácter 

eminentemente práctico técnico-quirúrgico que de orientación fundamental hacía una dinámica celular y 

molecular. 

 

La primera alusión a la patología de la hernia de la pared abdominal se encuentra en el papiro egipcio de Ebers 

(1560 a.C.). En la Grecia clásica, Hipócrates de Cos (460-375 a.C.) las describe en el Corpus Hippocraticum como 

«rupturas de la parte inferior del vientre». Las referencias más antiguas a las hernias incisionales datan de la 

época de Guy de Chauliac (1300-1368) y de su obra Chirurgia Magna, dónde se señala que su incidencia oscila 

entre el 1-16 % de las laparotomías en general. Más tarde, durante el Renacimiento (s. XV-XVIII), se desarrolló 

la anatomía científica y la cirugía permitiendo a los cirujanos ser realmente eficaces y poder empezar a 

diferenciarse de sus predecesores, los cirujanos-barberos. Los grandes descubrimientos en el campo de la 

fisiología y de la física del s. XVII, ofrecieron a los cirujanos y anatomistas de los s. XVIII-XIX una nueva visión del 

mundo: la creencia en la razón, la cual propiciará una aceleración en la adquisición del conocimiento y el 

tratamiento quirúrgico de la hernia abdominal, que prosigue durante el s. XIX con el desarrollo 

interdisciplinario de la cirugía, anotomía e histología. 

 

A finales del s XIX se entró en una segunda gran etapa en el tratamiento de los DPAs, gracias a diversos factores 

entre los que destacan: 1) la introducción y difusión de la anestesia (1844-1847); 2) la aplicación de la asepsia, 

la antisepsia, el autoclave, el uso de guantes quirúrgicos (primero de algodón y después de goma, 1890), y el 

uso de mascarilla y las quirúrgicas (1894); y 3) el paso de la cirugía de exéresis y evacuadora, a una cirugía 

reparadora y que busca la restauración funcional (1865-1899). Es en esta etapa en que se consiguen superar 

tres grandes dificultades no resueltas anteriormente: el dolor, la infección y la hemorragia. Los cirujanos 

empiezan a ser vistos como científicos. Finalmente, durante el s.XX, las dos guerras mundiales aumentaron 

considerablemente la experiencia quirúrgica en el tratamiento de heridas y DPAs, comenzándose a aplicar 

material exógeno a modo de prótesis y con función de sostén.  

 

Si un mayor conocimiento de la patología favoreció su tratamiento, también lo hizo el aumento de recursos 

disponibles (más medios económicos y técnicos, más cirujanos y centros hospitalarios), mejorando 

considerablemente los resultados obtenidos en su tratamiento. Aunque encontramos ya bibliografía sobre las 

prótesis sintéticas a finales de los años 50, no es hasta la década de los 80 cuando se inicia su uso generalizado. 

La aplicación de las prótesis sintéticas hizo cambiar diversos conceptos sobre el éxito de la reparación. De la 

resección del saco herniario, se pasó a devolverlo a la cavidad abdominal, aplicando la prótesis o malla 

protésica como barrera, todo ello libre de tensión. Así también, se comenzaron a aplicar los conceptos de la 

anatomía dinámica que utiliza la fuerza que crea la hernia para empujar y sostener las nuevas prótesis en el 

proceso de reparación. Todo ello ha conllevado a la disminución de hospitalizaciones prolongadas, de 
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incapacidades laborales y del índice de recidivas. Por último, la aplicación de la laparoscopia en la hernia en 

1987 con la primera colecistectomía a través de este método, ha contribuido a disminuir el dolor 

postoperatorio, a ser una alternativa importante a las otras opciones en las reproducciones herniarias. Aún así, 

todas las aproximaciones en la reparación de la hernia se encuentran aún en fase debate y de mejora continua.

  

1.1.4.2 Evidencias actuales 
 
En general, la mayoría de estudios publicados enfocados a la mejora de las laparotomías y la reparación de la 

HI se han centrado en la técnica quirúrgica y en las propiedades (mecánicas) de las prótesis de refuerzo y los 

materiales de sutura. Desafortunadamente, estas aproximaciones exclusivamente quirúrgicas no evitan unos 

índices de aparición y de recurrencias inaceptablemente elevados.  

 

El probable origen multifactorial de la enfermedad dificulta descifrar qué factor es el más influyente y cuál es 

su mecanismo de acción, pero parece evidente que el desarrollo de una HI implica una combinación de 

limitaciones técnicas y tisulares que, coordinadamente, impiden la asimilación de señales biológicas y 

mecánicas diversas culminando en la aparición de nuevas rutas de señalización alteradas que impiden la 

cicatrización (precoz) del tejido (desde una perspectiva “biológica” influyen: la infección, isquemia, 

malnutrición, agentes farmacológicos, etc., y desde la “mecánica”: la pérdida en la resistencia a la tracción, y 

regulación a la baja en las vías de mecanotransducción activadas en la señalización de la reparación tisular (26).   

 

Curiosamente, la mayoría de casos de dehiscencia de suturas o de formación de HI tienen lugar en pacientes 

que habían sido considerados candidatos quirúrgicos seguros, sin indicios de defectos en la cicatrización. 

Evidencias crecientes sugieren que, al menos un subgrupo de pacientes, pueden haber una alteración del tejido 

conectivo subyacente. En esta línea, existen algunos (pocos) trabajos que demuestran alteraciones en la 

composición y el metabolismo del tejido conectivo y también cambios puntuales en la respuesta inflamatoria 

en diferentes tipos de hernia y que dan soporte a esta especulación. Surge entonces la hipótesis de una 

biología de la hernia, la cual postula que el deterioro de la integridad de la pared abdominal es debido a 

alteraciones al nivel de la MEC del tejido conectivo.  

 

Una de las principales funciones de la MEC es aportar integridad estructural pero este microentorno tisular 

especializado es mucho más que una localización anatómica. La MEC es un circuito dinámico que transmite 

señales mecánicas y químicas, y que constantemente se acciona para responder al estatus y a los 

requerimientos del tejido mandando información a las células responsables de su mantenimiento y 

regeneración (las células captan y detectan cambios en la composición, la porosidad, y la rigidez de la MEC al 

interactuar con ella a través de las adhesiones focales). Protege al componente celular evitando su depleción y 

comunica señales para la activación, proliferación y diferenciación celulares en respuesta al tejido dañado. 

También juega un papel en la localización de moléculas tales como factores de crecimiento y glicoproteínas que 

inciden en las respuestas celulares.  
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Poder comprender como diversos factores modulan la capacidad de regeneración del tejido es crítico para 

poder avanzar mediante una investigación translacional hacia nuevas estrategias de éxito en medicina 

regenerativa (27). Ello es particularmente evidente en contextos como la HI caracterizados por un elevado 

recambio (turnover) y una regeneración pobre.  

En la HI, la búsqueda de alteraciones se ha centrado fundamentalmente en la aponeurosis o fascia de los 

músculos del abdomen, pensando que por su estructura y función sería la responsable del fracaso último de la 

pared abdominal. En cambio el papel del músculo esquelético en el desarrollo de la enfermedad y/o en sus 

recurrencias, ha sido ignorado o, cuando menos, infravalorado. Sin embargo, eventraciones traumáticas por 

lesión de los nervios ponen de manifiesto su papel estructural y de funcionalidad del abdomen (i.e., participa 

en la contención de las vísceras de la cavidad abdominal; en los movimientos respiratorios, en el 

mantenimiento de la postura y estática de la columna, torsión del tronco, etc.), y se sabe que patologías 

sistémicas pueden afectar la estructura y función musculares. Es probable también que una inflamación crónica, 

resulte en atrofia y pérdida muscular y una regeneración muscular alterada (i.e., a causa de un circuito 

amplificador de la expresión de TNFα (28).  

El músculo esquelético tiene también una alta capacidad de adaptabilidad y de regeneración, esto lo señala 

también como una posible diana terapéutica. Hoy se sabe que es un órgano con características endocrinas y 

paracrinas, con capacidad para regular su entorno más próximo y de forma distal otros órganos. La posible 

desregulación de esta capacidad moduladora en la HI posiblemente podría afectar de forma directa al tejido 

conectivo intramuscular (TCI) que se encarga de la transmisión de la tensión realizada por el propio músculo. 

Asimismo, la MEC del tejido conectivo intramuscular participa de los procesos de regeneración de las fibras 

musculares, estableciéndose una conexión directa entre la integridad del TCI,  del músculo y la fuerza eficiente 

que ejerce.  Además está desregulación conjunta musculo-TCI podría afectar a la fascia adyacente. De esta 

forma, el conocimiento de los mecanismos que operan en el músculo-TCI resultaría de significativos en relación 

a la pérdida de propiedades mecánicas de la pared abdominal.  

En nuestra opinión, una mejor compresión del papel del microentorno tisular de la pared abdominal (al nivel de 

la fascia y del músculo esquelético) a diferentes niveles de organización (histológico, celular y molecular), 

debería aportar nuevas direcciones y dianas para un futuro tratamiento de la HI enfocadas a mejorar su 

prevención, así como a estimular la regeneración muscular y del tejido conectivo en su conjunto. Esta idea 

recoge el foco de nuestra investigación en la que de manera específica introducimos el papel del fibroblasto 

local, intentando entender cómo podría activar y/o responder al entorno patológico de la HI. Los fibroblastos 

residentes son considerados los agentes principales para el mantenimiento estructural y funcional de la MEC 

del tejido conectivo, de forma que alteraciones diversas en su fenotipo y funcionalidad podrían conducir al 

desarrollo de la patología. El estudio de las características del fibroblasto y la (MEC) en la que se encuentran 

inmersos, permitiría establecer que mecanismos de regulación bidireccionales célula-microentorno actúan 

deletéreamente sobre el tejido. El conocimiento de estos mecanismos se podría aplicar al diseño de nuevas 

biomateriales que permitiesen auxiliar al fibroblasto a mantener-recuperar un fenotipo idóneo para la correcta 

reparación de la pared abdominal.  
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Los posibles beneficios en la investigación de la HI sobre su prevención y tratamiento no solo abarcarían a ésta, 

sino que su conocimiento podría ser aplicado a otras patologías. El término fascia engloba actualmente a los 

tejidos blandos conectivos que permean el cuerpo humano, que pueden ser tanto los laminares en el músculo, 

como los que recubren las articulaciones y órganos. Esto hace que los mecanismos descritos en la fascia de la 

pared abdominal en la HI, potencialmente se puedan expandirse a multitud de capas y tejidos conectivos de 

órganos. Remarcablemente, el modelo de la fascia de la HI ofrece una simplicidad de elementos, básicamente 

el fibroblasto y la MEC circundante, que permite el estudio relativamente sencillo de la interacción y regulación 

bidireccional célula-MEC. Más allá de la fascia, en otras situaciones patológicas donde el fibroblasto se ve 

transformado (i.e inflamaciones crónicas, procesos tumorales),  el modelo de la HI ayudaría a comprender los 

mecanismos que actúan (Figura 3). Conjuntamente con la fascia, los estudios del músculo-TCI serían de ayuda 

en otros tipos de desordenes musculares. El resultado final de la aplicación del modelo de la hernia incisional 

en diversas patologías, hace que los beneficios en la salud del paciente en general se multipliquen y que la 

inversión destinada a la investigación se más eficiente en términos beneficio/coste.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 Diagrama del International Fascia Research Congress (FRC) del 2015 en el que se resalta la importancia del tejido 
conectivo en la biología del cáncer, y el rol de la acupuntura y  la promoción de las salud en la prevención del cáncer, en un 
modelo integrado. 
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1.2 La pared abdominal y la reparación de la hernia abdominal 

 
1.2.1 Pared abdominal: Estructura y función 

 La pared anterior abdominal está constituida por seis capas de tejido superpuestas, de las cuales la piel es 

la capa más externa, seguida de la fascia subcutánea, una serie de músculos planos, la fascia transversal, el 

tejido pre-peritoneal, y el peritoneo como capa más interna (Figura 4).  

 

 

 

 

 
1. Umbiculus 9. Tela subserosa  

2. Piel (epidermis y endodermis) 10. Peritoneo 

3. Hipodermis/panículo adiposo 11. Músculo recto  

4. Aponeurosis del  músculo recto   12. Aponeurosis del músculo del recto  

5. Músculo oblicuo externo  13. vv. parumbilicales  

6. Músculo oblicuo interno 14. Fascia del músculo oblicuo interno 

8. Fascia transversal  16. Fascia  del músculo oblicuo externo 

 
 
 
 
 
 
Figura 4. Estructura de la pared abdominal (sección transversal). Adaptado de Robinson JK y Anderson ER (Skin structure and 
surgical anatomy: Surgery of the Skin. 2005; p. 4.) y http://accesssurgery.com. 
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 Piel: Compuesta por dos capas, la epidermis y la dermis. La epidermis, la capa más superficial de la piel, está 

formada por células endoteliales no vascularizadas. Justo debajo de ésta se sitúa la dermis, la cual funciona 

como un tejido conectivo que contiene capilares, vasos linfáticos, folículos pilosos, glándulas sebáceas, 

glándulas sudoríparas y sus conductos, y fibras musculares lisas. A continuación encontramos la hipodermis, 

que consiste básicamente en una capa de tejido adiposo.  

 

 Fascia subcutánea superficial: Formada por tejido conjuntivo con una proporción variable de células adiposas 

con depósitos de lípidos que se distribuyen de forma variable en grosor en la pared abdominal (29-31). 

 

 Músculos abdominales, fascias y aponeurosis: La musculatura abdominal se organiza y estructura a lo largo de 

la pared abdominal en grupos de músculos: el transversal abdominal, el oblicuo interno, el oblicuo externo, el 

recto abdominal y el piramidal (de menor importancia y sólo presente en el 80% de la población). Estos grupos 

de músculos están empaquetados de forma diversa por un tejido conectivo llamado fascia, y se relacionan 

entre ellos o al esqueleto mediante una variedad de la fascia llamada aponeurosis. Los dos tejidos representan 

el componente contráctil y constituyen el elemento predominante en la estructura de la pared abdominal. Se 

encuentran en estrecha asociación, lo cual es esencial para el mantenimiento de la integridad y la función 

adecuada del músculo. Estos 4 grupos músculos, con las fascias relacionadas, proporcionan la resistencia 

mecánica, flexibilidad para el movimiento del torso y, al mismo tiempo, el esfuerzo necesario para soportar la 

presión ejercida por los órganos internos  

 

 Peritoneo: Capa serosa que delimita la pared abdominal y los órganos internos. Facilita el movimiento de 

los órganos dentro de la cavidad abdominal 

Estos tejidos se disponen y relacionan entre sí dando lugar a una configuración histoarquitectónica característica 

determinada por la función de la pared abdominal: la rotación del tronco y flexión de la columna vertebral, el 

soporte a la presión intra-abdominal o la expiración forzada.  

 
1.2.1.1  Fascia y aponeurosis de la pared anterior abdominal  
 

 El conjunto de músculos que forman parte de la pared anterior abdominal se hallan envueltos por láminas 

de tejido conectivo o fascias a diferentes niveles, incluyendo el tejido conectivo intramuscular (32), que 

recubren a cada una de las fibras y de los músculos confiriéndoles unidad estructural y funcional. Por otra parte, 

como una prolongación de las fascias, la inserción de los músculos de la pared abdominal con el esqueleto, y de 

los músculos entre sí, se realiza mediante una variante de la fascia llamada aponeurosis que posee una 

estructura y función similar a los tendones de inserción.  
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1.2.1.1.1  Definición y nuevos conceptos asociados a la fascia 

  
 Tradicionalmente “fascia” ha designado, de forma poco precisa y ambigua, al tejido conectivo poco 

especializado presente en todo el organismo formando una matriz continua tridimensional y que proporciona 

soporte estructural envolviendo a todos los órganos y tejidos corporales más especializados. Inicialmente esta 

definición englobaba a todos los tejidos conectivos fibrosos, incluyendo aponeurosis, ligamentos, tendones y 

todas las estructuras del tejido conectivo intramuscular (33) Se trata de un tejido al que se le ha atribuido poco 

más que una función secundaria de soporte, subestimando de este modo su importancia en áreas como la 

biomecánica o la fisiología. Sin embargo, esta visión ha empezado a cambiar en los últimos años y, a pesar de 

que sigue siendo una entidad todavía poco precisa, los últimos avances en imagen médica, así como otros 

sistemas de análisis, aportan nuevos enfoques:  

 

1) En su definición más reciente, la fascia es descrita como un tejido blando perteneciente al sistema 

conectivo que se extiende por todo el organismo, un conjunto de tejidos fibrosos colagenosos que 

formarían parte de un sistema de transmisión corporal de tensiones (34). Se trata, por tanto, de una red de 

láminas de tejido conectivo interconectadas por todo el organismo que actuarían como elemento elástico 

frente a las fuerzas externas en un modelo corporal de “tensegridad” (combinación de las fuerzas que 

existen en una estructura formada por una red finita de elementos de compresión o elementos rígidos 

interconectados a través de elementos tensiles o elásticos que le dan a la estructura su integridad total).   

Conforme a esta definición, la fascia adapta la estructura y densidad de sus fibras a las demandas de 

tensión locales (Figura 5). De la misma manera, cualquier defecto o disrupción en este sistema, causa que 

la fascia modifique su estructura y composición. En esta línea, estudios recientes sugieren que 

determinadas patologías musculares se hallan asociadas a cambios en la estructura de la fascia que 

envuelve al músculo (35). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Diferentes tejidos considerados como fasciales en los congresos internacionales de investigación de la fascia. Los 
tejidos se diferencian en la alineación de las fibras de colágeno y la densidad  Schleip, R., Chaitow, L., Findley, T.W., Huijing, 
P., 2012. Fascia-The Tensional Network of the Human Body. The Science and Clinical Applications in Manual and Movement 

Therapy. Elsevier). 
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2) Se trata realmente de un tejido conectivo continuo, que une e integra diferentes regiones en todo el 

organismo (34). Proporciona un marco estructural para el crecimiento en la medida en que se desarrolla 

alrededor de estructuras del organismo, adaptándose continuamente y transmitiendo señales mecánicas y 

químicas al tejido que se está diferenciando.  Actúa, por tanto, como un sistema de mecano-señalización 

corporal (35), sobre todo si se tiene en cuenta que las células que residen en un tejido vivo responden a las 

fuerzas mecánicas de su entorno alterando su organización y composición bioquímica (36).  

 

3) Conforme a lo mencionado en el punto anterior, la fascia es transmisora dinámica de tensión mecánica. 

Puede contraerse de forma parecida a como lo hace el músculo liso probablemente debido al 

comportamiento contráctil del citoesqueleto de las células que la integran (37). El citoesqueleto celular es 

capaz de generar y modificar fuerzas de tensión, y muestra una estructura y dinámica intracelulares que, al 

igual que sucede con la fascia a nivel del organismo, se adaptaría a un modelo de “tensegridad” (38; 36)  

 

4) Contiene abundantes fibras y terminaciones nerviosas (34; 39), lo cual sugiere que es un componente 

importante para el sistema propioceptivo del organismo (percepción de aquellos estímulos o sensaciones 

que provienen de los órganos internos del cuerpo humano y que nos da información acerca de los mismos). 

También se ha detectado presencia de  nociceptores (receptores de dolor) (40). Asociados con daño tisular 

o celular, estos detectan cambios a nivel mecánico y químico, así como mediadores inflamatorios como la 

bradiquinina, serotonina y la prostaglandina E2. Transducen estímulos mecánicos nocivos y su respuesta es 

dependiente de su conexión física a la matriz extracelular. 

 

En definitiva, aunque la función y estructura de la fascia todavía están por dilucidar completamente, durante 

los últimos años empieza a desvelarse que no sólo desempeña una función estructural de soporte de órganos y 

tejidos más especializados a los que envuelve o “infiltra” de forma pasiva, sino que tiene una importante 

función dinámica de mecanoseñalización, captando, transduciendo y expresando señales mecánico-

moleculares a nivel de tejidos, órganos y del organismo entero.    

 

1.2.1.1.2. Estructuras músculo-aponeuróticas  
 
Entre las estructuras músculo-aponeuróticas que hallamos en el abdomen anterior, destacan: 

1. Fascia transversalis o fascia abdominal profunda: Se trata de una lámina aponeurótica relativamente firme 

que reviste la mayor parte de la pared abdominal. Separa toda la musculatura anterolateral de la cavidad 

abdominal. Se encuentra entre el peritoneo y la musculatura. Cubre la superficie profunda del músculo 

transverso del abdomen y su aponeurosis; y los lados derecho e izquierdo se continúan en la profundidad 

con la línea alba.  

 

2. Vaina de los rectos: Los tres músculos planos del abdomen terminan anteriormente en una aponeurosis 

robusta y fibrosa similar a una lámina. Las fibras de cada aponeurosis se entrelazan en la línea alba con sus 
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análogas del lado opuesto para formar la vaina de los rectos, que encierra en su mayor parte al músculo 

recto mayor del abdomen y al piramidal, y fija en su capa interior una serie de inserciones tendinosas que 

dividen las fibras del recto de forma transversal. En su interior también se hallan arterias y venas 

epigástricas, vasos linfáticos y terminaciones nerviosas. La vaina de los rectos tiene una capa anterior que 

consiste en sus tres cuartos superiores en la aponeurosis entrelazada del oblicuo externo y la lámina 

anterior de la aponeurosis del oblicuo interno. Una capa posterior que consiste en la lámina posterior 

fusionada de la aponeurosis del oblicuo interno y la del transverso del abdomen.  

 

3. Línea alba: Aponeurosis de estructura tendinosa, que recorre de manera descendente la línea media del 

abdomen separando bilateralmente las vainas de los rectos. Está formada por la fusión de las aponeurosis 

del recto del abdomen derecho e izquierdo con las aponeurosis más finas procedentes de los extremos de 

los músculos oblicuos y el transverso del abdomen. 

 

4. Línea arcuata: Línea semilunar que demarca el límite inferior de la pared posterior aponeurótica de la 

vaina del recto. Por debajo de esta línea sólo la fascia transversal cubre el recto inferior del músculo.  

 

En general, la función más importante de fascias y aponeurosis es actuar como elemento clave en la 

coordinación de la actividad muscular. Separan grupos musculares funcionales evitando que se rocen y 

favoreciendo su movilidad. También actúa uniendo esos grupos funcionales con otros elementos 

anatómicamente más separados entre sí, como huesos u otros músculos y aponeurosis. Aparte de esta función 

mecánica de revestimiento, protección y compartimentación, participa en la transmisión de las tensiones en el 

músculo y se le reconoce un papel en situaciones patológicas, como la reparación tisular, la cicatrización, o la 

inflamación. En situaciones inflamatorias agudas pierde su capacidad elasticidad, tensándose. Del mismo modo, 

comportamientos posturales que mantienen la fascia en tensión, pueden causar dolor y la reducción de la 

circulación del tejido en áreas alejadas de la contracción. La fascia además tiene características piezoeléctricas, 

es decir transforma energía mecánica en eléctrica. La plasticidad de la fascia hace que se modifique su 

consistencia en situaciones de estrés, y que debido a su maleabilidad vuelva a recuperar su elasticidad.   
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1.2.1.1.3 Tejido conectivo intramuscular 
 
Se organiza en tres estructuras básicas:   

1. Epimisio: Es la capa de tejido conectivo más externa que engloba al músculo en su totalidad, 

confundiéndose con la fascia que envuelve a los diversos grupos musculares.  

 
2. Perimisio: Se encuentra delimitando los fascículos o grupos de fibras musculares dentro del músculo.  

 
3. Endomisio: Delimita a su vez cada fibra muscular. De este modo las fibras musculares quedan inmersas en 

la matriz de tejido conectivo, estando íntimamente asociadas a la ME, dando a lugar a una estructura 

organizada tridimensional de canales. A su vez, las células musculares también tienen su propia membrana 

basal que se funde con el endomisio (41) (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Estructura del músculo y el TCI. (a) Organización del tejido muscular y el TCI. (b) Micrografía de microscopia 
electrónica de scanning de las fibras de colágeno endomisial alrededor de las fibras musculares, después de digerir las fibras 
con NaOH. En la imagen superior (flechas blancas) se observa la estructura tubular del endomisio en torno a las fibras 
musculares, y el perimisio (triángulo) como una zona engrosada de tejido conectivo. En la imagen magnificada inferior se 
puede observar de forma detallada la estructura fina del endomisio. Adaptadas de Allison R. Gillies BS y Richard L. Lieber 
(Muscle and Nerve 2011; 44: 318–331) (a) y Lewis MP, Machell JRA, Hunt NP, Sinanan ACM y Tippett HL (Eur J Oral Sci. 2011; 
109: 209-22) (b) (42) (43). 

Lámina basal Membrana basal 

b) a) 

TCI  (endomisio) 

Lámina lucida 

Lámina reticular 

Fibra muscular o miofibra 

Fibroblasto 

Célula satélite 
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1.2.1.1.4 Estructura y características del tejido 
 
 Aunque no existe una distinción clara, las aponeurosis están formadas por láminas de tejido conectivo 

denso compuestas básicamente por fibras de colágeno, altamente compactadas y ordenadas en una dirección 

(como los tendones y ligamentos) que rodean al músculo. Esto les permite resistir fuerzas extremas en un 

número determinado de planos, lo que las hace vulnerables a tensiones o fuerzas de cizalla en otras 

direcciones. Por el contrario, en las finas láminas de fascia que rodean las fibras musculares (formando el TCI), 

la ordenación de las fibras de colágeno es irregular, gracias a lo cual puede desarrollar un papel de tejido 

compactador con la capacidad de resistir fuerzas de tensión en múltiples direcciones (29) y permitir que las 

fibras se muevan independientemente.  

 

Las unidades de colágeno de fascias y aponeurosis se organizan en fibrillas, fibras y haces, rodeadas de una 

matriz extracelular (MEC) compuesta por otras proteínas. Esta estructura permite soportar fuerzas de tensión 

elevadas, compartimentar algún posible daño y ejercer una fuerza estructural superior a la de todos sus 

componentes por separado. Aunque la composición exacta es difícil de concretar por la variabilidad que 

presenta el tejido en función de la zona, las fascias y aponeurosis están en general compuestas por H2O (60-

70 %),  la mayoría asociada a los proteoglicanos (PGs) de la MEC. Del peso seco (ps) restante, el 70-85 % suele 

ser colágeno, siendo el predominante el tipo I (60 %), el segundo en abundancia el de tipo III (5-10 %), y por 

último el de tipo IV (2 %). El resto son proteínas/glicoproteínas (fibronectina, laminina) (4,5 % ps) y substancias 

inorgánicas (0,2 % < ps). Respecto a la composición de la MEC del TCI, también en este caso el colágeno es la 

proteína estructural mayoritaria (1-10% del  peso seco de la masa muscular), aunque podemos encontrar otros 

tipos diversos durante el desarrollo muscular (I, III, IV, VI, XI, XII, XIV, XV y XVIII), siendo los predominantes para 

el endo-, peri- y epimisio los de tipo I y tipo III.  Diversos estudios indican que el colágeno de tipo I es 

predominante en el perimisio, mientras que el de tipo III lo es en el epimisio y endomisio. Si observamos la 

membrana basal, se encuentra básicamente constituida por una red de colágeno tipo IV, aunque podemos 

encontrar del tipo VI, XV y XVIII (43; 44; 45). En la MEC de la TCI encontramos PGs heparan sulfatos (perlecan, 

agrina, XV, XVIII), condroitín sulfatos (versicanos), y condroitin/dermatan sulfatos (biglicano, decorina, 

fibromodulina y lumicano) llegando a ser conjuntamente el colágeno XVIII, el perlecan y la agrina 

aproximadamente el 30% de los PGs. Los PGs participan en el mantenimiento de la estructura del TCI y la 

transmisión de la fuerza de forma lateral. Así, los colágenos XV y XVIII permiten la unión de membranas basales 

adyacentes a través del endomisio. Del mismo modo algunas glicoproteínas funcionan como conexión entre el 

colágeno IV de la membrana basal y el sarcolema. Este es el caso de la unión de las integrinas y α/β-

distroglicano del sarcolema de las células musculares a la laminina, y esta a su vez se une al colágeno IV de 

forma directa o indirecta a través de la fibronectina. También encontramos PGs heparan sulfatos de membrana 

como los sindecanos y el glipican que son expresados tanto por fibroblastos, como células musculares y otros 

tipos celulares residentes (43; 46). 
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El contenido de las fascias en fibras de elastina es variable y estaría relacionado con las propiedades elásticas 

del tejido: en aponeurosis es del 2%ps, haciendo que sea poco elástica, mientras que en el TCI puede ser del 15% 

(47). 

 

El fibroblasto es el modelo celular preponderante en aponeurosis, disponiéndose en filas longitudinales a 

través del eje longitudinal de la aponeurosis, acompañado por células endoteliales, células nerviosas y células 

del sistema inmune en menor proporción. Son de origen mesenquimal, no totalmente diferenciadas, aunque la 

presencia de fibras de estrés de actina en respuesta a estímulos mecánicos, ha llevado a considerarlas 

miofibroblastos en muchos casos (34). En cambio, la fascia más fina se caracteriza por tener mayor diversidad 

celular. La MEC del TCI requiere un mantenimiento en el que participan diversos tipos celulares, realizándolo 

de forma más importante el fibroblasto, capaz de responder biológicamente a estímulos mecánicos del tejido 

(35). Otras células responsables de forma minoritaria de la producción de la MEC en la fascia muscular son los 

axones de las neuronas (agrina, proteoglicanos heparan sulfatos), las células de Schwann (laminina), células 

endoteliales (colágeno) y células inflamatorias (colágeno). Si bien se ha observado cierta actividad 

remodeladora de células miogénicas y satélites, la acción del fibroblasto es indispensable para el 

mantenimiento y reparación de la MEC. Al igual que el tejido conjuntivo de la aponeurosis, el TCI regula la 

actividad celular mediante mecanismos de mecanotransducción, citoquinas, enzimas y moléculas de adhesión 

(43; 46). 

 

1.2.1.2 Musculatura de la pared abdominal 

 Las funciones de soporte/contención y postural que desarrolla la pared abdominal son ejercidas en su 

mayoría por cuatro grupos de pares de músculos y por las aponeurosis que los recubren. Los músculos oblicuos 

abdominales se encargan de rotar el tronco y realizar la flexión lateral de la columna vertebral, el transversal 

soporta en mayor medida la presión de intra-abdominal, como también la expiración forzada, y por último el 

recto abdominal se encarga principalmente de la flexión ventral de la columna vertebral.  

 

1.2.1.2.1 Estructura y función (Figura 7) 

  

 Músculos oblicuos: El músculo oblicuo interno se inicia de principalmente en la porción anterior de la  

cresta ilíaca y en la mitad lateral del ligamento inguinal, dirigiéndose en ángulo recto a aquellos del 

músculo oblicuo externo. Las fibras toman la forma de la cresta ilíaca en la que se despliegan en abanico 

para insertarse inferiormente en las costillas 10ª y 12ª. Estas fibras bordean el cordón espermático (o 

ligamento redondo), donde la mayor parte de las fibras inferiores se unen con fibras similares del músculo 

transverso abdominal para formar la unión tendinosa conjunta. Dentro de esta estructura, el ombligo 

marca un límite importante en la división de la aponeurosis del oblicuo interno. Por encima de este punto 

anatómico, la aponeurosi del músculo oblicuo interno se divide para envolver el músculo recto y se 

reincorpora posteriormente en la línea media, siendo su contribución a ésta algo más directa en la zona 
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inferior al ombligo. En esta localización, la aponeurosi permanece intacta y corre por delante del recto 

anterior contribuyendo finalmente a la línea media. 

 

 Músculo transverso: Contribuye a la vaina del recto. Este es el más interno de los músculos laterales. Éste 

se origina entre el 7º y el 12º cartílagos costales, la cresta ilíaca, y el tercio lateral del ligamento inguinal. 

Los haces de este grupo transcurren básicamente de forma horizontal, excepto las fibras mediales más 

inferiores que cursan de forma inferomedial en su inserción en la cresta del pubis. Al igual que en el 

oblicuo interno, el ombligo es un punto de referencia en la división de las fibras del músculo transverso del 

abdomen. Esto hace que por encima del ombligo la aponeurosis del músculo transverso se una a la del 

oblicuo interno para formar una porción de la hoja posterior de la vaina, y que por debajo solo contribuya 

a la vaina anterior del recto. El lugar anatómico en el que estas fibras participantes terminan en la parte 

posterior del músculo recto  es la línea arcuata. 

 

 Músculo recto abdominal: El principal músculo vertical de la pared anterior abdominal. Este consiste en un 

par de músculos separados por la línea media. Su origen se encuentra en la 5ª costilla, en los cartílagos 

costales, para insertarse  finalmente en la sínfisis del pubis y la cresta. En su parte superior, el recto es 

amplio, extenso y delgado, sin embargo es estrecho y grueso en la parte inferior, con la vaina de tejido 

conectivo dando lugar a línea semilunar de forma lateral. Cada segmentación del músculo se produce por 

intersecciones tendinosas que representan la inserción del músculo recto con la capa anterior de la vaina 

del recto. La irrigación sanguínea viene dada principalmente por las arterias superior e inferior epigástrica, 

y la inervación se da por los nervios intercostales 7º hasta el 12º. El resultado final es que el músculo recto 

se encuentra envuelto en una vaina derivada de la combinación de las aponeurosis de los músculos del 

oblicuo externo, oblicuo interno y transverso del abdomen. 
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Figura 7. Musculatura de la pared abdominal anterior. Adaptado de Ahluwalia H S., Burger J P., Quinn T H.  (Anatomy of the 
anterior abdominal wall. Operative Techniques in General Surgery. 2004; Vol 6, 3: 147-155). 



  Introducción 

37 
 

1.2.1.2.2 Estructura sarcomérica y proteínas contráctiles 
 
 Las fibras musculares (miofibras) de los músculos de la pared abdominal son de tipo esquelético (estriado). 

La miofibras, células multinucleadas provenientes de la fusión diversos mioblastos, están conformadas por 

largas estructuras englobadas por la membrana celular o sarcolema. El sarcoplasma es un citoplasma 

especializado del músculo estriado, que contiene el aparato de Golgi, abundantes miofibrillas, el retículo 

sarcoplasmático (RS) (plasmático modificado), mioglobina y mitocondrias. Los túbulo transversos T se invaginan 

en el sarcolema, lo que permite que los potenciales generados en la unión neuro-muscular se propaguen, 

penetren y activen el RS, induciendo la liberación del Ca2+ en éste y habilitando la contracción muscular. Las 

miofibras están formadas por unidades contráctiles o miofibrillas,  constituidas por la ordenación longitudinal 

de los miofilamentos. Los miofilamentos están constituidos por filamentos gruesos de miosina, y filamentos 

delgados de actina. El deslizamiento entre los filamentos de miosina y actina producen el fenómeno de 

contracción. Dentro de las miofibrillas se observan estriaciones o líneas/bandas observables al microscopio (A, I, 

M, H y Z), dando la denominación de estriado para el músculo esquelético.  Estas bandas definen los 

sarcómeros, que son las unidades contráctiles dentro de la miofibrilla. Dos bandas Z contiguas delimitan a un 

sarcómero, siendo la línea donde se insertan los filamentos de actina, y los de miosina de forma indirecta por la 

titina. La zona de interacción entre la miosina y actina se denomina banda A. La contracción del sarcómero 

hace que las dos líneas contiguas se acerquen y por extensión todo el músculo. La contracción se transmite por 

el sarcolema hacia otras miofibras y la MEC mediante las uniones proteicas costámeras situadas en los discos-Z.  

Los componentes principales del sarcómero son la miosina, actina y titina, pero la se encuentran acompañadas 

por multitud de proteínas que estabilizan las estructuras, ayudan a la generación de la fuerza y a su trasmisión 

(48) (49)(Figura 8). 

 

La contracción de los sarcómeros se produce por repetidos contactos cíclicos entre los filamentos de actina y 

miosina. Los filamentos de actina están constituidos por monómeros de G-actina que forman una doble cadena  

α-hélice (F-actina). Al mismo otra doble cadena α-hélice de tropomiosina, gira acompañando a los filamentos 

de actina, por el surco dejado ente los dos filamentos de actina. A lo largo de los filamentos de actina, también 

se dispone un heterotrímero de troponina -T, - C  y  I (inhibidora), que interactúa con la tropomiosina y la actina 

para evitar el contacto con la miosina. Una vez se ha producido la entrada se Ca2+ se produce un cambio 

conformacional que permite el contacto entre al miosina y la actina produciéndose el ciclo de contracción.  
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Figura 8. Esquema de la miofibra y del aparato contráctil. Davies KE, Nowak KJ (Nat Rev Mol Cell Biol. 2006 Oct; 7(10):762-
73), y Sparrow JC, Schöck F. Nat (Rev Mol Cell Biol. 2009 Apr;10 (4):293-8) y de la estructura de los filamentos de actina y 
miosina (Boron W and Boulpaep E. Medical Physiology. 2012. Elsevier. 

 

 

 

 



  Introducción 

39 
 

1.2.1.2.3 La cadena pesada de miosina 
 
 El filamento de miosina está formado por hexámeros de moléculas de miosina. Cada molécula de miosina 

se estructura por dos cadenas pesadas (heavy chain; MyHC) enrolladas entre sí en forma de α-hélice levógira, 

que terminan dos cabezas finales, donde se sitúan dos cadenas ligeras reguladoras (light chain; MyLC). En cada 

ciclo de puentes de unión entre  la miosina y la actina, la unión de una molécula de ATP separa la cabeza de la 

MyHC de la actina. La hidrólisis del ATP por la función hidrolasa de la MyHC permite la unión de nuevo al 

filamento, al mismo tiempo que la liberación del Pi y el golpe de fuerza (contracción) que acorta el sarcómero y 

finalmente a todo el músculo. El ciclo de interacción entre al actina y la miosina termina cuando el sitio de 

unión del nucleótido de la MyHC  es ocupado por el ADP, que deja al complejo acto-miosina unido (50) (Figura 

9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Contracción entre los filamentos de actina y miosina. Activación de la contracción mediante el Ca
2+ 

(Boron W and 
Boulpaep E. Medical Physiology. 2012. Elsevier) y ciclo de contracción dentro del sarcómero (Pearson education. 2011)  
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Existen diversas isoformas de la MyHC, codificadas por una familia de genes muy conservada localizada en el 

cromosoma 17 en humanos (367). El ritmo o proporción de hidrólisis del ATP varía en función de la isoforma de 

MyHC, lo cual está asociado a las diferencias que hay en la cinética de los ciclos de activación/desactivación de 

los puentes cruzados entre actina y miosina (51). 

 
 
1.2.1.2.4 Tipificación de las fibras musculares 
 

La composición en isoformas de la MyHC de las fibras musculares es esencial para la tipificación de las 

fibras musculares. Esta se corresponde con la clasificación histoquímica de rutina basada en la actividad de la 

ATPasa miofibrilar y en la determinación de la actividad metabólica de las fibras. 

 

 ATPasa miofibrilar: Permite clasificar a las fibras musculares esqueléticas como fibras de tipo I, IIA y IIB/IIX 

mediante el análisis histoquímico de la actividad ATPasa miofibrilar frente a pre-incubaciones a pH 

alcalinos y ácidos (52; 53). 

 

 Actividad metabólica: La caracterización más tradicional de las fibras musculares consistía en la detección 

histoquímica de enzimas metabólicos con actividades oxidativas o glucolíticas, lo cual clasificaba a las fibras 

en lentas y rápidas. Actualmente, se realiza la detección cuantitativa histoquímica de la actividad succinato 

deshidrogenasa o NADH (52; 53). 

 

 Expresión de las isoformas de la cadena pesada de la miosina: Las fibras musculares esqueléticas en el ser 

humano adulto se clasifican en tres tipos: tipo I, tipo IIA y tipo IIX. Las fibras (unidades motoras) de tipo I 

son las denominadas de contracción lenta, oxidativas (metabolismo aeróbico mitocondrial), características 

de la función anti-gravitatoria y postural, y resistentes a la fatiga. Las de tipo IIA son de contracción rápida, 

oxidativas-glucolíticas, menos resistentes a la fatiga y encargadas de la locomoción sostenida. Por último,  

las de tipo IIX son las que tienen una velocidad más rápida de contracción, metabolismo glucolítico y más 

facilidad de fatiga, características de movimientos explosivos. Respecto al poder de contracción que 

ejercen (energía mecánica generada/ unidad de tiempo), el orden es: tipo I < IIA< IIX. A pesar que existen 

las isoformas de las MyHC para cada tipo de fibra, la adaptabilidad de estas permite que encontremos 

fibras híbridas que expresan diferentes tipos de MyHC al mismo tiempo (51) (54). 

 

1.2.1.2.5 Tipos de fibra en el músculo de la pared abdominal 
 
 Se conoce muy poco sobre la composición específica de fibras musculares en los diferentes músculos de la 

pared abdominal humana (55). Las técnicas histoquímicas convencionales sugieren que a pesar de las distintas 

propiedades funcionales de los diversos músculos de la pared anterior abdominal, no se encuentran diferencias 

en la composición de sus fibras musculares, aunque sí una gran variabilidad inter-individual. En general, y 

coincidente con la función postural de estos músculos, la proporción de fibras de tipo I (resistentes a la fatiga) 

es del 55-58%, del 15-23% para las fibras de tipo IIA y del 21-28% para las de tipo IIB (IIX). Así, parece que los 
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diferentes músculos de la pared abdominal poseerían una capacidad funcional similar, aunque una elevada 

variabilidad funcional inter-individual.  

 
1.2.1.2.6 Desarrollo embrionario de las fibras musculares 
   
  El músculo esquelético, a excepción de los músculos craneales, deriva de células precursoras originadas del 

somites (esferas epiteliales) que se encuentran en el mesodermo paraxial al lado del tubo neural y la 

notocorda. Progresivamente el somites se subdivide en dos compartimientos: el dermomiotomo (dorsal) y el 

esclerotomo (ventral). El dermomiotomo se divide a su vez en el dermatomo y miotomo en las fases más 

tardías del desarrollo para dar a la dermis y  los músculos del tronco, respectivamente. En la formación del 

miotono, las células precursoras miogénicas logran la transición epitelial-mesenquimal gracias a señales del 

entorno generadas por el dermomiotono, delaminándose y acumulándose debajo de este. El dermomiotomo 

también se puede definir dos regiones: una dorsal (epaxial) y una ventral (hypaxial). La proteína Sonic 

hedgehog (SHH) es secretada desde la placa basal y la notocorda, determinando el dermomiotono epaxial, 

dando lugar al miotono epaxial que dará lugar a su vez a los músculos dorsales. Por el contrario, el 

dermomiotono hypaxial es definido por señales del ectodermo dorsal (vía Wnt) y el mesodermo lateral (vía 

BMP4), generando el miotono hypaxial que dará lugar a los músculos de las extremidades, diafragma y paredes 

del cuerpo (Figura 10). 

 

Durante el transcurso de diferenciación embrionaria del músculo esquelético las células precursoras 

miogénicas del dermomiotono siguen los pasos secuenciales de determinación del linaje, deslaminación, 

migración y por último de diferenciación. La expresión de los factores de transcripción Pax3 y Pax7 participa en 

estos pasos. La expresión de Pax3 conduce a  la diferenciación de las células del somite en células musculares 

precursoras, y la consecutiva de Pax7 conduce a la diferenciación de estas en células satélite (CS). En la fase de 

diferenciación  o miogénesis, una vez finalizada la migración,  la expresión de Pax3 y Pax7 disminuye 

gradualmente al mismo tiempo aumenta la expresión de un sub-grupo de factores de transcripción helix-loop-

helix (bHLH), los factores reguladores miogénicos (myogenic regulatory  factor; MRFs): Myf5, MyoD, Myog, y  

Mrf4. Los MRFs determinan el destino de las células precursoras hacia mioblastos que se fusionan y por último 

término se diferencian en fibras musculares esqueléticas. La expresión de los MRFs se realiza de forma 

secuencial. Las células precursoras mesenquimales comienzan a sobre-expresar MyoD y Myf5 lo que las hace 

proliferar, denominándose mioblastos (el Myf5 se cree que participa además en la renovación de las CS en el 

músculo adulto). Estas  son secuestradas del ciclo celular para diferenciarse en miocitos que expresan los MRFs 

más tardíos, Miogenina y MRF4, y a continuación genes como la cadena pesada de la  miosina y la creatina 

quinasa muscular. Por último, los miocitos mononucleados se fusionan de forma específica para formar un 

sincitio multinucleado, que evoluciona o madura hacia fibras musculares contráctiles. Durante el transcurso del 

desarrollo del músculo, una subpoblación de los mioblastos no alcanza a diferenciarse permaneciendo 

asociada a la superficie de las miofibras como células satélites (CS) quiescentes que expresan de forma 

característica Pax7. En la edad adulta, el músculo se encuentra caracterizado por fibras musculares 

multinucleadas post-mitóticas (56; 57; 58) (Figura 11). 
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Figura 10. Desarrollo embrionario de las fibras musculares a) Esquema de las áreas miogénicas de un embrión amniota de 
13 somites en el estado 11 de Carnegie (24 días). b) Sección transversal de un embrión indicando la disposición de los 
derivados mesodérmicos (azul), derivados ectodérmicos (naranja) y los del endodermo (amarillo). El somites dorsal genera el 
dermomiotono y el ventral el esclerotomo. c) Organización del somite en su diferenciación (dermomiotono, azul; miotono, 
verde; esclerotomo, azul). d) Migración de los mioblastos en los primordios de las extremidades, y posterior diferenciación 
en miotubos diferenciados (verde) y células precursoras indiferenciadas (algunas de ellas darán lugar a células satélites; 
rojo). LPM,  mesodermo lateral; IM, mesodermo interno; Som, somite; NT, tubo neural; Nc, notocorda; Ec, ectodermo; En, 
endodermo; Dm, dermomiotomo; My, miotomo; Sc, esclerotomo; DML, labio dorsomedial del dermomiotomo; VLL, labio 
ventrolateral del dermomiotono. Adaptado de Yokoyama S. y Asahara H (Reproduction .2011; 141 301–312). 
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Figura 11. Programa de especificación, activación y diferenciación de las CS, durante el desarrollo y regeneración del 
músculo. Secuencia de expresión de Pax3/7 y de MRFs; la acción del MNF es específica del proceso de regeneración 
 
 

 
 
El desarrollo del músculo embrionario (al igual que su reparación),  se ve regulado por todo tipo factores de 

crecimiento y diferenciación (HFG, FGF, BMPs), pero también además por el TCI. Este influye en la migración, 

proliferación y diferenciación interaccionando con las células miogénicas. Un ejemplo es la adhesión y la 

proliferación de los mioblastos promovida por la fibronectina, y al mismo tiempo que inhibe la diferenciación. 

También los PGs (GAGs) participan en los procesos desarrollo embrionario y reparación. Sindecanos, glipican 

(situados en la membrana), perlecan, biglicano y decorina (secretados a la MEC), regulan la diferenciación 

celular. En el caso de los sindecanos (1 y 3) son capaces de suprimir la acción del FGF-2 (potente inhibidor de la 

diferenciación) mediante su infra-expresión, ya que colaboran en la transeñalización con el propio receptor del 

FGF-2  (59; 60; 43). 
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1.2.2  Las incisiones en la pared abdominal y  el cierre de la laparotomía media   

 Al realizar la incisión en la intervención quirúrgica de la laparotomía la fascia pierde su integridad que irá 

recuperando en el proceso de recuperación, que puede alargarse hasta 70 días. Mientras se llega a ese punto, 

las suturas soportan los bordes de la fascia sin ninguna ayuda, que si no son capaces de soportar la presión 

abdominal llevaran a la dehiscencia de la herida, la evisceración, y más  alejado en el tiempo, a la hernia 

incisional. El hecho que la incisión se haga en la línea alba, facilita estos tipos de complicaciones. En la línea 

alba convergen diversas tensiones ejercidas, desde la propia presión intra-abdominal, hasta la ejercida por los 

músculos laterales, que hace que la tendencia, después de una incisión, sea que separen los bordes suturados 

de la pared. Se ha descrito que la resistencia mecánica no depende del entrecruzamiento de la las fibras de la 

fascia si no de su espesor y densidad (61). 

 

El cierre de la laparotomía debe basarse en la elección de la técnica más eficaz (considerando los costes 

económicos y la facilidad de ejecución), que nos ofrezca la menor tasa de complicaciones a corto plazo, como 

evisceraciones e infecciones, y largo plazo, con la aparición de hernias y granulomas.  El cierre de la pared 

abdominal se puede realizar mediante el cierre en masa o el cierre por planos. El cierre en masa se realiza 

agregando un estrato de grasa subcutánea, músculo recto, aponeurosis de los rectos y  fascia transversalis 

(opcionalmente el peritoneo). Su uso aumenta la cantidad de tejido bajo la espiral con un tipo de sutura 

continua. El resultado es una disminución de la fuerza por unidad de superficie (pero no de forma absoluta) sin 

perder adherencia la herida, y de forma importante, evita el riesgo de necrosis isquémica y evisceración. En el 

cierre por planos las suturas de los bordes de la herida, se hacen de forma particular en cada plano de la 

incisión (fascia, tejido subcutáneo). La sutura del peritoneo no influye ni en el dolor post-operatorio, ni en la 

cicatrización de la herida,  además puede provocar adherencias viscerales como complicación. La fascia ofrece 

la mayor parte de la fuerza tensil durante la cicatrización, por tanto la sutura debe ser capaz de sustituirla hasta 

que la fascia sea capaz de responder adecuadamente. En la sutura de la fascia se debe evitar el desgarro del 

tejido por excesiva tracción y la excesiva eliminación de grasa subcutánea. El cierre del tejido subcutáneo 

disminuye el riesgo de disrupción de los bordes de la herida con una grasa superior a 2 cm (un 34% menos), 

eliminando espacios vacios evitando la aparición de seroma o hematomas. Diversos estudios comparativos en 

paciente indican que el cierre en masa aporta un índice menor de dehiscencias y hernias incisionales, 

concluyendo además que combinada con la sutura continua, es más rápida y eficiente (61). 

 

Aparte de la aproximación general de cómo se realiza el cierre, también es importante como se realizan los 

puntos de sutura. El cierre se puede realizar con puntos de sutura continuos o sueltos. De los dos, el primero, 

conjuntamente con un material de absorción lenta y la doble lazada de sutura, ofrece en la laparotomía media 

una menor probabilidad de aparición de la hernia. La ventaja de la continua es que requiere menos tiempos, 

menos nudos-material (con lo que se recude la reacción de cuerpo extraño) y permite un reparto de la tensión 

más uniforme en la línea de sutura. Esta última es importante ya que evita la isquemia en los tejidos,  con lo 

que se evita las dehiscencias y otros mecanismos degenerativos del tejido que a posteriori puedan causar la 
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aparición de la hernia incisional. De forma remarcable, la relación entre la longitud de la sutura (longitud del 

hilo de sutura empleado) y la longitud de la herida 4:1 es la que tiene mejor propiedades biomecánicas, 

reduciendo el riesgo de la hernia incisional (61).  

  

Independientemente de la técnica de cierre y sutura, la sutura de la fascia se debe realizar sin tensión, con los 

bordes bien encajados, no realizándose cerca del límites del tejido, al menos a 1 cm de del borde de las fascias, 

para que la cicatrización sea normal y que la resistencia de esta sea la adecuada. En cambio el músculo no debe 

suturarse ya que se pueden producir desgarros posteriores, y en el caso del peritoneo dependerá de las 

características del paciente (riesgo o no de infección, adherencias). Respecto al tipo de material en la sutura 

pueden ser actualmente sintético absorbible o no absorbible. Las suturas absorbibles se degradan con el paso 

del tiempo, perdiendo su capacidad de ejercer la fuerza de tensión. Este tipo de material es mejor en el aspecto 

de su desaparición ya que no deja ningún cuerpo extraño, mejorando el proceso de cicatrización. Esta 

desaparición de la sutura absorbible debe ir acompañado del incremento de la tensión de la fascia en 

reparación, para que la sutura sea eficiente. Estas suturas pueden ser suturas trenzadas o monofilamento, 

compuestas por ácido poliglicólico, poliglactina, Lactomer, poliglecapona- glycomer, poligluconato o 

polidioxanona, las dos últimas de absorción lenta. Las no absorbibles se caracterizan por la buena tolerancia y 

la resistencia permanente siendo más resistentes a la infección (mayor oposición a la absorción y la 

proliferación bacteriana. Pueden estar compuestas, monofilamento de polipropileno, monofilamento de 

poliester  o sutura trenzada de poliester, monofilamento de PVDF o monofilamento microporoso de PTFE 

(Gore-tex®). A estos materiales se les ha asociado dolor prolongado y mayor sinus en la sutura (62) (61).  

Además del uso de suturas absorbibles o permanentes, este ha sido acompañado del uso creciente de 

adhesivos en base de fibrina (fibrin glues) especialmente en la reparación hernia inguinal y la paraesofagueal, 

como es el caso de  Tissucol®/Tisseel® y Evicel® (63). La utilización de un tipo de cierre y/o sutura dependerá de 

las características del paciente (62). 
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1.3 Etiología de la hernia incisional 
 

 El enfoque o aproximación terapéutica a la patología de la hernia incisional abdominal se ha fundamentado 

básicamente en la búsqueda de soluciones prácticas de reparación de la fascia/aponeurosis, basadas en la 

mejora de las técnicas quirúrgicas con ayuda de la evolución de las mallas protésicas y suturas (64; 65). Sin 

embargo, de forma sorprendente, poco se ha avanzado específicamente en la investigación de las bases 

celulares y moleculares del inicio, desarrollo y recurrencias de la hernia incisional,  o la también llamada 

biología de la formación de la hernia. De hecho, de estos pocos estudios, la gran mayoría hacen referencia a la 

hernia inguinal, y sus resultados sirven para intentar explicar los mecanismos biológicos de la formación de la 

hernia incisional (2; 9; 66). Diversos estudios in vitro (67-70) y modelos en animales de experimentación han 

intentado establecer las primeras hipótesis de aparición para la patología (71-75).  Los primeros, en su gran 

mayoría, se basan en cultivos celulares no humanos y/o de líneas establecidas, y los segundos tratan de validar 

nuevas técnicas quirúrgicas con o sin el uso de mallas. Por tanto, el conocimiento  recogido es disperso, y de 

difícil transposición  a la patología en humanos.  

 

Este hecho queda reflejado simplemente realizando una búsqueda por artículos publicados en la biblioteca 

digital MEDLINE® (PubMed®; U.S. National Library of Medicine), a través del National Center for Biotechnology 

Information (NCBI). Esta búsqueda direccionada (en cualquier sección de un artículo desde el año 1813) hacia 

términos como hernia incisional, fibroblasto y otros términos relacionados con la biología molecular, 

demuestra que el número de los estudios sobre la hernia incisional son muy inferiores a la de las otras hernias 

abdominales. Esto es todavía más evidente respecto a la biología molecular de la hernia incisional (Figura 12 

Figura 13). 
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Figura 12. Búsqueda de términos en la biblioteca digital MEDLINE® (PubMed®) en relación con la hernia incisional. Se 

indican los términos de búsqueda, el nº de artículos encontrados y el % respecto al total.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Evolución histórica de las publicaciones sobre la patología de la hernia en la biblioteca digital MEDLINE® 
(PubMed®). 
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1.3.1 Factores de riesgo conocidos  

 La hernia incisional es una patología afectada por múltiples factores. La clasificación actual o clásica de los  

factores de riesgo asociados a la génesis de la hernia incisional se divide en factores de tipo general que 

pueden estar relacionados con características generales del paciente (ej. edad, sexo, comorbilidades) o 

dependientes del tratamiento quirúrgico, y factores biológicos (intrínsecos) que englobaría las propiedades 

celulares y moleculares del paciente, que no siendo patológicas, afectarían potencialmente a la recuperación 

frente a la cirugía abdominal.  Los de tipo general, aún siendo factores asociados, tienen finalmente una base 

celular y molecular (2; 76; 66; 9) (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Factores de riesgos asociados a la génesis de la hernia incisional. Esquema general. 
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1.3.1.1 Factores técnicos 
 
 Dentro de los factores de riesgo generales, los factores técnicos desempeñan un papel muy importante en 

la aparición de la hernia. Los más estudiados son los que se relacionan con el tipo de incisión, la técnica de 

cierre y el tipo de sutura. 

 

Tipo de incisión  
 
La elección de la incisión depende básicamente de la zona a explorar en la cavidad abdominal, si es una 

intervención urgente o electiva, y de las preferencias del cirujano. A pesar de estas reglas básicas, no existe una 

opinión única de cuál es la más ventajosa para una determinada situación. Incluso no se tienen evidencias 

sobre si es mejor el uso del bisturí normal o el eléctrico. A pesar de que el tipo de laparotomía realizada 

(localización, longitud) afecta al dolor post-operatorio, a la infección de la herida (el problema más común de la 

laparotomías) y al índice de hernias incisionales, esta falta de aplicación de una técnica de uso común y 

prioritaria dificulta la evaluación de la eficiencia de las técnicas.  

 

La laparotomía media (la que suele realizarse incidiendo la línea alba) sigue siendo uno de los abordajes 

realizado con más frecuencia ya que permite un acceso adecuado con mínima afectación para el músculo, 

nervios, y grandes vasos. Al realizar la incisión la fascia pierde su integridad, que irá recuperando en un proceso 

de reparación que puede alargarse hasta 70 días. Mientras se llega a ese punto, las suturas soportan los bordes 

de la fascia sin ninguna ayuda. Si éstas no son capaces de soportar la presión abdominal llevarán a la 

dehiscencia de la herida, la evisceración, y más alejado en el tiempo, a la hernia incisional. El hecho que la 

incisión se haga en la línea alba, facilita este tipo de complicaciones. En la línea alba convergen diversas 

tensiones, desde la propia presión intra-abdominal hasta la tensión que efectúan los músculos laterales. La 

consecuencia es que después de una incisión los bordes suturados de la pared tienden a separarse. Se ha 

descrito que la resistencia mecánica no depende del entrecruzamiento de la las fibras de la fascia si no de su 

espesor y densidad (61). 

 

Técnica de cierre 
 
El tipo de cierre debería ser el que comporte la menor tasa de complicaciones inmediatas (evisceración, 

infección de la herida) y/o tardías (eventración, granulomas). Los diferentes tipos de cierres se basan en 

diferentes combinaciones de las diversas capas de la pared abdominal a saturar, lo cual influye en el riesgo de 

fracaso. A pesar de las ventajas de la laparotomía media, la línea alba es un punto débil de la pared abdominal 

y por tanto se requiere un cierre minucioso, en el que las claves para realizarlo con éxito son tanto el factor 

técnico como el factor humano.  

 

El cierre de la pared abdominal se puede realizar mediante el cierre en masa o el cierre por planos. El cierre en 

masa se realiza agregando un estrato de grasa subcutánea, músculo recto, aponeurosis de los rectos y  fascia 

transversalis (opcionalmente el peritoneo). Su uso aumenta la cantidad de tejido bajo la espiral con un tipo de 
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sutura continua. El resultado es una disminución de la fuerza por unidad de superficie (pero no de forma 

absoluta) sin que la herida pierda adherencia, y de forma importante, evita el riesgo de necrosis isquémica y 

evisceración. En el cierre por planos, las suturas de los bordes de la herida se hacen en cada plano de la incisión 

(peritoneo y  fascia). La sutura del peritoneo no influye en la cicatrización de la herida, pero puede provocar 

adherencias viscerales como complicación. La fascia ofrece la mayor parte de la fuerza tensil durante la 

cicatrización, por tanto la sutura debe ser capaz de sustituirla hasta que la fascia sea capaz de responder 

adecuadamente. En la sutura de la fascia se debe evitar el desgarro del tejido por excesiva tracción y la 

excesiva eliminación de grasa subcutánea. El cierre del tejido subcutáneo disminuye el riesgo de disrupción de 

los bordes de la herida con una grasa superior a 2 cm (un 34% menos), eliminando espacios vacios evitando la 

aparición de seroma o hematomas. Diversos estudios comparativos en pacientes indican que el cierre en masa 

aporta un índice menor de dehiscencias y hernias incisionales, concluyendo además que combinada con la 

sutura continua, es más rápida y eficiente (61). 

 

Independientemente de la técnica de cierre y sutura, la sutura de la fascia se debe realizar sin tensión, con los 

bordes bien encajados, no realizándose cerca de límites del tejido, al menos a 1 cm de del borde de las fascias, 

para que la cicatrización sea normal y que la resistencia de esta sea la adecuada. En cambio el músculo no debe 

suturarse ya que se pueden producir desgarros posteriores. En el caso del peritoneo dependerá de las 

características del paciente (riesgo o no de infección, adherencias).  

 

Tipo de sutura 
 
Es importante cómo se realizan los puntos de sutura. El cierre se puede realizar con puntos de sutura continuos 

o sueltos. De los dos, el primero, conjuntamente con un material de absorción lenta y la doble lazada de sutura, 

ofrece, en la laparotomía media, una menor probabilidad de aparición de la hernia. La ventaja de la sutura 

continua es que requiere menos tiempo, menos nudos-material (con lo que se reduce la reacción a cuerpo 

extraño) y permite un reparto de la tensión más uniforme. También evita la isquemia en los tejidos, con lo que 

se atenua la aparición de dehiscencias y otros mecanismos degenerativos del tejido que a posteriori puedan 

causar la génesis de una hernia incisional. De forma remarcable, la relación entre la longitud de la sutura 

(longitud del hilo de sutura empleado) y la longitud de la herida 4:1 es la que tiene mejores propiedades 

biomecánicas, reduciendo el riesgo de la hernia incisional (61).  

 

Respecto al tipo de material, la sutura puede ser actualmente sintético absorbible o no absorbible. Las suturas 

absorbibles se degradan con el paso del tiempo, perdiendo su capacidad de ejercer fuerza de tensión. Este tipo 

de material es mejor en el aspecto de su desaparición ya que no deja ningún cuerpo extraño, mejorando el 

proceso de cicatrización. Para que la sutura sea eficiente, la degradación de la sutura absorbible debe ir 

acompañada del incremento de la tensión de la fascia en reparación. Las suturas no absorbibles se caracterizan 

por la buena tolerancia y la resistencia permanente siendo más resistentes a la infección (mayor oposición a la 

absorción y a la proliferación bacteriana). A estos materiales se les ha asociado dolor más prolongado y mayor 

sinus en la sutura (62) (61).  Además del uso de suturas absorbibles o permanentes, también hay un uso 
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creciente de adhesivos en base de fibrina (fibrin glues) (63). La utilización de un tipo de cierre y/o sutura 

dependerá de las características del paciente (62). 

 

La dificultad de restaurar la capacidad de sostén de la pared abdominal puede ser superada mediante el uso de 

prótesis, que reducen el número de recidivas. A pesar de su efecto positivo, las prótesis pueden llevar 

asociados a su vez problemas de infección, adhesión, seroma y dolor (por la reacción a cuerpo extraño), que 

impiden la resolución correcta de la reparación.  

 

Todas estas influencias técnicas (incisión, tipo de cierre y sutura) se ven a su vez magnificadas o superadas por 

el factor humano. La pericia del cirujano determinará si al final se aprovecha toda la tecnología disponible para 

la reparación de la pared abdominal. En algún estudio se ha podido comprobar que el grado de experiencia del 

cirujano contribuye a la aparición de dehiscencias. Finalmente, a pesar de que el uso de la laparoscopia, como 

de técnica mínimamente invasiva, parecía ofrecer una alternativa a la laparotomía, la incidencia de la hernia 

incisional que se ha observado puede llegar al 4% (13) (61). 

 

Los factores técnicos juegan un papel importante en la aparición de la hernia. La elección de la incisión 

depende básicamente de la zona a explorar en la cavidad abdominal, si es una intervención urgente o electiva, 

y de las preferencias del cirujano. A pesar de estas reglas básicas no existe una opinión única de cuál es la más 

ventajosa para una determinada situación. Incluso no se tienen evidencias si es mejor el uso del bisturí normal 

o el eléctrico. A pesar de que el tipo de laparotomía realizada (localización, longitud) afecta al dolor post-

operatorio, la infección de la herida (el problema más común de la laparotomías) y el índice de hernias 

incisionales, esta falta de aplicación de una técnica de uso común y prioritaria dificulta la evaluación de la 

eficiencia de las técnicas. En el caso de la laparotomía media, esta sigue siendo uno de los abordajes realizado 

con más frecuencia ya que permite un acceso adecuado con mínima afectación para el músculo,  nervios, y 

grandes vasos. A pesar de estas ventajas, la línea alba es un punto débil de la pared abdominal y por tanto se 

requiere un cierre minucioso, en el que intervienen su éxito tanto el factor técnico, como el factor humano.  

Dentro del factor técnico tenemos el tipo de cierre. Este debería ser el que implique la menor tasa de 

complicaciones inmediatas (evisceración, infección de la herida) y tardías (eventración, granulomas). 

 

 Los diferentes tipos de cierres implican diferentes combinaciones de las diversas capas de la pared abdominal 

a saturar, influyendo en el riesgo de fracaso. Incluso el tipo de material de sutura podría influir en el éxito del 

cierre, como la relación entre la longitud de la sutura y la del trauma. Un primer efecto de una sutura deficiente 

es la dehiscencia de sutura (por realización defectuosa o infección) obliga a una nueva operación de forma 

inmediata, incrementando la probabilidad de la hernia incisional. Así mismo, la aparición infecciones, 

hematomas y seromas derivados del proceso quirúrgico, que pueden afectar al tejido en el desarrollo normal 

de su reparación, facilitarán la aparición de la hernia. En pacientes con hernias incisionales, el tamaño de 

defecto herniario  y el número de recidivas contribuye determinante en la aparición. La dificultad de restaurar 

la capacidad de sostén de la pared abdominal es superada por el uso de prótesis, que reduce el número de 
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recidivas. A pesar de su efecto positivo la prótesis a su vez los problemas de infección, adhesión, seroma y 

dolor (por la reacción de cuerpo extraño), que impiden la resolución correcta de la reparación. Todas estas 

influencias técnicas (incisión, tipo de cierre y sutura) se ven a su vez magnificadas o salvadas por el factor 

humano. La pericia del cirujano determinará si al final toda la tecnología disponible para la reparación de la 

pared abdominal sea bien aprovechada. En algún estudio se ha podido comprobar que el grado de experiencia 

del cirujano contribuye  a la aparición de dehiscencia. A pesar de que el uso de la laparoscopia, como de 

técnica mínimamente invasiva,  parecía ofrecer una alternativa a la laparotomía, su incidencia de la hernia 

incisional se ha observado que puede llegar al 4% (13) (61). 

 

1.3.1.2 Susceptibilidad del paciente 
 

 Durante el transcurso de décadas hasta hoy multitud de factores de riesgo han sido asociados en la génesis 

de la hernia incisional (Tabla 2). A pesar de esto no existen estudios que pongan de manifiesto la contribución 

discreta de cada uno estos en la génesis de la patología, existiendo un efecto combinado en la inducción de 

esta. Estos factores generales se pueden dividir en aquellos dependientes de la técnica quirúrgica y aquellos 

relacionados con el paciente. En el caso de los relacionados con el paciente, se indican tanto características 

demográficas, estado del paciente, como tratamientos farmacológicos y patologías asociadas (comorbilidades) 

(2; 76; 77).  

 

Demográficos  
 
La edad y el sexo son factores de riesgo en la mayoría de estudios. La atrofia de la pared abdominal, los 

cambios en el tejido conectivo y un deterioro en mecanismos de reparación tisular pueden estar relacionados 

con el aumento del riesgo de padecer una hernia incisional en pacientes de mayor edad.  Si además durante la 

cirugía se produce alguna hemorragia la probabilidad de producirse la hernia se multiplica por 3 (78). Por otra 

parte, en distintos estudios se muestra un mayor riesgo en hombres que en mujeres, aunque se desconoce la 

causa. Se especula con la posibilidad de que el tabaco actúe como factor de confusión en series antiguas, o que 

los hombres experimenten mayor presión intraabdominal (11). 

 

Patologías asociadas 
 
Diferentes patologías pueden provocar un aumento de la presión intraabdominal, incrementando la tensión en 

la cicatriz de la laparotomía. Este tipo de afecciones muestran un incremento significativo en la incidencia de 

hernia incisional, como la enfermedad pulmonar crónica (EPOC), la obesidad (79; 80) o el íleo post-operatorio. 

En el caso de la obesidad aunque en algunos estudios no se han observado diferencias estadísticas, poniéndose 

en duda  su contribución a las recurrencias (81), se acepta que está íntimamente relacionada con el riesgo de 

infección, que a su vez incrementa de forma significativa, hasta 5 veces, la probabilidad de aparición de una 

hernia incisional (12; 82). Otras situaciones como la diabetes (83) (84), las alteraciones hereditarias del tejido 

conectivo, la malnutrición, el cáncer, la anemia, o la ictericia (93), se acompañan de alteraciones en la 

cicatrización, justificando una mayor incidencia de hernia en estos pacientes. A pesar de que está descrito que 
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los pacientes afectados por diabetes tienen la capacidad de reparación de las heridas disminuida (77; 85), 

existe cierta controversia respecto a su influencia en la recurrencia de las hernias (86). La diabetes, al igual que 

otros de los factores mencionados que afectan a la reparación del tejido o asociados a aumentos intermitentes 

de la presión intra-abdominal, parece no impactar en el proceso de recurrencia de las hernias. Aunque en este 

caso muchos estudios realizados se caracterizan por estar repletos de sesgos y ser deficientes en  poder 

estadístico, estos no parecen sugerir que las comorbilidades afecten significativamente a la recurrencia de la 

hernia incisional (2).  

 

Una de las patologías más relacionada directamente es el aneurisma aórtico abdominal (AAA), describiéndose 

un riesgo significativo de desarrollar una hernia 3 veces superior en pacientes intervenidos por aneurisma 

comparado incluso con otras patologías de origen vascular. Aunque no se conocen exactamente los 

mecanismos que explican este mayor riesgo, el conocimiento de las bases celulares y moleculares de esta 

patología crece rápidamente, sobre todo respecto a la MEC y la respuesta inflamatoria, pudiendo servir como 

punto de partida para entender las de la  hernia incisional (87; 88). 

 

Factores exógenos 
 
El tabaquismo ha sido reconocido como factor de riesgo significativo e independiente en la génesis y la 

recurrencia de la hernia incisional en diferentes estudios multivariables, describiéndose parte de su base 

molecular en algunos trabajos (11) y  siendo a su vez un factor de riesgo en la AAA (89). Otros agentes externos 

que también influyen en el proceso de cicatrización, tales como los tratamientos con esteroides (79), 

quimioterapia (90) y radioterapia (91), también influirían en la aparición del proceso herniario. 

 

Factores relacionados con la intervención 
 
Existe evidencia de un mayor riesgo de desarrollo de hernia incisional significativo en factores relacionados con 

la intervención, como la utilización de incisiones previas, la infección y el carácter urgente de la intervención. Es 

sabido que la aparición de infecciones, hematomas y seromas derivados del proceso quirúrgico, que pueden 

afectar al tejido en el desarrollo normal de su reparación, facilitarán la aparición de la hernia. Por otra parte, en 

pacientes con hernias incisionales, el tamaño del defecto herniario y el número de recidivas contribuye de 

forma determinante en la aparición de otra hernia (77; 92). 
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1.3.1.2.1 Respuesta sistémica del organismo a la cirugía. 
 
 Independientemente de las comorbilidades, la cirugía abdominal es la que desencadena la aparición de la 

hernia incisional. La cirugía  en sí misma una agresión (trauma) al paciente. La respuesta temprana e innata del 

sistema inmune a este trauma es la respuesta de fase aguda (acute-phase response) que abarca diferentes 

respuestas pato-fisiológicas, tanto a nivel sistémico como local, como la pirexia, leucocitosis, alteraciones 

hormonales  y metabólicas, y procesos de reparación. En él participan de forma coordinada  también el sistema 

neuroendocrino y el central nervioso (con estructuras del sistema nervioso autónomo asociadas).  Como parte 

de esta respuesta, se produce un aumento de ciertas proteínas plasmáticas secretadas mayoritariamente por el 

hígado llamadas proteínas de fase aguda (acute-phase proteins), inducida por las citoquinas generadas en el 

proceso inflamatorio. Linfocitos, monocitos y otras células del sistema inmune expresan receptores para 

neurotransmisores y neuropéptidos. De igual forma, en células neurales y en órganos endocrinos se identifican 

(en condiciones fisiológicas y de estrés) receptores para citoquinas derivadas de linfocitos. De este modo, los 

Tabla 2.  Factores generales descritos asociados al desarrollo de la hernia incisional (2; 76; 90).  

 Estado del paciente/comorbilidades Técnica quirúrgica y particularidades 

 Género masculino Cierre de la fascia  

 Edad avanzada  Continúa  vs. discontinua   

 Obesidad  Sutura absorbible vs. permanente  

 Malnutrición  Relación longitud  de la sutura radio de la trauma 

 Anemia  Uso de malla y tipo  

 Alcoholismo   

 Tabaquismo  Localización  de la incisión 

   Hematoma /seroma post-operativo 

 Aneurisma aórtico abdominal  Tamaño del defecto fascial 

 Diabetes  Experiencia del cirujano 

 Patología obstructiva pulmonar crónica  Re-operación temprana 

 Patología Renal  Dehiscencia 

 Neoplasias malignas Infección 

 Hemofilia o tratamiento anti-coagulante  

 Hipertrofia benigna de próstata  

   

 Tratamientos farmacológicos  

 Esteroides    

 Radioterapia   

 Quimioterapia   

 Transfusión de sangre   
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mediadores hormonales y neuropeptídicos definen los ejes de señalización hipotalámico-pituitario-adrenal, 

hipotalámico-pituitario-gonadal, hipotalámico-pituitario-tiroideo y el hipotalámico-hormonas de crecimiento, 

que interrelacionan los tres sistemas. Esta respuesta auto-limitada es capaz de controlar el daño en el tejido, 

eliminar células no funcionales e inducir los procesos de reparación para restablecer la funcionalidad del tejido. 

Si existen algún desequilibrio, esto puede llegar a generar una hiperactivación o supresión de la respuesta 

inmune no resolviéndose de forma adecuada el trauma  (93- 97). 

 

 En las primeras posteriormente al trauma se produce rápidamente la infiltración de células inflamatorias. 

Los neutrófilos entre la 1-6 h y entre 24-48 h después los macrófagos. Este grupo de células inflamatorias 

inician la respuesta inmune secretando citoquinas pro-inflamatorias como IL6, IL1β, IL8, TNFα, TGFβ, e IFNγ de 

forma local, provocando respuestas a nivel local y sistémico. Como consecuencia se produce la activación 

(quimiotaxis) de leucocitos, fibroblastos, células endoteliales, que liberan e incrementan los niveles de 

citoquinas circulantes. El rápido y elevado incremento de citoquinas induce a los hepatocitos a sintetizar y 

secretar las proteínas de fase aguda, siendo principalmente reguladas por el TNFα, IL6 y IL1β. La función 

principal de estas proteínas es la opsonización y secuestro de los agentes patógenos (también de sus 

componentes), activación del complemento, captura de componentes de células muertas, neutralización de 

enzimas, retirada de hemoglobina (Fe) y radicales, y la modulación de la repuesta inmune (primero la innata y 

después la adquirida) .De forma general las proteínas de fase aguda se pueden dividir en positivas, si aumentan 

en los niveles circulantes (proteína C reactiva o CRP, proteína serum amieloide A, alpha-1 acid glycoprotein),  y 

negativas, si disminuyen (albúmina, transferrina) (Figura 15). A pesar de denominarse proteínas de fase aguda, 

las encontramos en situaciones de inflamación crónica, ya que el estímulo pro-inflamatorio se mantiene (ej. 

Artritis reumatoide). En este caso los niveles circulantes son menores comparados con aquellos de la respuesta 

de fase aguda. Desordenes metabólicos, como la obesidad, la diabetes tipo II, están asociados a inflamaciones 

crónicas baja intensidad (chronic low-grade inflammation) y la CRP, la  proteína serum amieloide A, IL6 y TNFα 

son utilizados como indicadores también. De igual forma que se liberan proteínas de fase aguda con carácter 

pro-inflamatorio, se liberan citoquinas y proteínas de fase aguda para controlar y restringir la extensión de la 

respuesta inflamatoria (98-102).  

 

Como parte de la respuesta sistémica existe también una respuesta metabólica, en la que el organismo 

reacciona de forma sistémica e instantánea para recuperar la homeostasis (evitar la pérdida del medio interno). 

Esto se consigue mediante la actuación del sistema nervioso central, el endocrino y el inmune. Los centros 

reguladores del sistema central y el autónomo reciben aferencias en diferentes niveles de su estructura -

corteza cerebral motora, hipotálamo-neurohipófisis, hipotálamo-adenohipófisis, mesencéfalo, centros 

vasomotores bulbares, y reflejos de la médula ósea- alertando de la situación (103; 104). 
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Figura 15. Cinética de la producción  de las proteínas de fase aguda después de un estímulo inflamatorio moderado. 
Adaptado de Gabay C. (Interleukin-6 and chronic inflammation.  Arthritis Research & Therapy. 2006; 8 (Suppl 2:S3). 

 

 

Simultáneamente, existe toda una respuesta metabólica para recuperar la homeóstasis fundamentada en una 

respuesta catabólica de estrés. El metabolismo anabólico basal disminuye, se incrementa el catabólico y 

aparece un hipermetabolismo. Si bien en condiciones fisiológicas normales la energía obtenida es mediante la 

oxidación aeróbica de carbohidratos y ácidos grasos, y proteínas son dirigidas hacia la  síntesis de proteínas, en 

traumas importantes parte de esta proteína se destina a la producción de energía (incluso aquellas de vísceras 

y músculo esquelético). Estos cambios hormonales y metabólicos que comienzan en los primeros momentos 

del trauma se revierten en dos semanas, donde predomina el efecto de las hormonas anabólicas, iniciándose el 

proceso de reparación con síntesis de nuevos componentes de la masa magra del individuo (músculo, piel, 

vísceras) (105- 108). 

 
 
1.3.1.2.2 Patologías-síndromes con similitudes con la hernia incisional  
 
 Algunas patologías o síndromes de carácter inflamatorio, podrían servir de base en las hipótesis que 

explicarían el inicio y desarrollo de la hernia incisional desde un punto de vista biológico. Aquí se describen tres: 

el aneurisma aórtico abdominal, el síndrome de respuesta inflamatoria sistémica-inmunosupresión,  y las 

tendinopatías. En estas patologías la desregulación de la expresión de citoquinas y factores de crecimiento, 

incremento de la degradación de la MEC, estados de hipoxia, y generación de radicales libres participan de 

forma activa.  
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Aneurisma aórtico abdominal  

 El AAA es una de las patologías asociadas a la hernia abdominal (inguinal e incisional). Los pacientes que 

han sufrido una laparotomía media debida a una AAA tienen un riesgo aproximado 3 veces superior de 

desarrollar posoperativamente una hernia incisional comparados con los de aneurisma aortoiliaco. Se trata de 

una patología crónica degenerativa del tejido conectivo de la pared aórtica, donde se desarrolla un proceso 

proteolítico (inicialmente contra la elastina de la lámina media y posteriormente al colágeno de toda la pared), 

de carácter inflamatorio orquestada por el sistema inmune. Al igual que en la hernia incisional, (al menos en un 

sub grupo de pacientes donde aparece de forma tardana), los mecanismos que inician y  amplifican la AAA son 

desconocidos, y no parece que existan factores genéticos asociados (mutaciones, polimorfismos). La infiltración 

de células inflamatorias, conjuntamente con la actividad de fibroblastos y células musculares lisas de la pared, 

desemboca en una reacción inflamatoria intensa que provoca un desequilibrio entre la actividad MMPs 

(sobretodo MMP2 y MMP 9) y TIMPs. El resultado final es una actividad proteolítica neta incrementada y la 

apoptosis de fibroblastos y células musculares lisas que son los encargados del mantenimiento de la MEC, con 

el consiguiente debilitamiento y aparición del aneurisma (87; 88; 109; 110). El hecho ser una patología silente 

en los primeros estadios ha hecho que se explore la presencia de biomarcadores para su diagnóstico y 

progresión, describiéndose en estudios transversales un incremento en plasma, entre otros, de la MMP9, el 

dímero-D y IL-6 (111). 

 

Del mismo modo que en la AAA, la actividad proteolítica se encuentra exacerbada en la hernia incisional 

conduciendo a la pérdida de propiedades funcionales de la pared abdominal. La asociación y similitudes entre 

ambas patologías nos sugieren que muy probablemente exista un trasfondo biológico común en ellas. En este 

sentido, en nuestro grupo han descrito en las aponeurosis de pacientes con hernia incisional un incremento 

significativo en los ratios MMPs/TIMPs (observándose una actividad MMP 3/9 significativamente incrementada) 

(28). Lo más remarcable es que se produjo de forma concomitante con una desregulación de la vía de 

señalización inflamatoria, donde se existía una tendencia al incremento de la expresión de TNFα e IL6. Los dos 

hechos hacen plantear la hipótesis que la remodelación y destrucción de la MEC en los pacientes con hernia 

incisional estuviese ligada a la desregulación de la expresión de citoquinas, lo que favorecería un tipo de 

patología de inflamación crónica de baja intensidad (chronic low grade inflammation) (28). 

 

Síndrome de respuesta inflamatoria sistémica: inmunosupresión 
 
 El sistema inmunitario también responde de forma particular delante de la cirugía. Hoy es aceptado de 

forma general que en los traumas graves (como la cirugía), hemorragias, quemaduras graves y procesos de 

sepsis, se puede generar el síndrome de la respuesta inflamatoria sistémica, caracterizado por una 

inmunosupresión pato-fisiológica. En este síndrome, después de un trauma grave o cirugía mayor,  se ven 

afectados de forma crítica el sistema inmune innato y adaptativo. En una primera fase del síndrome se produce 

una respuesta inflamatoria exacerbada (síndrome sistémico inflamatorio) mediado por el sistema inmune 

innato, seguido por una inmunosupresión (síndrome de respuesta antiinflamatorio compensatorio) guiada por 
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el sistema adaptativo inmune.  El resultado final es la supresión de la inmunidad mediada por células, siendo un 

factor pronóstico desfavorable de la evolución de la herida del paciente y la aparición de infecciones, y en casos 

graves de sepsis. Esta supresión es el resultado combinado de niveles determinados de citoquinas circulantes y 

en los tejidos, excesiva activación y reclutamiento de neutrófilos, la no adecuada presencia de macrófagos 

reguladores con actividad anti-inflamatoria, la apoptosis de linfocitos en pacientes con sepsis, y el cambio de 

proporción de linfocitos T-helper (Th) Th1/Th2 hacia Th2(y en especial los T reguladores), los cuales son unos 

potentes supresores de la respuesta innata y adaptativa del sistema inmune (97; 112- 117). 

 

En este sentido, en el caso de la cirugía de la hernia incisional, con reparación primaria, se ha descrito un 

aumento significativo del recuento leucocitario y de neutrófilos, y una tendencia de los niveles de CRP/IL6 a ser 

superiores a los pre-operatorios una semana después de la intervención (118). También se ha descrito la 

disminución de linfocitos TH1 colaboradores (119), al igual que en caso de la hernia inguinal (tanto disminución 

o cambió de subpoblación de linfocitos Th1/Th2) (120). Curiosamente en un estudio con pacientes que 

sobrellevaron una hernioplastia de Lichtenstein debido a una hernia inguinal unilateral, se demostró que los 

pacientes de más avanzada edad (82.4 ± 4.7) presentaban una respuesta inflamatoria más enérgica 

(hipereactividad) y de más larga duración delante del estrés quirúrgico, que aquellos más jóvenes (51.8 ± 8.9). 

En la respuesta de fase aguda (48h después de la cirugía) de los pacientes más ancianos  presentaban un 

recuento de neutrófilos más elevado, al igual que los niveles de citoquinas pro-inflamatorias de TNFα, ILβ1, y 

CRP. Esto introduce a la edad como posible  factor de incremento a  la susceptibilidad de sufrir complicaciones 

post-operativas (121).  

 

Existen también otros estudios donde se ha evaluado los niveles de citoquinas con carácter diagnóstico-

pronóstico después la reparación herniaria. En uno de ellos un BMI elevado en los pacientes, con niveles pre-

operatorios bajos de proteínas séricas/albúmina y altos de IL1βra, podría predisponer a la formación de seroma  

(122).  También se ha evaluado el drenaje de pacientes después de la reparación primaria observándose la 

típica respuesta pro-inflamatoria con niveles  elevados de IL1β, IL1βra, IL10, IL6 y  b-FGF que decrecen a partir 

del 1er día después de la intervención (el seguimiento de los niveles fue realizado durante 4 días). En cambio 

los niveles de IFNγ  y VEFG se elevaban  a partir del 3er día de la operación (121). En todos los casos, esté 

desequilibrio inicial en la respuesta inflamatoria podría impedir una correcta regulación de la función de los 

fibroblastos en fases posteriores y de la reparación de la pared abdominal. 

 
 
Posibles similitudes con otros tejidos conectivos densos: Tendinopatías 
  
 A pesar de no tratarse de una patología asociada a la hernia incisional, las características del tendón como 

tejido conectivo denso y su función estructural nos podrían facilitar un punto de partida para encontrar 

similitudes con el proceso que sufre la aponeurosi de los pacientes con hernia incisional. Tanto un tejido como 

otro se pueden encontrar sometidos a un sobreesfuerzo mecánico en condiciones límite (por intensidad y/o 
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duración), laceraciones o cortes quirúrgicos, y cuando se produce el daño tisular la recuperación de ambos 

pasa ineludiblemente por la intervención del sistema inmune a través de un proceso inflamatorio agudo inicial.  

 

Estos últimos 10 años, el estudio de las tendinopatías ha mostrado un cambio en el paradigma de la necesaria  

presencia de un infiltrado celular inflamatorio para ejercer  una acción deletérea sobre el tejido donde actúa. 

De forma habitual, hasta ahora, se hacía referencia a la tendinitis como un proceso inflamatorio con una 

sintomatología de dolor crónico. Sin embargo los diversos tratamientos antiinflamatorios existentes no han 

tenido la capacidad para controlar dichos procesos, mostrando los estudios histológicos de muestras humanas 

lesiones degenerativas, sin inflamación aparente o mínima. Debido a esto, el concepto de tendinitis ha ido 

siendo abandonado por el de tendinopatía, y cobra fuerza la hipótesis de que el tendón puede sufrir procesos 

inflamatorios (tendinitis) y degenerativos (tendinosis) secuenciales, o coexistentes (123; 124). Así, se pueden 

dividir las tendinopatías en: tendinitis agudas; tendinitis agudas seguidas por una tendinosis crónica; y 

tendinosis crónicas. El primer tipo suele responder a procesos de laceración/incisión quirúrgica o esfuerzo 

puntual, mientras que los otros dos a fenómenos de sobrecarga o esfuerzo continuo. Un hecho muy 

importante a considerar es con frecuencia la tendinopatía tiene una fase silente (sin dolor) que es difícil de 

diagnosticar, dificultando el diagnóstico y pronóstico de la patología (125), al igual que en muchos casos de 

hernia incisional. 

 
 Al igual que en la patología de la hernia incisional, existen estudios epidemiológicos que demuestran la 

existencia de factores extrínsecos e intrínsecos asociados a las tendinopatías por sobrecarga del tendón.  Entre 

los extrínsecos podemos describir, la sobrecarga en actividades como el deporte y la vida laboral, errores en la 

metodología en el entrenamiento deportivo y la fatiga. Otros factores de tipo físico/químico pueden ser las 

condiciones ambientales adversas, el uso de drogas como antibióticos, estatinas y corticoesteroides.  Por lo 

que hace referencia a factores intrínsecos, se asocian patologías endocrino-metabólicas (obesidad, diabetes 

mellitus, hipertensión, hiperlipidemia, hiperuricemia, hiperparatiroidismo, hipertiroidismo), infecciosas, renales 

(fallo renal crónico), como inflamatorias (psoriasis, lupus eritematoso sistémico). El envejecimiento también es 

un factor de riesgo en sí mismo. Al progresar la edad se produce una reducción del flujo arterial, resultando en 

una hipoxia local, generación de radicales libres, y un metabolismo/nutrición deficientes que genera una 

condensación no enzimática de la glucosa y sacáridos reductores no utilizados en los grupos aminos del 

colágeno, dándose una acumulación de glicanos o advanced glycation end products (AGEs) (común en 

pacientes con diabetes). Esta glicosilación provoca que los tendones se vuelvan más rígidos y con menos 

capacidad de resistencia a tensiones. Estos AGEs modulan la actividad de los fibroblastos y células endoteliales 

mediante receptores de membrana, mediando señales de proliferación y/o apoptosis, y la secreción de 

factores de crecimiento (126; 127). 

 

Respecto a la histología, las zonas en donde se observan procesos inflamatorios y procesos degenerativos se 

encuentran a menudo colindantes, y no de forma aislada. Los tendones afectados muestran una estructura 

intratendinosa poco definida, perdiéndose la estructura típica del tendón mostrándose amorfa. El 90% de la 



  Introducción 

61 
 

muestras biopsiadas de zonas sintomáticas de pacientes presentan cambios histológicos degenerativos 

(hipóxicos, hialinos, mucoides, fibrinoides y inclusiones de tejido adiposo). Curiosamente, la celularidad del 

tejido no es homogénea. En  unas se encuentra incrementada, y en otras se pueden encontrar áreas con 

ninguna o pocas células con núcleos picnóticos. Las fibras de colágeno se encuentran comúnmente desunidas y 

con depósitos de GAGs y glicoproteínas (mucoide), entre ellas. Al igual que en la hernia incisional, los pacientes 

afectados presentan un mayor porcentaje de colágeno III, el cual es deficiente en número de uniones entre si y 

dentro del tropocolágeno. Algunos tipos de tendones presentan neovascularización, relacionándose de forma 

positiva con los pacientes que sufren dolor. Sorprendentemente parte/combinaciones  de estas características 

también se pueden observar en la población aparentemente en la población no afectada (menor de 35 años 

asintomáticos). Por lo que hace referencia a la zona peritendinosa se observan con frecuencia cambios que 

están más presentes en tendones con vaina  sinovial. Al igual que en el área intratendionosa, en la  fase aguda 

de la patología se presentan zonas con infiltrado inflamatorio (con fibroblastos proliferantes en el exudado), 

concomitante con zonas degenerativas Posteriormente en la fase crónica se observa un engrosamiento del 

tejido con la presencia de fibroblastos y miofibroblastos remodelando el tejido (126; 127) . 

 
 Está perfectamente documentado y descrito que el ejercicio realizado de forma correcta, y de larga 

duración, en condiciones fisiológicas, refuerza el tendón. Durante el entrenamiento y/o ejercicio se adapta 

bioquímicamente liberando factores de crecimiento y hormonas inflamatorias de forma local y sistémica. Está 

liberación permite la remodelación y crecimiento de las fibras. En cambio si se produce una sobrecarga del 

tendón (por exceso y/o duración), las fibras de colágeno comienzan a desunirse, dándose a lugar microtraumas,  

perdiendo el tejido su estructura funcional. Si se permite la recuperación en un tiempo adecuado se conseguirá 

volver al estado inicial previo al microtrauma bajo unas condiciones óptimas de irrigación sanguínea. Por el 

contrario si se repite de forma persistente la generación de microtraumas/microrupturas, la capacidad de 

recuperación podría ser excedida, con el consiguiente daño a la vascularización. La extensión de las 

microrupturas (área y frecuencia) en el tejido, conjuntamente con el daño vascular, son los elementos que 

parecen detonar la tendinopatía (126; 127) . Michele Abate et al. (123) proponen la hipótesis (“Iceberg Theory”) 

que en condiciones de anoxia los mecanismos de reparación se activan para reparar el tejido (MMPs, ADAMTS, 

NOS, GDFs and Scx), pero al mismo tiempo se genera una reacción sobreestimulada inflamatoria que daña el 

tejido. Esta es ejercida por la sobreexpresión de MMP-3, citoquinas y hormonas pro-inflamatorias (VEFG, PDGF, 

leucotrienos y PGE2). De hecho la hipoxia regula la sobreexpresión de VEFG (vía hypoxia-inducible factor 1; 

HIF1) que a su vez induce la expresión de MMPs y la infraexpresión de TIMP-3. El efecto final es el 

debilitamiento de la estructura y función del tendón, iniciándose la neoangiogénesis. Acompañando está 

neoangiogénesis, se produce la proliferación de nervios que determina de forma histológica el paso de la fase 

asintomática a la sintomática de la tendinopatía. En esta fase los niveles locales de glutamato pueden elevarse 

de forma muy pronunciada promoviendo la apoptosis de las células de tejido. Durante la proliferación se 

liberan los neuropéptidos substance P (SP) y calcitonin gene-related peptide (CGRP) por mastocitos cercanos, 

además de mediadores celulares (histamina, prostaglandinas, y leucotrienos), regulando la actividad de los 

fibroblastos y la permeabilidad vascular. Según los autores,  esta la liberación podría generar un proceso de 



  Introducción 

62 
 

inflamatorio de origen neurogénico. Esta hipótesis o teoría descrita por estos autores explicaría la aparición de 

los síntomas después de una recuperación no adecuada, de forma que aunque no existiese dolor, la estructura 

intratendinosa se encontraría dañada. Al mismo tiempo explicaría como se podría producir una ruptura del 

tendón con signos evidentes de degeneración sin dolor aparente. Esta forma silente de desarrollo de la 

tendinopatía sugeriría similitudes con la hernia incisional, que podría darse antes de la incisión (debido al 

efecto deletéreo  de las patologías asociadas y a otros factores biológicos) y después.  

 

1.3.2 Nuevos escenarios: ¿Hacia una biología de la hernia incisional?   

 
 Como ya hemos indicado previamente, la historia de la investigación sobre la hernia incisional se ha 

centrado casi íntegramente en resolver la preocupación necesaria y primaria del cierre de la pared abdominal, 

sin profundizar en los mecanismos biológicos silentes que predisponen al paciente al desarrollarla después de 

la cirugía. Independiente del factor técnico de la cirugía, la aparición y desarrollo de la hernia incisional es 

multifactorial asociándose a multitud de patologías o situaciones adversas. En su conjunto, todas ellas tienen el 

nexo común de que pueden inducir un efecto deletéreo sobre la pared abdominal: anoxia, desnutrición, 

inflamación, alteración de la dinámica de la ME. Esto supondría un esfuerzo adicional a los mecanismos de 

reparación del organismo después de la cirugía. Los factores que pueden afectar a la reparación del tejido son 

tanto sistémicos como locales, pero al final recaen sobre la fascia y el músculo de la pared abdominal. Esto 

sugiere que características no patológicas (o silentes) propias de la pared abdominal podrían habilitar la 

aparición de la hernia incisional después de la cirugía. Esta hipótesis  tiene su mayor base, en un subgrupo de 

pacientes sin defectos previos en la cicatrización, o con antecedentes familiares, que desarrolla la patología al 

cabo de diversos años. Evidentemente, en aquellas hernias incisionales que aparecen de forma rápida,  el 

componente multifactorial hace difícil establecer que factores han podido contribuir de forma significativa y la 

magnitud de la incidencia, e incluso si son o no de tipo técnico. 

 

El enfoque que se ha seguido hasta ahora es asociar la hernia incisional a una determinada patología o 

situación de estrés, para evaluar el riesgo asociado de su aparición. Quizás se tendría que cambiar el foco de 

atención y situarlo dentro del tejido, a nivel celular y molecular (biológico), para entender el origen y desarrollo 

de la patología. Si al final todos los efectos nocivos de los factores asociados y características propias del 

paciente transcurren en el tejido, es razonable pensar que los mismo actores a nivel celular y molecular 

(fibroblasto, respuesta inflamatoria, mecanotransducción) deben estará operando de forma similar. Esto 

suprimiría el ruido de fondo (el origen multifactorial) que no nos permite observar el origen biológico de la 

hernia, y sobre todo en qué medida colaboran de forma característica los diversos factores (patologías 

asociadas) a nivel molecular. Por extensión, la investigación en el campo de la hernia podría ser aplicada a 

aquellas patologías a las que en un primer momento se las asoció, y de las cuales se desconocían los 

mecanismos celulares y moleculares por las que actuaban en la pared abdominal y en otros tejidos.  
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El foco nuevo de estudio, por tanto, se centraría en el fibroblasto y su microentorno tisular, en el que se 

caracterizarían tanto la célula como la MEC, y los mecanismos de regulación bidireccional entre los dos.  Si bien 

se han estudiado ciertos actores a nivel celular y molecular en la hernia incisional (estudios en fibroblastos, 

MMPs, colágeno, citoquinas), para la compresión global del sistema biológico de la pared abdominal se 

requerirían disciplinas de las ómicas (i.e genómica, transcriptómica, proteómica). Los resultados obtenidos 

revertirían directamente en el diseño de nuevas prótesis o biological scaffolds más eficientes en la reparación. 

Además la revelación de los mecanismos podría habilitar métodos de diagnóstico, para la utilización preventiva, 

por ejemplo, de prótesis. En estas nuevas aproximaciones el estudio del músculo debería ganar más 

importancia, por ejercer la mayor parte de la fuerza en la pared abdominal. Su características más dinámicas en 

los procesos regenerativos y inflamatorios, sugiere también un papel crucial en el inicio y perpetuación de la 

patología.   
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1.4 Tratamiento actual 
 

  El objetivo de cualquier tratamiento de la hernia es restablecer la continuidad y  funcionalidad de la pared 

abdominal. La solución más empleada a la actual (previa a los años 60) era la reconstrucción anatómica por 

simple sutura de aproximación (o rafias). En está, el cirujano hacía una incisión en la pared abdominal (en la 

zona afectada por la hernia), recolocaba la víscera en su posición normal dentro de la cavidad y por último 

suturaba la abertura.  Esta sutura creaba una distorsión de las fibras musculares,  una elevada tensión, lo cual 

causaba dolor y un período de recuperación más largo. La tensión en la cicatriz podía llegar a provocar la 

isquemia del tejido y dehiscencia de la herida (apertura espontanea de la cicatriz después de la sutura), además 

de dar lugar a un índice de recurrencia muy elevado. Más tarde surgieron técnicas de auto-plastia (i.e  fascia, 

músculo y piel), con el objetivo de eliminar la tensión que ofrecían las rafias,  que solían desembocar en fracaso 

(4).  De este modo, los inconvenientes técnicos condujeron al cambio de la opción de reconstrucción 

anatómica por la de sustitución sin tensión de la zona afectada mediante materiales protésicos (material de 

elevada biocompatibilidad y funcionalidad), que ofrecían una continuidad en la pared, evitando distorsionar la 

anatomía. Este cambio de cómo abordar la reparación se inició por O. Witzel en 1900 (128) y fue instaurado 

por Francis C. Usher en 1963. Esto facilitó la reconstrucción de los defectos con unas suturas libres de tensión  

(129;130; 131). 

   

Desde los años 80 el polipropileno, el poliester y el politetrafluoroetileno, y sus posteriores modificaciones, han 

llegado a ser los materiales protésicos (mallas o parches) de uso más común en la cirugía de la pared 

abdominal. Los tres poseen una buena capacidad de integración en el paciente sin perder su resistencia 

estructural, pero con diferencias condicionadas a su estructura y composición. Las modificaciones posteriores 

han mejorado aspectos de biocompatibilidad y han explorado  la biodegradabilidad (132; 133). La aplicación de 

las prótesis y el desarrollo de la técnica laparoscópica desde los años 90 han permitido el abordaje de cualquier 

área dañada simplificando sensiblemente la reparación (134). A pesar de ello, la restauración óptima está 

todavía por llegar con una tasa de recidivas elevada dependiendo de la complejidad de los casos, 

complicaciones asociadas a la cirugía, y sin olvidar tampoco la  funcionalidad disminuida de la pared abdominal 

resultante (2). Diferentes esfuerzos se han realizado para poder sistematizar el tratamiento de las hernias 

incisionales con el objetivo de mejorar los resultados, tanto en el sentido de recoger la información de forma 

correcta y apropiada para poder analizarla, como en el sentido de poder aplicar un diagrama de actuación claro 

y definido. Uno de los más recientes es el realizado por The ventral Hernia Working Group formado por 

investigadores de diferentes centros de investigación de los Estados Unidos. Este grupo de trabajo propuso un 

sistema de clasificación de pacientes según el grado de gravedad basado en los factores de riesgos del paciente 

y de la herida. Esto permitiría al cirujano seleccionar la técnica quirúrgica y los materiales más adecuados para 

el tratamiento (135).  
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1.4.1 Manejo de la hernia incisional 

  En la actualidad la mayoría de las hernias incisionales se reparan mediante cirugía, incluso cuando son 

asintomáticas (en ciertos casos). La elección de la cirugía se aconseja cuando son hernias sintomáticas, tienen 

posibilidades de incarceración (aprisionamiento de los órganos internos con posterior estrangulación y/u 

obstrucción intestinal), o porque por su gran tamaño puedan generar problemas en las actividades cotidianas. 

El tratamiento no quirúrgico (i.e fajas ortopédicas) se encuentra asociado a una gran incidencia de 

incarceraciones, que conllevan obstrucciones intestinales, estrangulaciones, y elevada mortalidad; sin embargo, 

puede ser el tratamiento de elección (con un seguimiento adecuado)  en los casos en que el paciente presenta 

comorbilidades significativas o una hernia estable asintomática de pequeño tamaño. En este supuesto, el 

equipo médico realiza un análisis riesgo/beneficio de la reparación quirúrgica considerando la mortalidad 

asociada a la reparación electiva,  la posibilidad de recurrencia, la de incarceración, y la esperanza de vida del 

paciente (2; 136; 137). 

 

1.4.2 Evaluación del paciente y preparación pre-operativa  

 Los pacientes con hernia incisional presentan con más frecuencia incomodidad y malestar que en las 

demás hernias abdominales. La mayoría de pacientes se caracterizan por presentar síntomas crónicos que los 

dirigen a una evaluación electiva. Al menos un 25% presentan incarceraciones de diferente grado y una 

incidencia de estrangulaciones del 1%. El  enfoque o acción terapéutica resigue un protocolo que considera una 

serie de variables (136; 138;139):  

 

 

 

La preparación pre-operatoria aconseja, cuando la hernia abdominal es compleja o el examen clínico es 

considerado no suficientemente concluyente (particularmente en hernias recurrentes con múltiples defectos), 

el análisis de las imágenes realizadas por tomografía computarizada. Esta facilita la delimitación de las capas de 

la pared abdominal y cualquier defecto presente. Así también, algunos autores sugieren la administración de 

antibióticos de forma profiláctica, sobre todo con el uso de materiales protésicos, aunque no se han realizado 

todavía estudios aleatorios controlados que demuestren su utilidad. En ciertas circunstancias el paciente es 

sometido a una preparación pre-operatoria que puede implicar la pérdida de peso y fisioterapia respiratoria 

con el objetivo de conseguir un resultado final óptimo. Las dehiscencias se resuelven con diferentes técnicas y 

con suturas absorbibles o/y mallas (140; 141). En este sentido, el uso preventivo de mallas para evitar el 

a) Estado general del paciente (estado nutricional, actividad profesional), edad, sexo, 

patologías asociadas (diabetes, obesidad, trastornos cardiorespiratorios) y  tratamientos 

farmacológicos (corticoesteroides, quimioterapia) 

b) Ubicación topográfica, volumen del saco herniario, tamaño y estado del orificio de este  

(fibrosis, rigidez, forma) 

c)  Presencia de una hernia multirrecidivada 
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proceso herniario en pacientes con factores de riesgo asociados se encuentra en debate (142), como es el  caso 

del aneurisma aórtico abdominal (143). En este sentido, y como se comentará más adelante, el uso preventivo 

de mallas para evitar el proceso herniario en pacientes con factores de riesgo asociados se encuentra en 

debate (142), como es el  caso del aneurisma aórtico abdominal (143). 

 

1.4.3 Técnica operatoria y abordajes 

 La intención de la técnica operatoria debería ser restablecer la funcionalidad de la pared abdominal y 

obtener una auténtica reparación dinámica sin una tensión excesiva o inadecuada.  La pared abdominal es una 

estructura de soporte y reacciona dinámicamente a las fuerzas externas e internas. Una tensión no suficiente  

ocasiona una separación de los límites de la herida y una pobre organización del colágeno en la incisión. Por el 

contrario, una tensión excesiva conduce a isquemia y a una dehiscencia de la herida. Por tanto, una tensión 

fisiológica adecuada, nos sitúa entre estos dos límites con un resultado óptimo. De forma general el plan de 

reparación sigue las siguientes pautas comunes independientemente de la técnica operatoria (136): 

 

 

 

Para este esquema de actuación, las técnicas actuales se podrían dividir de forma general en dos grupos: las 

técnicas basadas en la autoplastia  y las basadas en el uso de materiales protésicos.  A su vez también se las 

podría clasificar en técnicas de cierre con tensión y sin tensión. De la intersección de las dos clasificaciones 

aparecen los tratamientos que se emplean en estos momentos (144; 131): 

 

 

 

a)  Cierre primario o reparación primaria. 

b) Técnica abiertas (ej. Laparotomía media) con el uso de materiales protésicos/mallas  

c) Técnica laparoscópica con el uso de materiales protésicos/mallas 

d) Técnica de separación de partes (components´ separation technique) (autoplastia de la 

propia fascia-musculo  sin tensión, indicada en grandes reparaciones) 

a) Diseño  o planificación de la aproximación técnica dependiendo del tamaño de la hernia 

b) Aislamiento del saco herniario y liberación de su contenido con adhesiolisis completa  

c) Comprobación, desde la vertiente intraperitoneal, de la existencia de orificios secundarios o 

satélites al orificio principal herniario 

d) Retirada de las suturas previas si son hernias multirrecidivada con comprobación 

bacteriológica mediante cultivo 

e) Refrescamiento (limpieza) de los límites del orificio herniario 

f) Reparación del defecto con cierre del orificio herniario 
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1.4.4 Prótesis: la evolución durante el siglo XX hacia los biomateriales 

  Aunque los estudios y aplicaciones de prótesis se iniciaron con las prótesis de carácter metálico al inicio del 

s.XX (sobre todo con gasas de tantalio, usadas de forma habitual), su uso ha quedado reducido especialmente 

en aquellas situaciones de infección. Este tipo de material protésico provocaba una reacción inflamatoria 

elevada que las hacía poco biocompatibles, a pesar de estar caracterizadas por su buena resistencia mecánica y 

permanencia. Así, se planteó la necesidad de encontrar un material no metálico que fuese permanente, 

pudiese tener una función de refuerzo-sustitución, fuese estable delante de infección y que la respuesta 

inflamatoria fuese reducida (145-148). 

 

Poco después de la segunda mundial (1948) el avance en la síntesis de polímeros ofreció una nueva 

oportunidad para el diseño de nuevos materiales protésicos sintéticos. Pero nos tenemos que situar ya en 1958 

cuando Usher publica su técnica de reparación usando una malla de polipropileno, o con los estudios Koontz y 

Kimberly, para poder observar los primeros avances en las prótesis no metálicas. Sucesivamente, en estudios 

pre-clínicos en animales, se fueron estudiando otros materiales como la tela de Orlon (poliacrilonitrilo), la tela 

de Dacron (poliester), la fibra de vidrio, la tela de Fortisan (celulosa) (149),  la tela de nylon (150), la  esponja de 

polivinilo (Ivalon: polímero de alcohol polivinílico, con formaldehido) (151) (152) y polímeros de silicio (Silastic) 

(153). El resultado final fue la selección de tres tipos de mallas sintéticas no-reabsorbibles, que son empleadas 

todavía hoy en día. Estas son: la prótesis de poliester (Mersilene®, Dacron®), la prótesis de polipropileno 

(Marlex®), y la prótesis de politetrafluoroetileno expandido o ePTFE (Soft TissuePatch®; MycroMesh ®; 

DualMesh ®).  

 

La aplicación clínica general de las mallas empieza durante los años 50 con la utilización de la tela de Dacron® 

comercial y la mallas de polipropileno Marlex® en la reparación de hernias inguinales y ventrales. La tela de 

Dacron®  fue la primera malla no metálica de uso clínico que ofreció resultados esperanzadores ya que la 

cicatrización de las heridas se realizaba sin grandes complicaciones, además de aportar resistencia desde el 

inicio (154). Su eficacia fue reconocida más tarde en la década de los 80 y 90 por Stoppa (155) y Wantz 

respectivamente (156). A pesar de esto, su uso fue y ha ido decreciendo en favor de la malla más eficiente de 

polipropileno. Usher, por su parte, fabricó, desarrolló  e introdujo la prótesis de polipropileno o Marlex® ,  que 

debido a sus ventajas (sobre todo a su flexibilidad e integridad), extendió su uso con facilidad desplazando a las 

prótesis metálicas (157) (158) (159). El mismo Usher mejoró la primera versión en 1963, diseñando una red 

tejida de fibra de monofilamento de polipropileno que se comercializa hasta nuestros días como Marlex® (160).  

Durante el transcurso de casi 3 décadas los buenos resultados en la reparación de la hernia con la prótesis 

Marlex ®, con una eficiente respuesta en presencia de infección, fueron reconocidos en los estudios de Peacock 

(161) y Lichtenstein publicados en 1989 en The American Journal of Surgery (162). La aplicación de este tipo de 

malla ha ido creciendo desde ese momento con el desarrollo de nuevas técnicas que han permitido el abordaje 

de grandes hernias incisionales, con conservación del peritoneo entre los órganos y la  prótesis. También el 

número recidivas se ha reducido con un pequeño porcentaje de infecciones que no requieren la eliminación de 
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la prótesis (163) (164) (165). El uso habitual del politetrafluoroetileno (PTFE) fue posterior. Aunque ya se había 

utilizado con anterioridad, no fue hasta 1963 con Oshige quien describió un proceso para expandirlo 

mejorando su resistencia mecánica, dando lugar al ePTFE (166). Gore mejoro esta técnica y se aplicó 

primeramente de forma clínica en prótesis vasculares, para posteriormente ampliar su aplicación (en forma de 

hojas micro porosas) en la reparación de hernias y otros defectos de tejidos blandos (167; 168). A través de la 

denominación comercial de Soft TissuePatch®, se introdujo clínicamente por primera vez en 1983 (169). Esta 

prótesis ofrecía una resistencia comparable a las de poliéster y polipropileno. Más tarde se realizaron 

modificaciones comercializándose como  MycroMesh® (incorporando macroporos, mejorando la integración 

tejido-prótesis) y DualMesh® (incorporando  una capa no porosa para evitar adherencias con las vísceras). Los 

resultados obtenidos en trabajos clínicos, ya a mediados de los años 80, destacaron su alta capacidad como 

prótesis (sobre todo las disminución de adherencias) (170) (171) (172), que continuaron durante la década de 

los años 90, confirmándolo (173) (174) (175).  

 

1.4.4.1 Biomateriales 
 

Los inconvenientes encontrados con los materiales sintéticos no-reabsorbibles, sobretodo en el aspecto de 

la integración, llevó al desarrollo en los años 80 de los llamados biomateriales. Estos biomateriales, idealmente, 

conseguirían una integración y reparación óptima, sin alterar los tejidos del paciente ni su calidad de vida. Dos 

tipos de biomateriales empleados en mallas son el ácido poliglicólico (Dexon®) y la poliglactina 910 (Vicryl®). Su 

primera aplicación fue como material de sutura que se absorbía lentamente, y dado del éxito, se abordó su uso 

como prótesis. La malla de Dexon® está formada por fibras trenzadas de ácido poliglicólico, dando lugar a una 

red elástica, blanda, distensible y biodegradable. Por el contrario, el Vicryl®, es una tela fina tejida de forma 

compacta que no es elástica. Las características de ambos (excesiva y poca elasticidad, respectivamente) hacen 

que no deban utilizarse como prótesis única en la reparación de las hernias abdominales. 

 

A partir del año 2000,  las investigaciones sobre materiales no-sintéticos, ofrecieron la matriz de colágeno 

dérmica acelular (de origen humano o porcino, Alloderm®  o Permacol®) o la matriz porcina de colágeno 

acelular de la submucosa del intestino delgado (Surgiris®) para la reparación de tejidos blandos. Estas matrices 

también denominados implantes biológicos derivados de la MEC (IBMEC) tiene la gran ventaja de promover el 

crecimiento celular dentro de ellas y la revascularización (debido a su similitud con los tejidos adyacentes), 

evitando las infecciones, y llegando a integrarse en el cuerpo del paciente durante el proceso de remodelación. 

Al mismo tiempo, reducen la posibilidad de inflamación crónica, la formación del tejido denso fibroso  y la 

formación de adherencias.  En resumen, presentan una  posible mejor biocompatibilidad. Respecto al origen, 

los IBMEC derivan de tejidos de mamíferos (dermis, pericardio, submucosa de intestino delgado), con una 

estructura de soporte de colágeno. Un aspecto que se debe señalar es que el origen (conjuntamente con la 

edad del donante) influye en la composición del implante, tanto de proteoglicanos como y de diferentes tipos 

de colágenos, afectando las propiedades mecánicas, el tamaño y grosor del implante. Para poder obtener estos 

implantes se deben eliminar las células de ellos, de forma ligera, manteniendo gran parte de la diversidad de 

las biomoléculas, o extensa, en la que solo queda básicamente el colágeno. Además, para estabilizar esta 
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matriz o andamio de  colágeno, se realiza un crosslink químico (ej. glutaraldehído,  hexametilendiisocianato) 

entre las moléculas para poder evitar la degradación in vivo.  Por último, los diferentes modos de elaboración 

hacen que  la respuesta biológica del tejido del paciente también pueda ser diferente, tanto por las 

características mecánicas (que van variando con el tiempo), como biológicas de interacción implante-huésped. 

La evolución de las IBMEC a lo largo plazo todavía no se ha podido definir de forma concluyente, ni tampoco 

cómo afecta al estado final del tejido. En todo caso, su uso queda, hoy por hoy, circunscrito a situaciones en 

donde la utilización de prótesis sintéticas esté desaconsejado, como es el caso de cirugías sépticas o 

contaminadas, o pacientes inmunodeprimidos. Esto es debido a que la resistencia mecánica disminuye 

rápidamente y a su elevado coste, de manera que normalmente se utiliza material sintético absorbible como el 

Vicryl® (61) (176) (177) (178). A pesar de estos inconvenientes, se están realizando  grandes esfuerzos en el 

diseño de IBMEC. 

 

La dificultad de elección de una malla de características ideales fue el desencadenante del desarrollo de las 

mallas compuestas por más de un material o composites, en la última década del s.XX. La mayor ventaja de 

estos materiales es que pueden ser aplicados en el espacio intraperitoneal por su bajo índice de adherencias. 

La mayoría de estos composites continúan usando los materiales básicos anteriores sintéticos no-absorbibles - 

polipropileno, polyester, ePTFE- pero además se combinan con otros tales como titanio, omega 3, Monocril®, 

PVDF y ácido hialurónico. En los apartados siguientes la descripción de las características y comportamiento de 

la mallas se centra básicamente en aquellas sintéticas, que son las que de forma clara la elección mayoritaria 

en la cirugía abdominal 

 

1.4.5 Características de las prótesis y aplicaciones 

  El objetivo del uso de las mallas en su inicio fue bastante simple: la malla era un material que podía ser 

usado como refuerzo de la pared abdominal con la formación del tejido de cicatrización. Por tanto, era de 

esperar que aquellas con una resistencia mecánica más elevada y con una capacidad elevada de generar una 

buena respuesta de cuerpo extraño (RCE), y por tanto de fibrosis, fuesen consideradas las mejores. Más tarde 

se fue comprobando que la reacción fibrótica generaba dolor y restricción de movimientos, y que esta se debía 

limitar. De hecho, la resistencia mecánica o tensil de las mallas, necesaria para soportar la presión abdominal 

máxima, es una décima parte de la que pueden llegar a alcanzar. Por tanto, se llegó a la conclusión de que 

quizás con menos material prostético/malla se generaría una función de soporte correcta pero sin generar una 

fibrosis tan pronunciada. En este punto, se consideró el hecho de introducir mallas de ligeras o de peso menor 

(light-weight meshes) en el tratamiento de la hernia incisional en 1998 con las mallas Vypro®. Hoy en día se 

asume las mejores prestaciones de este tipo de malla respecto a las más pesadas heavy-weight meshes (133; 

179; 65). 

 

El diseño de la malla actual, composición y estructura, se basa en la biocompatibilidad, idea que introduce un 

nuevo concepto: el biomaterial. Según la definición de Williams (1990), se consideran biomateriales aquellos 
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materiales de origen natural o sintético que tienen como finalidad conseguir una función específica en el 

organismo humano, reemplazando o reforzando parcial o totalmente tejidos dañados (180). Así el 

requerimiento principal del biomaterial debe ser su biocompatibilidad, a partir de la cual se podrá generar una 

buena funcionalidad de la misma. Un claro ejemplo de cuando un material no es biocompatible es el ataque 

del sistema inmune en la RCE, pudiéndose producir una respuesta local (que afecta a la zona circundante e 

inflama los tejidos adyacentes), o bien una respuesta sistémica (pudiendo llegar a afectar a otros órganos del 

cuerpo) (181). Los criterios de selección que debería cumplir un material protésico eficiente han ido 

evolucionando desde los años 50, cuando Cumberland y Scales enumeraron los 8 primeros iniciales, hasta hoy, 

cuando Ponka y Greenstein (182) (183) (184) los ampliaron (Tabla 3). El criterio de elección también dependerá 

su finalidad: si es como sustituto funcional de la pared o como simple refuerzo tras el cierre de la hernia y del 

tipo de qué se trate. Así, el biomaterial debería poseer unas características adecuadas para cada determinada 

situación. La realidad es, sin embargo, que no existe de momento el biomaterial ideal y que debemos escoger 

aquel que se adapte mejor a las necesidades requeridas.  Además de la elección del biomaterial como sustituto  

de la pared abdominal, el futuro diseño de los biomateriales debería contemplar la interacción activa y positiva 

en el rescate de la pared de los pacientes afectada a nivel celular y molecular. Esto comportaría la acción sobre 

el fibroblasto y demás células residentes con la finalidad de dirigir su fenotipo hacia una reparación adecuada.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 3. Criterios para la elección del biomaterial   (182; 183; 184) 

1. No ser físicamente modificado por los fluidos receptores 

2. Ser químicamente inerte 

3. No despertar una reacción inflamatoria o de cuerpo extraño 

4. No ser carcinógeno 

5. No producir un estado de alergia o hipersensibilidad 

6. Ser capaz de resistir tensiones mecánicas 

7. Poder ser fabricado en la forma requerida 

8. Poder ser esterilizado 

9. Ser poroso 

10. Ser flexibles y fácilmente manejables 

11. Coste económico no muy elevado 

12. Buen comportamiento ante la infección 

13. Buen comportamiento en contacto con las vísceras abdominales 
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1.4.5.1 Estructura, propiedades y biocompatibilidad 
  

  Las mallas pueden estar constituidas por monofilamentos, multifilamentos (entrelazados) o láminas (ej. 

ePTFE). El tamaño del poro, el peso y la composición determinarán las propiedades y las posibles 

aplicaciones .La presión intra-abdominal generada al toser o saltar en un adulto suele situarse alrededor de 170 

mmHg. Luego las mallas usadas en reparaciones de grandes hernias deberían soportar al menos 180 mmHg 

antes de ceder a tal presión. Esto no es un problema para las mallas utilizadas actualmente. Así, las de bajo 

peso pueden llegar a soportar presiones hasta 360 mmHg sin llegar a romperse. Por lo que hace referencia a la 

reacción del cuerpo extraño, la porosidad es el mayor factor a considerar. Los poros deben ser de más de 75 

µm para permitir la infiltración de macrófagos, vasos sanguíneos, fibroblastos y la deposición de colágeno. Las 

mallas con mayores poros permiten un mayor crecimiento del tejido blando y son más flexibles debido a la 

falta de formación de puentes entre los granulomas (nódulos inflamatorios) creados en torno a los filamentos 

de las mallas durante la RCE. El engrosamiento, por causa del granuloma, de las fibras de la malla puede llegar 

a ser confluente con las adyacentes, generando una dura lámina de cicatrización con reducida flexibilidad. Este 

hecho es característico de mallas con poros inferiores a 800 µm. 

 

El peso de la malla depende del peso del polímero y del poro de la malla (cantidad de material usado). Las 

mallas pesadas (100 g/m2; 1.5 g para una malla de 10x15 cm)  utilizan polímeros con densidad elevada, tienen 

poros pequeños y una alta resistencia mecánica derivada la gran masa de material, que promueve una gran 

RCE, resultando en una gran cicatriz. Por el contrario, las mallas ligeras (33 g/cm2;  0.5 g para una malla de 

10x15) están compuestas de finos filamentos formando una red de poros más grandes que las anteriores (>1 

mm). El resultado es una RCE menos intensa y una malla más flexible manteniendo la capacidad mínima de 

resistir presiones de 170 mmHg (16 N/cm). Considerando que la pared abdominal tiene una elasticidad propia 

del 38% a 32 N/cm por la presión intra-abdominal, las mallas pesadas, que tienen una elasticidad propia solo 

del 4-16% a 16 N/m (las ligeras la tienen del 20-35%), pueden suponer un obstáculo para la distensión correcta 

del abdomen. Otro factor a considerar es la degradación de la malla o la calcificación, que se ha observado 

principalmente en mallas de polyester (que podría ser ocasionada por hidrólisis) y en mallas de  poros 

pequeños, respectivamente (133) (185) (186).  

 

Respecto a la biocompatibilidad de los materiales actuales, estos son física y químicamente inertes. De forma 

general son estables, no inmunogénicos, ni tóxicos. A pesar  de ello, no son biológicamente inertes ya que 

generan la RCE. Esta respuesta modulada por el sistema inmunitario, que implica inflamación, fibrosis, 

calcificación, trombosis y la formación de granulomas, es muy diferente a aquella que ocurre en la reparación 

por simple sutura. Si bien el tamaño de poro define la magnitud de la RCE, esta es bastante uniforme 

independientemente de la composición de la malla, aunque su presencia altera la composición del colágeno en 

torno a ella. Así, la relación colágeno tipo I/III (el tipo III, típico de fases iniciales de la reparación) es inferior en  

el tejido circundante a la malla, comprometiendo la resistencia y estabilidad mecánica del complejo tejido-

malla (187-190). 
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1.4.5.2 Complicaciones en el uso de las mallas: infección, adhesión, seroma y dolor 
  

 Las complicaciones que presentan las mallas son un reflejo de sus propiedades. Uno de las principales 

complicaciones es la infección ya que es difícil de eliminar, incluso con la extracción de la malla. La bacteria se 

adhiere al polímero sintético creando un biofilm que la protege ante la respuesta del sistema inmunitario, 

cronificándose la infección. Este riesgo está principalmente relacionado con el tipo de filamento y el tamaño de 

poro. Mallas con microporos (ex. ePTFE) o multifilamento presentan un riesgo mayor de infección debido a que 

los neutrófilos y macrófagos no pueden pasar a través de poros inferiores a < 10µm, pero sí las bacterias que 

penetran y residen fácilmente. Así, las mallas con menor riesgo de infección son aquellas monofilamento con 

poros  mayores de 75µm (133). 

 

El riesgo de adhesión también es considerado como una complicación importante. Esta adhesión es resultado 

del exudado de fibrina que ocurre durante un trauma. La fibrina forma adhesiones temporales hasta que el 

sistema fibrinolítico la absorbe. De forma crítica esta absorción está disminuida en situaciones de isquemia, 

inflamación o RCE (ej. mallas), dando como resultado a adhesiones no temporales si no permanentes. Todas las 

mallas generan adhesiones dependiendo del tamaño de poro, estructura de filamento y su superficie. Las 

mallas pesadas inducen una fuerte reacción fibrótica que genera una gran adhesión. En cambio, las mallas de 

microporos de ePTFE no generan adhesiones, pero no se adhieren fuertemente a los tejidos circundantes. Para 

resolver esta situación se diseñaron los composites. En los composites existe una capa de material en contacto 

con las vísceras que no genera adherencias (ni una fuerte RCE), mientras otra se encuentra orientada a la 

musculatura y fascia abdominal que si lo hace. La combinación más frecuente en los composites era la de 

polipropileno/ePTFE, pero se han ido añadiendo otras substancias como el PDVF, celulosa y ácidos grasos 

omega-3 (191). El riesgo de dolor crónico asociado con el uso de mallas es reducido comparado con el de la 

reparación por simple sutura, aunque sigue siendo grave. Esto se argumenta debido a la aplicación de técnicas 

libres de tensión más que al uso de las mallas en sí. Aún así el dolor crónico llega alcanzar un riesgo asociado 

por encima del 50%. Este dolor se puede dar por diversas razones. Cuando se inicia justo después del periodo 

post-operativo es usualmente debido  a un nervio dañado durante la cirugía. En cambio, si este comienza 1 año 

más tarde es debido a la RCE. Esto se pone de manifiesto cuando se extraen las mallas ya que se observan 

fibras nerviosas y fascículos en la RCE dentro de la malla (neuromas) (192). 

 

1.4.5.3  Recuperación de la resistencia tensil de la pared abdominal después de la cirugía 
 

 En el proceso de sanación de la pared abdominal después de la cirugía se genera la cicatriz en los tejidos 

más superficiales y la reparación del tejido subcutáneo de la miofascia. Durante este, la resistencia tensil de la 

pared abdominal a la presión interna de la cavidad abdominal y a los esfuerzos físicos va incrementándose 

paulatinamente. La resistencia tensil óptima se conseguirá con el progreso adecuado en las fases antes 

descritas de la reparación. Así, el riesgo de sufrir una dehiscencia, aunque bajo (0.1% de incidencia), es mayor 

en aquellos momentos donde tanto la cicatriz, como el tejido miofascial, no han conseguido recuperar una 
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estructura y propiedades físicas  óptimas (lag phase,  o fase de retardo o latencia). De hecho algunos autores 

sugieren que la baja incidencia de la dehiscencia es en realidad del 11% en las hernias desarrolladas en un 

periodo de 2-4 años posterior a la cirugía. En estos pacientes, la cicatriz superficial se ha formado 

correctamente pero el tejido miofascial no lo ha hecho de la misma forma, comprometiendo la resistencia 

tensil de la pared abdominal (9; 193). En este sentido, un estudio experimental en nuestro laboratorio en ratas, 

indicó que la administración de L-arginina en ratas a las que se les había incorporado una malla de 

polipropileno, mejoraba la resistencia de la malla a largo plazo, reduciéndose al mismo tiempo la dureza debida 

a la RCE mejorando la integración (194). Esto pone en evidencia que no solo la malla en sí, si no las condiciones 

del receptor, pueden influir en el rendimiento de las prótesis (Figura 16). 

 

 

Figura 16. Evolución de la resistencia tensil de la herida durante el proceso de reparación. Adaptado de Franz MG (The 
Biology of Hernia Formation. Surg Clin North Am. 2008; 88(1): 1–vii). 

 

 

1.4.6 Prevención de la hernia incisional 
 

 La prevención de la hernia incluiría tanto factores técnicos como factores biológicos relacionados con el 

paciente. Dentro de los factores técnicos, la prevención comprende todos aquellos procesos que puedan 

afectar a la recuperación apropiada del tejido. Uno de los más importantes sería que el cirujano debería aplicar 

la mejor aproximación técnica para la incisión y cierre de la laparotomía (ya descritos anteriormente) 

necesarios para resolver un determinada situación. Esto incidiría directamente sobre el riesgo de infección, 

seroma y demás complicaciones, que aumentan la incidencia de la hernia incisional. En la decisión quirúrgica 

de la mejor técnica a aplicar, la investigación de los factores biológicos (intrínsecos y no patológicos) del 

paciente, con  una base celular y molecular,  podría abrir la puerta a la estratificación o segregación de los 

pacientes de riesgo y así individualizar la cirugía. En este sentido, el uso de mallas profilácticas, en la 

prevención de la hernia,  estaría fuertemente justificado, ya que estas comportan un riesgo asociado.  Por otra 

parte, su aplicación debería mejorar el riesgo asociado de desarrollar la eventración sin su uso, y tener una tasa 

de complicaciones al menos similar. Dos ejemplos en los que se ha podido aplicar la malla de forma preventiva 

han sido los casos de cirugía bariátrica y los pacientes con aneurisma abdominal aórtico, en los que ha 
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disminuido el porcentaje de eventraciones y complicaciones asociadas. En el futuro, el estudio de las bases 

celulares y moleculares de la génesis y desarrollo de la hernia incisional deberían ayudar a seleccionar los 

grupos o pacientes de  alto riesgo para la aplicación de las prótesis preventivas. El mismo estudio facilitaría el 

diseño de las prótesis idóneas para cada paciente en particular. Sin embargo, se deberán evitar las 

características o factores relacionados con el paciente que puedan generar un efecto dañino en el tejido 

abdominal y que dificulten su regeneración después de una cirugía, entre ellos la malnutrición, la obesidad, 

tabaquismo, o tratamientos inmunosupresores y corticoesteroides. 
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1.5 Biología celular y molecular de la hernia 
 

 Pocos son los estudios que se centran en la biología de la hernia incisional intentando elucidar los 

mecanismos moleculares que determinan su aparición y progresión. No está claro cómo los factores generales 

pueden actuar sobre las bases celulares y moleculares del tejido, ni cómo estos interactúan entre sí dentro del 

tejido del paciente. Por otro lado, lo que sí parece poner en evidencia la cirugía previa a la hernia incisional son 

los puntos débiles de la homeóstasis de la pared abdominal del paciente. Esto es así ya que las posibles 

limitaciones de las técnicas quirúrgicas no explican el subgrupo de pacientes que desarrollan la hernia incisional 

al cabo de varios años. Si la frecuencia y recurrencia de las hernias incisionales fuese solo debida a factores 

técnicos quirúrgicos, la incidencia disminuiría en el tiempo desde la realización  de la intervención (195). Esto 

sugiere que existen factores de índole biológica, característicos del paciente, que se ponen de manifiesto 

después  de la cirugía.  

 

De forma inicial, los primeros candidatos a considerar como factores biológicos fueron los relacionados con la 

estructura y composición de la matriz extracelular de la aponeurosis, dejando de lado el músculo de la pared 

abdominal. Desde entonces hasta hoy se han ido sumando nuevas hipótesis a la biología de la hernia incisional 

(9) . Los estudios realizados hasta este momento se han basado en comparar el grupo de pacientes que han 

desarrollado la patología después de la cirugía versus aquellos que no la desarrollan. Los nuevos estudios 

deberían describir las características de los pacientes con la patología antes de este evento, para poder 

observar mecanismos celulares y moleculares propios (y silentes) que facilitan el inicio de la hernia incisional.  

Todo ello podría posibilitar la selección de dianas terapéuticas para el desarrollo de nuevas estrategias. 

 

1.5.1 El fibroblasto como factor de riesgo independiente 

 El fibroblasto es el modelo celular preponderante en la aponeurosis, disponiéndose en filas longitudinales 

a través del eje longitudinal de la aponeurosis,  acompañados por células endoteliales, nerviosas y del sistema 

inmune, en menor proporción.  Son células de origen mesenquimal, no totalmente diferenciadas. La forma 

especializada del fibroblasto es el miofibroblasto que solo aparece en situaciones de reparación tisular, o en 

situaciones patológicas, siendo encargados de remodelar y reparar el tejido. Debido a su plasticidad 

mesenquimal el origen de los miofibroblastos podría ser que no fuese el de los fibroblastos residentes. Se 

tienen evidencias de que podrían derivar, además, de monocitos y fibrocitos de la médula ósea (que circulan 

por los vasos, anidando en la región del trauma), de células endoteliales, musculares lisas y epiteliales (estas en 

situaciones patológicas). Los fibroblastos, como los miofibroblastos, son capaces de percibir alteraciones de 

tensión en la MEC del tejido mediante mecanismos de mecanotransducción y de dar respuestas mediante la 

síntesis/degradación /modificación de la MEC circundante (como en situaciones de sobrecarga). Además los 

fibroblastos extienden proyecciones celulares a través de la MEC estableciendo contacto con otros fibroblastos 

a través de uniones tipo gap junctions (vía connexinas), adherens junctions (vía caderinas/α-β cateninas) o 

fibronexus cell-to-cell contacts (vía integrinas/fibronectina). El resultado es una red tridimensional celular que 
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percibe las alteraciones de la tensión de su entorno de forma unitaria y genera una respuesta celular de la 

misma forma. Un ejemplo es la vía de señalización mediante la activación de la focal adhesion kinase (FAK), que 

actúa a través diversas quinasas (c-src / PI3K/ ATK y ERK) regulando el ciclo celular, la mitosis, y la apoptosis. De 

la misma forma, la actividad del fibroblasto está regulada por citoquinas y canales intercelulares (196; 197; 198; 

46; 199). 

 

Aparte de ser una célula efectora en la reparación tisular, participa en la respuesta inmunitaria y el 

reclutamiento de sus células al lugar del daño. Son capaces de producir agentes inflamatorios, como 

prostaglandinas, leucotrienos y especies reactivas de oxígeno, e incrementar la síntesis de PGs (ej. versicanos -1 

y - 2) que facilitan la invasión del componente inflamatorio. El fibroblasto se ve afectado de forma paracrina 

tanto por la acción de otras células (PDGF, IL-6, IL-13, FGF, leucotrienos eicosanoides) como por él mismo 

(IGFBP-3/5, IGF-II, CTGF, IL-33, CXC/CC citoquinas, especies reactivas de oxígeno). Un ejemplo es la IL6 

producida por linfocitos T, macrófagos, músculo esquelético y fibroblastos. En situaciones de daño tisular o 

patológico tiene un carácter pro-inflamatorio pudiendo desembocar en fibrosis. Contraponiéndose, existen 

factores paracrinos como la prostaglandina E2 y la prostaciclina (eicosanoides ambos) que inhiben la respuesta 

fibrótica.  Al mismo tiempo, tanto TGFβ1, IL1β, IL6 pueden actuar de forma autocrina en el fibroblasto siendo 

pro-inflamatorio y pro-fibróticos, neutralizados por los efectos autocrinos anti-inflamatorios, por ejemplo, del 

HFG. El papel de fibroblasto es tan diverso que participa también en la angiogénesis liberando VEGF que actúa 

sobre las células endoteliales, como también en la formación del tapón hemostático liberando PAs y PAIs (199). 

Recientemente se ha podido observar que los propios fibroblastos pueden incrementar la respuesta 

inflamatoria a través de los toll-like receptors, que son receptores que reconocen patrones de moléculas de 

agentes infecciosos y a su vez fragmentos endógenos que proceden del daño tisular (200) (201) (202). Esto 

permite elaborar nuevas hipótesis sobre el inicio y desarrollo de la hernia incisional, ya que otorga al 

fibroblasto un papel más autónomo susceptible de ser desregulado independientemente de otros estímulos, 

sumándose al papel de la mecanotransducción propia.   

 
 A pesar de su papel central en la reparación y respuesta inflamatoria, se ha investigado poco en torno a la 

disfunción de los fibroblastos de la pared abdominal en aquellas ocasiones de fallo en la reparación y 

cicatrización de la herida, tanto de tipo agudo como crónico. De hecho, la gran mayoría de estudios se centran 

en modelos de re-epitelización de queratinocitos. Se desconoce si existe un reclutamiento y/o una regulación 

deficiente de la función del fibroblasto, si los fibroblastos reclutados pertenecen a una población diferente de 

la de pacientes no afectados, o si los mecanismos que regulan la actividad del ciclo celular en determinadas 

situaciones están afectados (9).  Entre estos pocos estudios, en un estudio de 16 pacientes con heridas 

ulcerosas por presión se describieron que los cultivos de fibroblastos primarios del lecho ulceroso llegaban más 

rápidamente a la fase de senescencia que aquellos que procedían de piel normal. Además, los fibroblastos 

senescentes de la úlcera secretaban de forma significativa más plasmina que los de piel normal senescentes y 

no senescentes. También sintetizaban más plasminogen activator inhibitor-1 y TGFβ1 que los senescentes de 

piel normal. Esta desregulación, según los autores, sugería que la respuesta prolongada inflamatoria en el 
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transcurso de la ulceración podía ser un factor que contribuía a las condiciones de la herida crónica (70). Otro 

estudio sobre la influencia de los estrógenos sobre la expresión génica del colágeno en cultivos primarios de 

fibroblastos humanos de cicatriz de piel (con solo un paciente por grupo de estudio), mostraba que aquellos 

que provenían de pacientes con hernia incisional recurrentes presentaban un ratio colágeno I/III inferior. 

Cuando los fibroblastos eran estimulados con β-estradiol, solo el del grupo de mujeres no afectadas veían 

alterada la expresión génica del colágeno tipo  I y III, y no el de hombres sanos y mujeres afectadas. Así mismo, 

en el de  hombres afectados tampoco tenía influencia, demostrándose que β-estradiol no podía ser utilizado 

como hormona para el cambio de la síntesis del colágeno. A pesar del resultado, lo más remarcable de este 

estudio es que los cultivos primarios de fibroblastos de pacientes afectados por hernia incisional recurrente 

presentaban una relación de expresión génica colágeno tipo I/III alterada, sin presencia de células inflamatorias, 

de una MEC pre-existente, o de una red tridimensional celular. Por tanto, los fibroblastos de hernia incisional 

retenían su fenotipo alterado bajo condiciones “in vitro” (68). 

 

1.5.1.1 Proliferación  
 

  Los fibroblastos se ven sometidos a diversos estímulos que regulan el ciclo celular y la proliferación, que 

influyen en la respuesta frente a la cirugía.  La proliferación es el proceso que resulta del incremento de células, 

y se define como el balance entre las divisiones celulares (mitosis) y la pérdida de células por muerte celular o 

diferenciación. El ciclo celular se encuentra altamente controlado por diferentes mecanismos que permiten su 

progresión, o detención. El grupo de proteínas principales que tienen un papel en importante en la regulación 

del ciclo celular son las ciclinas, las ciclinas dependientes de quinasas (cyclin dependent kinases; Cdks), y sus 

sustratos, los inhibidores de las Cdks (Cdks inhibitors; CKI), y los genes supresores de tumores p53 y pRb 

(retinoblastoma protein) (Figura 17). El control de la proliferación ocurre usualmente en la primera fase (G1) 

del ciclo celular. Factores de crecimiento, citoquinas, la adhesión celular al sustrato (mecano-transducción), o 

eventos de daño en el ADN, regulan la entrada en la fase S, donde el ADN se replica. De este modo, el control 

de la fase G1 está intrínsecamente unida al control de la diferenciación, la quiescencia (estado en que células 

no se dividen, con baja tasa metabólica a la espera de señales de proliferación; G0) de las células  progenitoras, 

senescencia (estado en que las células salen del ciclo celular de forma permanente, no dividiéndose más, por 

defectos celulares, para finalmente morir), y respuesta a diferentes tipos de estrés. El paso de la fase G1 a la S, 

es paso de no retorno, que en ausencia de algún tipo de stress (ej. daño celular), conduce a completar el ciclo 

celular y dividirse, y por tanto está altamente regulado. Durante la fase S, la célula es poco sensible a estímulos 

extracelulares, completa la fase S, hasta la fase G2 y entonces entra en mitosis. La decisión de avanzar de G1 a 

S, es punto de restricción y está controlada primariamente por la vía de la pRb. La regulación de esta vía está 

principalmente regulada por ciclinas y sus inhibidores, CKIs. De forma general, las señales mitogénicas (ej. 

factores de crecimiento, adhesión al sustrato, adhesión célula-célula), inducen las síntesis de las ciclinas de tipo 

D, activando la CDK4 y CDK6, que inducen a las ciclinas del tipo E para activar CDK2. La ciclina-D-CDK/6 y la 

ciclina-E-CDK2, fosforilan las proteínas de la familia pRB haciendo que la supresión que existía sobre el factor 
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de transcripción EF2 cese, permitiendo que los genes diana se EF2 se expresen, habilitando la transición G1/S 

(203). 

 

En el caso de la transición de G2-mitosis, esta está controlada por la activación de la CDK1 por la ciclina B. El 

complejo ciclina-B–CDK1 fosforila diversas proteínas durante G2 y al inicio de la mitosis que inicia la separación 

de los centrosomas, la dinámica del Golgi, la rotura de la membrana nuclear y la condensación nuclear, 

participando además en los controles de seguridad o checkpoints de la formación del huso acromático, 

evitando la catástrofe mitótica. Las proteínas INK4 (inhibitor of cyclin-dependent kinase 4) inhiben 

específicamente CDK4-6, mientras que la familia de CKIs p21 (incluye p17, p21, p27) actúa sobre diferentes 

ciclinas. En el caso de p21, su expresión está positivamente regulada por el factor de transcripción p53, en 

parte. Cuando la célula se adhiere a la MEC mediante integrinas, estas activan la FAK que directamente 

participa en el proceso de ubiquinitación y degradación proteosomal de p53, con la consecuente disminución 

de p21, que permite la progresión del ciclo celular. Los estudios sobre el ciclo celular indican que un nivel bajo 

de actividad CDK en G1 es suficiente para la proliferación en respuesta de niveles fisiológicos de mitógenos, 

mientras que niveles significativamente elevados son característicos de situaciones híper-proliferativas, 

inducidas por oncogenes activados (203) (204) (205). 

 

 

 

 

Figura 17. El ciclo celular se divide en cuatro fases G1, S, G2 y M, controlado por las Cdks y las ciclinas. La transición de G1 a 
S está controlada por el complejo ciclina-D–DK4/6 y ciclina-E–CDK2, mientras que el paso a G2 hacia la mitosis está 
controlada por  el complejo ciclina-B–CDK1, donde la célula se divide. Las células pueden pasar a G0 (quiescencia) desde G1 
a la espera de señales de proliferación. Duronio RJ, Xiong Y. Signaling pathways that control cell proliferation (Cold Spring 
Harb Perspect Biol. 2013 Mar 1;5(3)) 
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1.5.1.2 Apoptosis 
 

 La apoptosis es un tipo de muerte celular que elimina y retira las células que no son deseadas por diversos 

motivos. Las células que sobrellevan apoptosis, son desmontadas literalmente de forma controlada para 

minimizar los efectos dañinos a las células vecinas, de ahí también que se llame muerte celular programada. 

Dentro del proceso de reparación-inflamación es un evento necesario para cesar la respuesta celular de forma 

ordenada para evitar procesos tales como la fibrosis, donde los fibroblastos continúan la remodelación de la 

MEC incontroladamente. Dentro de las muertes programadas celulares encontramos la apoptosis (tipo I), la 

autofagia (tipo II), y la necroptosis (tipo III), en contraposición a las no programadas de la necrosis y la 

pyroptosis. La apoptosis se caracteriza por ser inducida por iniciadores como el TNFα, FasL o TRAIL, patógenos, 

o falta de adherencia al sustrato, teniendo como intermediarios las enzimas proteolíticas de las caspasas, no 

produciéndose la rotura de la célula, acompañada de la fragmentación del ADN y la formación de cuerpos 

apoptóticos (empaquetamiento de los orgánulos celulares) (206). El material celular resultante de la apoptosis 

es eliminado por macrófagos. En el proceso de apoptosis las células pierden adherencia con la MEC, 

redondeándose y produciéndose el “blebbing” de la membrana, con  la reversión de la membrana celular 

mostrando los ácidos fosfatidil-colina al exterior,  para finalmente producirse los cuerpos apoptóticos. Dentro 

de la célula se produce la condensación del núcleo y su segmentación, y la hidrólisis extensiva del ADN. Al 

mismo tiempo las mitocondrias y el aparato de Golgi son fragmentados. La inducción de la apoptosis activa la 

cascada proteolítica de las caspasas que convergen en la activación de la caspasa-3, -6 y -7,  degradando 

multitud de proteínas. Esta activación de las caspasas provoca un debilitamiento estructural de la célula, 

actuando proteolíticamente sobre los componentes del citoesqueleto citoplasmático y  nuclear. En el proceso 

de muerte programada las caspasas actúan sobre factores de transcripción y a nivel ribosomal, para detener de 

forma ordenada la actividad celular. La célula en apoptosis también envía señales de atracción para las células 

fagocitarias en forma de danger-associated molecular patterns (DAMPs), como ATP y HMGB1 (high-mobility 

group box-1 protein), y al mismo tiempo muestran en la membrana ligandos específicos (ej. fosfatidil-colina, 

calreticulina) para la que los fagocitos las engullan (207). 

 

De forma esquemática, las vías de activación de las caspasas son tres (a pesar que tienen puntos en común): la 

vía extrínseca, la intrínseca, y la vía del Granzyme B (Figura 18).  De forma esquemática, las vías de activación 

de las caspasas son tres (a pesar que tienen puntos en común): la vía extrínseca, la intrínseca, y la vía del 

Granzyme B (Figura 18). La vía extrínseca se caracteriza por la unión de ligandos extracelulares-como  FasL, 

TNFα- a receptores de transmenbrana de muerte (transmembrane death receptors). La unión de los ligandos a 

los receptores induce el reclutamiento de proteínas adaptadoras (ej. Fas-associated death domain protein; 

FADD) que promueve la unión de moléculas de caspasa-8 y su activación. Esta activación inicia la cascada de 

activación de las caspasas activándose proteolíticamente la caspasa-3 y -7, que a su vez activan otras caspasas, 

provocando la proteólisis de componentes celulares y la muerte celular. La vía extrínseca es activada por 

agentes quimioterapéuticos, irradiación o falta de señales inducidas por la depleción de factores de 

crecimiento o falta de contacto-adherencia a la MEC (estrés celular). Estos estímulos pro-apoptóticos son 
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detectados por uno o más miembros de la BH3-only protein family (BID, BAD, PUMA/p53 upregulated 

modulator of apoptosis, NOXA, BIM activándose (fragmentándose) y sobrepasando los efectos anti-apoptóticos 

de las proteínas de la cell lymphoma-2 (BCL-2) family (BCL-2, BCL-XL), promoviendo la unión de los oligómeros 

de  BAK–BAX en la membrana externa mitocondrial. Esto permite la pérdida del citocromo c hacia el citoplasma 

desde la mitocondria, promoviendo la formación del apoptosoma, formado por 7 moléculas del  apoptotic 

protease-activating factor-1 (APAF1) y 7 homodímeros de caspasa-9. El resultado es la activación de la caspasa-

9 que inicia la activación de demás caspasas. Además, la vía intrínseca  controla la progresión del ciclo celular 

en la mitosis, que si enlentece puede provocar la catástrofe mitótica. En esta situación, se produce un pérdida 

de los miembros de la familia BCL-2, promoviéndose la liberación del citocromo c mitocondrial, activando la 

des-condensación del ADN y su degradación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18.Esquema de las vías de activación de las caspasas. De forma general se puede clasificar las vías de activación de la 
vías de la caspasa en extrínseca, intrínseca y del granzyme B. Taylor RC, Cullen SP, Martin SJ (Apoptosis: controlled 
demolition at the cellular level (Nat Rev Mol Cell Biol. 2008 Mar; 9(3):231-41). 

 

La vía de las proteasas del granzyme B características de los linfocitos T citotóxicos y los naturals killers, se 

requiere de  la liberación del granzyme B dentro de la célula diana mediante unos poros en la membrana 

conformados por la proteína perforina. Esto se consigue con la de-granulación de vesículas especializadas en la 

célula a eliminar. En algunas ocasiones, la vía extrínseca y la del granzyme B pueden activar la vía intrínseca 

mediante la caspasa-8 y la propia actividad del granzyme B, respectivamente. Ambas proteasas proteolizan BID, 
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activándolo (truncated BID; tBID), induciendo la pérdida de citocromo c de la mitocondria y induciendo la 

apoptosis (207). 

 

Los mecanismos de apoptosis siempre están en equilibrio con los mecanismos de supervivencia. Cuando algún 

estímulo externo o interno altera este equilibrio, y la viabilidad celular no es posible, se produce la muerte 

celular programada para evitar propagar el daño y la respuesta inflamatoria. A pesar de la rápida eliminación 

de las células apoptóticas, nuevas evidencias indican que estas secretan moléculas que podrían inducir la 

proliferación, o incluso la apoptosis de células vecinas. Esta función pro-apoptótica en células vecinas, ofrece 

una nueva visión de las patologías degenerativas en las que no hay componente inflamatorio, en donde se 

observa una celularidad reducida y un aumento de la apoptosis (208). Las patologías inflamatorias también se 

han relacionado con la reducida eliminación de componentes residuales de la apoptosis. Todos aquellos 

tratamientos (ej. glucocorticoides, estatinas) o estrés oxidativo que afecta a la capacidad de engullir células o 

cuerpos apoptóticos, o a su reconocimiento por las células fagocitarias, inducen una respuesta inflamatoria 

incrementada y/o crónica. Esta alteración sugiere una posible diana terapéutica (209).   

   

 

1.5.2 Inflamación y degradación tisular 

 En apartados anteriores describimos la respuesta sistémica del organismo, tanto inflamatoria como 

metabólica, frente al trauma de la cirugía. Esta respuesta permite gestionar la respuesta entre los diversos 

sistemas del paciente,  incluida la respuesta local de carácter inflamatorio que se produce en el tejido agredido 

que es el efector final de la respuesta global de todo el organismo. La correcta coordinación entre la respuesta 

sistémica y global es necesaria para la resolución correcta de la reparación como ya indicamos en el apartado 

de susceptibilidad del paciente. El desarrollo correcto de la inflamación, determina un balance apropiado de 

síntesis/ degradación de la MEC, que si no lo es puede dar lugar a fenómenos de fibrosis o degeneración (210; 

211). El efector final de la reparación tisular es el fibroblasto, que se ve afectado por la regulación del sistema 

inmunológico, y en recientes investigaciones se pone de manifiesto que es  capaz de actuar de forma 

autónoma perpetuando la patología inflamatoria (200). Esto, desde el punto de vista de la hernia incisional, es 

interesante, ya que el propio fibroblasto podría ser el causante del inicio y desarrollo de la patología, a partir de 

un primer estímulo desencadenante. 

 

1.5.2.1 La reparación del tejido 
 

 La reparación del tejido después de la laparotomía, implica un proceso complejo, dinámico y organizado. El 

tejido resultante de la reparación ofrecerá una estructura similar, o igual,  previa al trauma con las mismas 

funciones, además de no necesitar ningún drenaje ni apósito. Este proceso involucra la MEC (interacciones 

célula-MEC), mediadores solubles (citoquinas, factores de crecimiento y hormonas), células residentes 

(fibroblastos, células endoteliales, leucocitos, neuronas) e  infiltradas (leucocitos, fibroblastos). En los casos en 

que esto ocurre en un tiempo determinado se trataría de una reparación aguda de una herida o trauma (acute 
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wound healing). Una definición de reparación aguda sería: “la disrupción de la integridad de la piel y tejidos 

subyacentes que evoluciona hacia un proceso de sanación ordenado y sin complicaciones” (212). En cambio, si 

esta reparación se prolonga en el tiempo sin detenerse, y sin producirse una reparación total,  estaríamos 

hablando de reparación crónica de una herida (chronic wound healing). Serían los casos de infecciones 

recurrentes, traumas con patologías asociadas como la diabetes, o el propio caso de la hernia incisional. 

Además, alteraciones durante el proceso pueden inducir una reparación excesiva, dándose a lugar a queloides 

y cicatrices hipertróficas (210; 211).  

 

Dependiendo de la magnitud del trauma, se describen diferentes tipos de reparación de la herida aguda: la 

reparación primaria (o de primera intención), y la reparación secundaria (o de segunda intención). La reparación 

por primera intención ocurre en incisiones quirúrgicas y laceraciones limpias. Implica la destrucción de la 

membrana basal del epitelio, con la muerte de relativamente pocas células y del tejido conectivo, con lo que 

predomina la re-epitelización sobre la fibrosis (la herida se cierra en 12-24h con la ayuda de grapas, sutura o 

adhesivos). La reparación por segunda intención se da en heridas con pérdidas grandes de tejido como en el 

caso de traumas severos, quemaduras o por una intervención quirúrgica. En este caso la re-epitelización no es 

suficiente para volver a conseguir la estructura previa, generándose un tejido de granulación (conjunto de 

vasos de neo-formación, tejido conectivo, y componente inflamatorio) con acumulación de MEC. Aquí los 

miofibroblastos juegan un papel importante en la contracción y cierre de la herida, con la ayuda suplementaria 

de la re-epitelización. El proceso de reparación, tanto en el caso de primera o segunda intención, se divide en 4 

fases superpuestas en el siguiente orden: Homeóstasis, inflamación, proliferación y remodelación (210; 211) 

 (Figura 19). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 19. Fases de la remodelación. Adaptado de Williamson D, Harding K Medicine (Wound healing. Dermatology 1. 2004; 
Issue 12, 4-7)
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Homeóstasis  
 
 Durante el trauma se ocurren roturas microvasculares. Como respuesta se produce una vasoconstricción 

periférica, la activación de la coagulación y la agregación plaquetaría. Rápidamente, la respuesta innata del 

sistema inmune se activa. Las plaquetas entran en contacto con la superficie dañada (a través de componentes 

de la ECM y celulares) y  degranulan sus gránulos α liberando factores de coagulación, quimoquinas, proteínas 

de adhesión, factores mitogénicos y reguladores de la angiogénesis (ej. PDGF, IGF1, EGF, TGFβ, Platelet Factor 

IV, β-Thromboglobulin, IL8, ATP, trombohexano 2, trombina y aminas vasoactivas). Este proceso determinante 

en la homeóstasis y la respuesta inflamatoria, produce una activación celular -fibroblastos, células endoteliales, 

leucocitos residentes y circulantes-, la formación del tapón hemostático (fibrina insoluble), la extravasación de 

células inflamatorias y la activación del complemento. El tapón hemostático de fibrina supone un buen sustrato 

para la migración celular, que ayudado por la liberación de serotonina de los gránulos α (incremento de la 

permeabilidad vascular con formación de un exudado en el espacio extravascular), resulta en un modo 

eficiente de reclutar células. De este modo, quedan atrapados leucocitos polimorfonucleares (neutrófilos y 

otros linfocitos polimorfonucleares) en el tapón, que también amplifican el reclutamiento celular mediante 

citoquinas. Todos estos procesos se realizan en una situación de isquemia/anoxia que no se revierte hasta la 

nueva formación de vasos (angiogénesis) en fases posteriores. Esta anoxia también modula la función inmune y 

metabolismo de las células implicadas (108;210; 211; 213)  

 

Inflamación 
  

En la fase de inflamación (inicio-3er día) participan diversas células inflamatorias de forma programada que 

definen una fase temprana y una tardía.  En la  fase temprana (inicio-2o día), se desencadena la activación del 

sistema del complemento tanto por la presencia de patrones de moléculas asociadas a patógenos (en 

infecciones), como por patrones de moléculas asociadas a situaciones de riesgo (ej. trauma, quemaduras), de 

forma directa o también ayudada por la cascada de coagulación. La formación del tapón hemostático de fibrina 

y la activación de complemento, promueve la infiltración en la herida de neutrófilos atraídos por 

quimioatrallentes (TGFβ, componentes del complemento C3a/ C5a, IL-8, IL6sr, MCP-1, fragmentos de la ME, 

LPS y péptidos formil-metionil bacterianos).  Las células endoteliales, que han sido activadas por citoquinas pro-

inflamatorias (ILβ1, TNFα, IFNγ), expresan entonces diversas clases de moléculas de adhesión (P/E selectinas, 

VCAM-1, ICAM 1/2) que interaccionan con las α/β integrinas presentes en la membrana de los neutrófilos 

(LFA1, MAC1, Integrin αDβ2) permitiendo la adhesión y diapédesis de los neutrófilos.  Ya dentro de la zona 

afectada, los neutrófilos reclutados comienzan la fagocitosis de agentes infecciosos,  restos celulares y de MEC. 

Para conseguirlo, estos liberan sustancias antimicrobiales (especies reactivas de oxígeno (ROS), péptidos 

catiónicos, eicosanoides) y proteasas (elastasa, catepsina G, proteinasa 3, urokinase-type plasminogen 

receptor). Además también liberan alarminas (cathelicidins, α-Defensinas, lactoferrina, high-mobility group 

box-1 protein (HMGB1)) con efectos bactericidas, quimiotáctiles  y, de forma significativa,  con la capacidad de 

moviliazar y activar  a las células presentadores de antígenos (APC),  incrementando de la respuesta innata y 

adaptativa. Si el estímulo para el reclutamiento de los neutrófilos cesa, la infiltración se detiene, entran en 
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apoptosis (inducida en parte por el complejo IL6-Il6rs) y son más tarde fagocitados por los macrófagos. Durante 

este periodo, las células basales de los bordes del trauma del epitelio incrementan su actividad mitótica y 

migran a lo largo de la dermis depositando la nueva membrana basal. Así también, los mastocitos de la 

epidermis degranulan ayudando a la respuesta inflamatoria (210; 211).   

La fase inflamatoria tardía (situada entre el 2o-3er día) se caracteriza por la infiltración de macrófagos. Los 

monocitos circulantes son atraídos por diferentes quimioatrallentes como el complemento, componentes del 

clavo hemostático, fragmentos de IgG, elastina y colágeno, citoquinas y agentes pro-inflamatorios (leucotrieno 

B4, PDFG, TGFβ, MIP 1-α, MCP-1, RANTES). El origen de estos quimioatrallentes es de forma mayoritaria de 

fibroblastos, queratinocitos hiper-proliferativos y ciertos grupos de leucocitos. Una vez los macrófagos llegan al 

trauma interaccionan con las moléculas de adhesión del endotelio vascular, permitiendo su diapédesis. Dentro 

del tejido los monocitos son activados mediante la unión a fragmentos de moléculas de patógenos o de 

moléculas con patrón de alarma -vía receptores de Fc y complemento, y toll-like receptors-, por la presentación 

de estos ayudada por linfocitos CD4+ T helper y por el entorno pro-inflamatorio de citoquinas. Esto hace que los 

monocitos pasen a ser a macrófagos activados maduros, funcionando como células presentadoras de antígeno 

y fagocitarias. En este punto, pasan a ser las células más importantes en el proceso ya que, además de 

estimular la respuesta inflamatoria, también regulan el proceso de reparación a través de la producción de 

citoquinas (TNFα, TGFβ, TGFα, bFGF, PDGF, VEGF, HB-EGF, IL1, IL6) y MMPs. Su acción recae sobre fibroblastos, 

células musculares lisas del endotelio y  endoteliales, que promueven la aproximación, proliferación, síntesis de 

MEC y la angiogénesis. Recientemente se ha podido observar que los propios fibroblastos pueden incrementar 

la respuesta inflamatoria a través de los toll-like receptors, siendo activados a través de ellos secretando 

citoquinas y MMPs. Esto  podría ser una forma adicional de cómo el fibroblasto se desregula de forma 

autónoma. Durante esta fase se aprecian fibras de colágeno en los bordes de la herida (en posición vertical) 

con un engrosamiento progresivo de la epidermis. En  el caso de traumas por segunda intención, donde la 

pérdida de tejido es superior, existe una respuesta inflamatoria es más acentuada debido a la generación de 

fragmentos celulares por el trauma, y de posibles contaminaciones de patógenos. También existe un tejido de 

granulación mayor con el objetivo de acercar el defecto (202; 210; 214-217). 

 

Proliferación 
 
 Durante la fase de proliferación (desde el 3er día hasta la 2-4a semana)  los fibroblastos migran atraídos por 

citoquinas (PDGF, TGFβ, TNFα, IL6, IL1), y proliferan hacia la MEC provisional de las fases anteriores. Al mismo 

tiempo que los fibroblastos comienzan a sintetizar y depositar MEC,  se inicia  la  angiogénesis  formándose el 

tejido de granulación (3er-5º día). El resultado inicial es una estructura poco organizada y con poca resistencia 

tensil. A medida que avanza la fase de de-proliferación hacia la fase de remodelación, se incrementa la síntesis 

de colágeno I en detrimento del de tipo III, formándose una estructura organizada en forma de malla  con gran 

resistencia mecánica. Los fibroblastos inmersos en la MEC comienzan a diferenciarse en miofibroblastos 

(fibroblastos con características de células musculares lisas, como la  expresión α-actina). El cambio de fenotipo 

se da gracias al estrés mecánico debida a la rigidez de la MEC  (generada por ellos mismos), al estímulo del 
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TGFβ1 y a la producción de la fibronectina ED-A (debida a un splicing particular) sintetizada por los fibroblastos. 

Los miofibroblastos (con una presencia máxima en la 2ª-10ª semana) traccionan y contraen de forma sostenida 

la MEC circundante, resultando vital en el cierre de la herida (sobre todo en aquellas de segunda intención). En 

cuanto a la angiogénesis, diversos factores de crecimiento, la hipoxia y elevados niveles de ácido láctico están 

implicados en su estimulación. Se asume que la vía común final es la producción de factores de crecimiento 

(VEGF, bFGF, PDGF, y TGFβ) por parte de macrófagos, células endoteliales y células epidérmicas activadas. Esto 

permite a las células endoteliales segregar MMPs y activadores del plasminógeno que degradan la lámina basal, 

induciendo a las mismas células endoteliales a la proliferación, migración y formación de vasos. Los mismos 

enzimas degradan la MEC,  facilitando la expansión y formación de los nuevos vasos inmaduros (edematosos). 

La presencia de estos capilares en forma de rizo dentro de la MEC provisional ofrecen una apariencia granular 

roja, que da nombre al tejido de granulación. A medida que se deposita la nueva MEC provisional el tejido de 

granulación se retira (210;217-221). 

 

 

Remodelación 
  
  Una vez se ha conseguido la deposición de MEC,  la remodelación (desde la 1a semana- meses) de la MEC 

provisional es necesaria con el objetivo de re-estructurar el tejido al estado previo al trauma con unas 

funciones fisiológicas adecuadas. Este paso se caracteriza por la transición del tejido de granulación (poco 

organizado) a la formación de la cicatriz. En este entorno, cuando la herida está cerrada o prácticamente 

cerrada y se han superado las infecciones bacterianas, las células de la inmunidad adaptativa son las más 

abundantes, sobre todo los linfocitos T, que participan en el proceso de remodelación y su finalización. De este 

modo, los linfocitos T reguladores (Treg) disminuyen la magnitud de la respuesta inmune, habilitando la 

finalización de esta. La activación de los Treg requiere la estimulación de su receptor de linfocito T (T cell 

receptor; TCR). Una vez activados su función reguladora inhibidora  la puede mediar por contacto directo con 

receptores  de linfocitos (ej.  Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4; CTLA-4), o secretando citoquinas (IL-10, TGFβ). 

La IL10 puede anular la diferenciación de los linfocitos Th1 y Th2 directamente reduciendo la producción de IL2, 

TNFα e IL5, y de forma indirecta disminuyendo la expresión del complejo mayor de histocompatibilidad y las 

moléculas co-estimulatorias en las células presentadoras de antígenos. En esta fase, la actividad de 

remodelación de los miofibroblastos, iniciada en la fase de proliferación, continúa y se acentúa. Se sintetiza (se 

incrementa la síntesis de Col I en detrimento del Col III) y degrada colágeno y otros componentes de la MEC, 

contrayéndose la nueva MEC. La degradación del colágeno y otras proteínas la realizan las MMPs, que son 

secretadas por fibroblastos de forma principal, además de neutrófilos, macrófagos y células endoteliales. La 

evolución del proceso conduce a la formación de la cicatriz, que en algún caso puede llegar a presentar cambio 

continuo hasta 2 años después del trauma. Si el proceso ha sido orquestado de forma correcta, cesa de forma 

progresiva con la disminución de la actividad MMP mediante sus inhibidores específicos o TIMPs (tissue 

inhibitors of metalloproteinase), reducción del número de macrófagos y fibroblastos/miofibroblastos, 

detención del crecimiento de los capilares en formación, y reducción del riego sanguíneo y del metabolismo. El 

resultado final es una cicatriz avascular, con fibroblastos inactivos en una MEC densa y estructurada de 
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colágeno. Para que esto sea posible se produce un cambio general del patrón de citoquinas  pro-inflamatorias, 

hacia uno anti-inflamatorio  (IL-10, IL-1, sTNFr), ayudado por mecanismos de feedback negativo de 

insensibilización hacia las citoquinas pro-inflamatorias (pérdida efectiva delante del estímulo o disminución de 

receptores) (210; 211; 217-216; 223-226).  

 

1.5.2.2 Regeneración del músculo esquelético adulto 
 

  El músculo esquelético adulto es un tejido estable con un pequeño reciclaje de los núcleos de las fibras 

multinucleadas. Las pequeñas lesiones que ocurren durante la actividad contráctil solo suponen una reposición 

de núcleos de 1-2% cada semana. Sin embargo, el músculo esquelético tiene la capacidad de responder de 

forma eficiente a agresiones más severas. Delante de un trauma importante (i.e ejercicio excesivo o trauma 

quirúrgico) reacciona en dos fases: una primera de degeneración y una posterior de regeneración. La fase de 

degeneración se inicia con la necrosis de las miofibras, debido en gran medida a la rotura del sarcolema que 

provoca un aumento de la permeabilidad. Esto conlleva a un incremento de los niveles séricos de proteínas 

propias del músculo como la creatina quinasa, LDH, troponina, y MyHC, señalando el trauma. Esta 

permeabilidad al mismo tiempo provoca un influjo de Ca2+ activando proteasas calcio-dependientes, como las 

calpainas, que amplifican el efecto inicial mediante la autolisis focal o generalizada. Todo el proceso necrótico 

genera señales que activan y reclutan células del sistema inmune (residentes o circulantes) y miogénicas. Las 

primeras células inflamatorias a infiltrarse son los neutrófilos (en 1-6 h), y más tarde los macrófagos (en 24-

48h), siendo entonces los más abundantes. Cabe destacar, que esta infiltración solo es posible si existe una 

buena irrigación del tejido, si no se pospondrá hasta la formación de nuevos vasos en la zona afectada. Los 

macrófagos participan en el proceso de fagocitación de los restos celulares, pudiendo mediar la lisis de las 

fibras musculares de forma NO dependiente. Conjuntamente con los fibroblastos, los macrófagos generan 

señales quimiotáctiles complementarias (IL-1β, IL-6, IL-8, TNFα) para atraer a células inflamatorias circulantes. 

Estas citoquinas a su vez incrementan la actividad de la NAPH oxidasa de los macrófagos que  genera una 

explosión de las especies reactivas de oxígeno (ROS), que están implicadas en procesos de 

proliferación/apoptosis (muerte celular programada), activación de factores de transcripción (como NFkβ), y la 

activación de las células miogénicas. De esta forma las células inflamatorias no solo gestionan la fase de 

degeneración, si que no activan el  proceso de regeneración posterior (58) (227) (228).   

 

Seguidamente a la fase de degeneración encontramos la fase de regeneración (aproximadamente 7 días 

después). Las CS quiescentes que residen debajo de la lámina basal, que  expresan Pax7, son  activadas por el 

daño muscular, migran hacia la zona afectada, proliferan, y se fusionan entre sí (o con las células musculares 

dañadas), reemplazando el músculo degenerado. Una vez se ha dado la fusión completa de las células 

miogénicas, las nuevas fibras musculares incrementan su tamaño y los mionúcleos se mueven hacia la periferia 

de estas. La síntesis de proteínas en las nuevas fibras musculares es muy elevada, y una característica 

importante es que expresan formas embrionarias de la MHC, recordando el proceso de embriogénesis. 

Durante el proceso de regeneración se sigue el mismo patrón de expresión de Pax7 y de los MRFs que ocurre 

durante la embriogénesis. Por el contrario el myocyte nuclear factor (MFN) se expresa selectivamente en las CS 
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para coordinar la proliferación y diferenciación después del daño muscular. Su actuación no parece necesaria 

durante la embriogénesis, pero si en el reparación muscular. Al igual que existe una estricta regulación de 

factores de transcripción,  la MEC dañada, hormonas (NO), factores de crecimiento (HGF, FGF, IGF, IGFII, 

mioestatina, TGFβ, TNFα, PDGF), y linfoquinas (IL6, LIF) regulan de forma precisa todos los pasos desde la 

activación de las células satélites hasta su fusión. Estas moléculas son secretadas por células inflamatorias, 

endoteliales, como también por el propio músculo (58) (227) (228).   

 

Por último se da la formación de la cicatriz fibrótica puede dar a lugar al fenómeno de fibrosis, inhabilitando la 

correcta curación y el correcto funcionamiento del músculo. La formación de la cicatriz fibrótica se caracteriza 

por un incremento en la proliferación de fibroblastos y la MEC al cabo 2 semanas del trauma, que se acelera  a 

la 4ª semana. La acción remodeladora del fibroblasto, altamente regulada, será clave en este proceso. El 

resultado final de la reparación del músculo dependerá del equilibrio entre el proceso de regeneración y de 

fibrosis, que se ve influenciado por el desarrollo del proceso inflamatorio. La combinación de los diferentes 

citoquinas, y el tipo de interacción entre el componente inflamatorio y las CS (y también con las fibras 

musculares) determinan el resultado final. El propio fibroblasto también actúa como fuente de factores de 

crecimiento posibilitando también una posible fibrosis, secretando  proinflamatorias (entre otras IL6 y IL-1) a la 

vez que reclutan neutrófilos mediante la secreción de IL8. También el proceso inflamatorio se puede perpetuar 

mediante la liberación de PGE2 en respuesta al estrés celular y la tensión (58) (227) (228).  

 
 
1.5.2.3 Biología de la MEC en la hernia incisional 
 
  Estudios iniciales en la década de los años 70 de Wagh, Read y col. (229) (230) (231) evidenciaron que los 

pacientes con hernia inguinal directa presentaban la fascia del músculo recto anterior más delgada resultado 

de un contenido inferior de colágeno (aunque más soluble) y elastina, así como también un menor contenido 

relativo de hidroxiprolina. De igual forma, posteriormente se observó que el ratio colágeno tipo I/ colágeno 

tipo III era inferior en los pacientes con hernia inguinal, indicador de la menor resistencia a la tensión (232). 

Estos primeros estudios evidenciaron que las primeras hipótesis en torno a las posibles causas de la génesis de 

las hernias abdominales se centraban en la fascia, que a priori por sus características de tejido conectivo denso, 

daría el soporte estructural y funcional a la pared abdominal. Desde estas primeras anotaciones sobre las 

características de la MEC de los pacientes con hernia inguinal, tenemos que ir hasta el año 2000 con Klinge y col. 

(233), y a la década siguiente, para poder encontrar estudios de la MEC en la hernia incisional abdominal. 

Respecto a la reparación del músculo de la pared abdominal y del TCI, se conoce poco, a pesar que el músculo 

es el que realiza la mayor fuerza en la pared abdominal (234; 26).  

 
Colágeno y estudios morfológicos de la ME 

 
El colágeno ha sido uno de los principales focos de estudio en los mecanismos moleculares implicados en el 

desarrollo de la hernia incisional. Está sintetizado básicamente por los fibroblastos residentes, y de forma 

auxiliar por otras células residentes del tejido conectivo. A pesar del conocimiento de las rutas de biosíntesis, 
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los estudios del colágeno en pacientes con hernia incisional han incidido mayoritariamente en la composición 

del tejido, y la estructura o empaquetamiento de las fibras/haces de colágeno, más que en el análisis de las 

rutas biosintéticas (por ejemplo la hidroxilación, que es menor en fumadores). La relación entre el colágeno I/III 

ha sido utilizada para establecer el grado de madurez o la fase en que se encuentra la reparación del tejido. 

Una relación reducida indica un tejido en proceso de reparación. Por el contrario, una relación elevada indica 

un tejido ya reparado. Los estudios realizados en piel y fascia de pacientes con hernias incisionales y primarias 

muestran una relación de la expresión de colágenos tipo I / III significativamente inferior a la de controles, 

debido al incremento de la expresión génica del tipo III. Según el estudio, los resultados se confirman de forma 

complementaria a nivel proteico con ensayos por western blot e inmunohistoquímica. En uno de estos estudios 

esta relación no fue inferior cuando la muestra seleccionada provenía de la fascia transversal. De igual forma, 

muestras de la aponeurosis de la línea media mostraron un leve incremento del tipo I, sin variar el tipo III (235). 

Respecto a estudios morfológicos/ histológicos sobre la MEC de la fascia, son casi inexistentes. Un estudio 

sobre la distribución de fibrilina-1 en pacientes con hernia incisional, en muestras de fascia, describe una 

tendencia a una distribución aberrante y disminuida, al mismo tiempo que un tejido conectivo menos 

organizado (menos fibras paralelas de colágeno) y compacto (236). Otro estudio histológico de la fascia del 

músculo recto en pacientes obesos mórbidos, describe que presentaba menos densidad de fibras de colágeno, 

estructura desorganizada, y menos contenido en elastina. Sin ser un estudio donde participaban pacientes con 

hernia incisional, este pretendía elucidar los mecanismos moleculares y celulares a través de los que la 

obesidad actúa como un factor de riesgo en la hernia incisional (237).  

 

MMPs 
 
Las MMPs son secretadas por células inflamatorias como neutrófilos y macrófagos, y por células 

mesenquimales como los fibroblastos. Su expresión se encuentra regulada a nivel transcripcional, traduccional, 

del tráfico intracelular y de la secreción. Las citoquinas, hormonas, las interacciones de la MEC con la célula 

mediante mecanismos de mecanotransducción, y las interacciones célula-célula, forman parte de estos 

mecanismos de regulación (238; 239; 240). Se pueden clasificar dependiendo del sustrato principal de la MEC 

sobre el que actúan, de manera que tenemos: colagenasas intersticiales (Col I, II, III), gelatinasas (Col IV, 

fibronectina) y stromelisinas/matrilisinas (proteoglicanos, laminina, fibronectina y colágeno no fibrilar). 

 

A pesar del conocimiento de las  MMPs en la hernia inguinal, son pocos los estudios realizados en la 

investigación de la hernia incisional. Incluso algunos de ellos son contradictorios entre sí. De esta forma, se ha 

descrito un incremento en  la actividad y la expresión de MMP2 en cultivos primarios de fibroblastos 

provenientes de la cicatriz quirúrgica de pacientes con hernia incisional recurrente, aunque otro aseveraba que 

no existían diferencias. Curiosamente, cultivos de fibroblastos de piel de pacientes con hernias incisionales 

recurrentes mostraron un descenso en la actividad y expresión génica de MMP2 inferior cuando se incubaban 

con mallas de polipropileno, respecto a los pacientes controles. En el caso de que las mallas fuesen de 

poliglactina el descenso era menor. Se han encontrado incrementados los niveles de MMP2 en pacientes con 

hernia incisional recurrente en muestras de fascia seleccionadas no próximas al sitio de incisión. Este estudio 
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nos da la idea de que no solo la zona de la cicatriz/herida estaría afectada por la desregulación de las MMPs si 

no que se extendería a otras zonas de la pared abdominal. En cuanto a la MMP1, los cuatro únicos estudios de 

piel de pacientes con hernia incisional recurrente (y primaria) son contradictorios, no dejando claro su papel 

(238; 235). De forma notable, en nuestro laboratorio se ha demostrado una desregulación del balance 

MMPs/TIMPs, incrementándose de forma neta la actividad MMPs en la fascia de pacientes con hernia 

incisional iniciada por una laparotomía media, conjuntamente con una desregulación de citoquinas (TNFα, IL6). 

Además, esta desregulación se dio alejada de la zona de cicatrización, revelando que la patología abarcaba a 

gran parte de la pared abdominal y el papel del proceso inflamatorio (28). 

 

 

1.5.3 Mecanotransducción  

 De forma clásica los mecanismos por los que el entorno influía en las células se ceñía a las propiedades 

químicas y estructurales de la MEC. Sin embargo, las células se ven afectadas por las propiedades mecánicas de 

esta. Así, las células son capaces de “sentir” y modular a su vez la mecánica de la MEC para establecer la 

homeóstasis mecánica del tejido, permitiendo su integridad y funcionalidad. Las oscilaciones de las 

tensiones/cargas generadas en la fascia durante el cierre de la laparotomía, y durante todo el proceso de 

reparación tisular, son percibidas por los fibroblastos inmersos en la MEC mediante receptores, que son 

trasmitidas por diversas estructuras intracelulares. Los receptores principales que interaccionan con las 

proteínas de la MEC (ej. laminina, fibronectina, colágeno, PGs) son las integrinas, receptores transmenbranales, 

sin actividad enzimática que ponen en contacto las estructuras del medio extracelular y el intracelular. Estas 

integrinas reclutan diversas proteínas asociadas a ellas (ej. vinculina, talina), que hace que se conecten con el 

citoesqueleto incluyendo los filamentos de actina, miosina II (no-muscular), microtúbulos y proteínas asociadas, 

trasmitiendo las tensiones percibidas por la rigidez del sustrato o las cargas mecánicas de la MEC (241) (Figura 

20). 

 

Las integrinas son la principal vía de captación y regulación de la mecánica de la MEC. Se unen a las proteínas 

de la MEC formando adhesiones focales (AF). En las AF, heterodímeros integrinas (sin actividad enzimática) 

reclutan de forma directa (ej. vinculina, talina) o indirecta (ej. paxilina, FAK) proteínas que permiten la activación de 

vías de señalización de proliferación (mitosis y ciclo celular), supervivencia (NFkβ), de remodelación de la MEC 

(expresión de MMPs/TIMPs, colágeno y otras proteínas de la MEC) y promoción de la migración (recambio de 

las AF). Una de las proteínas que participa de forma más activa en la generación de estas vías de señalización es 

la FAK que actúa a  través de la cascada PI3K–AKT, PI3K–AKT/mTOR, SCR/JNK regulando diversas repuestas 

celulares. Además, la capacidad de realizar mecanotransducción se apoya en los Rho guanine nucleotide 

exchange factors (GEFs) y Rho GTPase-activating proteins (GAPs) que regulan la actividad de las Rho-GTPasas. Las Rho-

GTPasas regulan la actividad de la Rho-quinasa (ROCK) que se encarga de fosforilar la fosfatasa de la cadena ligera de 

la miosina II, permitiendo la contracción de los microfilamentos de actina y miosina II (acto-miosina),  creando tensión, 

que a su vez induce la formación de más AF y la polimerización de microfilamentos de acto-miosina más aparentes o 
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también llamados fibras de estrés. Esto permite el reclutamiento de multitud de proteínas señalizadoras y 

adaptadoras, que promueven la maduración de la AF en aumento de su complejidad, de la adherencia al sustrato y la 

tensión, transmitiendo la rigidez del sustrato o tensiones creadas en la MEC. En la conexión entre las integrinas y los 

microfilamentos de actina participan las proteínas talina, vinculina, integrin-linked protein kinase (ILK), PINH, parvina, 

filamina y la α-actinina, pero además se necesita la polimerización, previa de la actina para poderse ejercer la 

mecanotransducción. En este paso están implicadas el grupo de proteínas de las forminas, que tienen lugares de unión 

a las Rho-GTPasas, en  la que se encuentran Dia 1 y Dia 2 (Diaphanous family of formins),  pudiendo ser otro punto de  

mecano-sensibilidad ya que su actividad es dependiente de la tensión. Del mismo modo la proteína Zyxin, 

característica de las adhesiones maduras, también  está implicada en la polimerización de la actina dependiente de 

tensión. La rigidez afecta de forma diferente a cada tipo de modelo celular. Aun así,  de forma general, el aumento de 

rigidez incrementa la supervivencia celular y la proliferación. Por el contrario, la falta de rigidez del sustrato, conlleva la 

apoptosis por falta de adherencia o Anoikis,  que limita las señales de supervivencia facilitadas por las vías de 

señalización generadas en las AF. Además, la mecano-transducción influye incluso en la diferenciación celular (241) 

(242) (243). Estudios recientes ponen  de manifiesto que la rigidez del sustrato modula la actividad transcripcional, a 

través de la des-condensación de la cromatina regulando la  acetilación de histonas,  y la propia actividad transcriptora.  

Además, en los mismos estudios, el aumento de adherencia al sustrato por las AF y las señales generadas por FAK, 

permitía la supervivencia de las células, y el progreso de la mitosis gracias a activación de Rac 1 (Rho-GTPasas) que 

intervenía en la formación del anillo contráctil y en la segregación cromosómica (244) (245).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20.Representación esquemática de la homeostasis de tejidos conectivos blandos. Esquema de un fibroblasto inmerso 
en la MEC en donde se puede observar la mecanotransducción a través de las integrinas y las moléculas que se asocian a 
ellas (FAK-Src), induciendo la activación de las vías de señalización -ROCK y MAPK-, y las generación de fuerza mediante la 
formación (en donde participan la talina, vinculina, filamina, α-actinina y el complejo ILK, PINCH y parvina)y  contracción de 
los filamentos de acto-miosina. Humphrey JD, Dufresne ER, Schwartz MA (Mechanotransduction and extracellular matrix 
homeostasis (Nat Rev Mol Cell Biol. 2014 Dec; 15(12):802-12). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=25355505
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Independientemente de las vías de señalización activadas por la formación de las AF, nuevas investigaciones 

demuestran que la célula es sensible a los cambios de presión, carga y tensión, gracias a mecanismos de 

mecanotransducción directa hacia el núcleo, que afectan la actividad transcripcional evitando la mediación del 

citoplasma. El papel central lo efectuarían las laminas. La lamina es un filamento intermedio nuclear (tipo IV), que 

forma el citoesqueleto del núcleo o lamina nuclear, justo debajo de la membrana interna nuclear.  Las laminas 

interactúan con diversas proteínas de la membrana nuclear como la emerina, el receptor de la lamina B, y la familia de 

las proteínas SUN y nesprina, así como también de diversos activadores transcripcionales. De forma notable, las 

laminas interaccionan directamente con la cromatina ayudando a anclar regiones específicas de la cromatina  (lamina 

associated domains, LADs) en la periferia nuclear. De hecho, la desaparición de las laminas afecta a la organización de 

la cromatina,  incluyendo la pérdida de heterocromatina periférica (cromatina compacta). Las laminas dan soporte 

estructural al núcleo y lo conectan físicamente con el citoesqueleto, y por extensión con la MEC, permitiendo integrar 

las señales mecánicas ejercidas en la célula hacia el interior del núcleo. De forma específica, las laminas forman parte 

del complejo linker of nucleoskeleton and cytoskeleton (LINC) que permite la transmisión de la fuerza a través de la 

doble membrana celular. El complejo LINC está formado por dos familias de proteína: SUN domain proteins en la 

membrana interna del núcleo; y la KASH domain proteins en la membrana externa del núcleo. Las SUN domain 

proteins interaccionan con lamina nuclear, porinas nucleares y otras proteínas de interiores del núcleo. Las KASH 

domain proteins se unen a los tres mayores componentes del citoesqueleto: a los microfilamentos de actina, a 

través del dominio de unión de la actina de las isoformas gigantes de la nesprina -1 y -2; a los filamentos 

intermedios (ej. vimentina), mediante la interacción con la nesprina-3 y a su vez con la proteína de unión al 

citoesqueleto plectina, y a los microtúbulos, vía kinesina y dineina motor proteins, uniéndose a la nesprina -1, -

2, -4 y KASH5 (246) (Figura 21). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 21.Esquema general del complejo LINC y sus interacciones con el citoesqueleto y el interior nuclear. La 
mecanotransducción o mecano-sensibilidad se transmite de forma directa desde la MEC hacia el núcleo, a través del 
citoesqueleto. La íntima relación entre la lamina, con proteínas nucleares y la propia cromatina, posibilita la regulación 
transcripcional, a partir de estímulos mecánicos externos. Jaalouk DE, Lammerding J (Mechanotransduction gone awry. Nat 
Rev Mol Cell Biol. 2009 Jan; 10(1):63-73) 
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En algunos estudios se ha podido observar que las fuerzas, cargas o rigidez del sustrato a que son sometidas las 

células pueden modificar las estructura de la cromatina e inducir cambios conformacionales o de actividad en 

las proteínas nucleares, como es el caso de las laminas (246) (247).  

 

A pesar de estos avances queda por describir de qué forma particular un determinado despliegue de laminas 

puede alterar la interacción con ciertas proteínas (ej. reguladores transcripcionales), para poder iniciar cambios 

en la regulación post-transcripcional. Independiente de los mecanismos que operen, el acoplamiento entre el 

núcleo y la matriz extracelular es necesario para la migración celular en los procesos de reparación tisular, 

inflamación y desarrollo (246). Los sistemas de mecanotransducción actúan de forma conjunta, percibiendo las 

características mecánicas de la MEC, modificando la actividad celular, y modificando a su vez la MEC. Además, esta 

mecanotransducción permite a la célula adaptarse a la tensión externa, modificando la suya, manteniendo la 

homeóstasis de la célula y por extensión la del tejido. De este modo, alteraciones (mutaciones, desregulación de otros 

tipos de señal) en los mecanismos celulares de mecano-sensibilidad  podrían perturbar la capacidad de la célula de 

percibir cambios, y a su vez, provocar una  desregulación de la respuesta celular, capaz de generar patología. Así, la 

incapacidad de contrarrestar las fuerzas externas de la MEC puede ser consecuencia de una posible fragilidad celular,  

lo cual comporta el fracaso de la homeóstasis de la célula y el tejido (248). 

 

 Nuestra hipótesis de trabajo es que el tratamiento quirúrgico realizado en la pared abdominal establece un 

nuevo patrón de tensiones en el tejido, que los fibroblastos fasciales y del TCI tenderán a contrarrestar 

cambiando la propia interna, además de estimular otras respuestas. En otros tejidos conectivos como los 

tendones y ligamentos se ha descrito que es necesario un cierto nivel de tensión para que se activen las 

funciones reparadoras de los fibroblastos (249; 250; 251). Esto sugiere que la existencia de estímulos 

mecánicos no adecuados (por exceso o carencia) podrían alterar la función del fibroblasto vía 

mecanotransducción, conduciendo al fracaso de la reparación. En este punto se cruzan la biología molecular y 

celular con la técnica quirúrgica, ya que la realización de una reparación quirúrgica con tensión o libre de 

tensión podría modular la respuesta del fibroblasto de forma diferente.  

 

Se ha descrito en cultivos de fibroblastos de rata procedentes de la línea alba que cuando no crecen bajo 

estímulo de un estrés mecánico disminuyen su capacidad proliferativa y de orientación entre sí. Además, se 

reduce su capacidad de contraer matrices de colágeno en cultivo, conjuntamente con cambios morfológicos. 

Uno de los puntos más interesantes en este estudio es que también se observa que el fenotipo de los 

fibroblastos revierte al ser sometidos de nuevo a estrés mecánico (252). El mismo grupo ha observado en un 

modelo mecánico de hernia incisional en rata, que los cultivos de fibroblastos primarios de fascia de biopsias 

de heridas agudas se comportan de forma diferente a los fibroblastos dérmicos de la misma área. Los 

fibroblastos de fascia tienen índices de proliferación más elevados y son más eficientes en contraer matrices de 

colágeno en cultivo. Esto denota, según los autores, que los dos tipos de fibroblastos presentan un fenotipo de 

acción diferente frente a una herida aguda (69). En el mismo modelo se ha puesto en evidencia que el fallo en 
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la reparación de la fascia compromete la reparación de la pared abdominal. Además, sorprendentemente la 

resección de los bordes de fascia de la herida no incrementa significativamente la aparición de hernias, 

indicando que posiblemente toda la pared abdominal se ve afectada por la patología (253). En nuestro 

laboratorio, Guillen et al.  (en el trabajo de una tesis doctoral) describieron en un modelo in vitro de cultivo de 

fibroblastos en mallas de polipropileno, diferencias en el fenotipo entre fibroblastos provenientes de pacientes 

con hernia incisional y los que no lo eran (control). Los fibroblastos de hernia presentaban una capacidad de 

adherencia menor a la malla, y en los 10 primeros días de cultivo, un mayor porcentaje de células en apoptosis 

y proliferantes, diferencias en la morfología celular, la conformación del citoesqueleto y las adhesiones focales. 

Al cabo de 30 días de cultivo el grupo control cambiaba el fenotipo pasando a ser similar a los fibroblastos de 

hernia. Otro dato a reseñar es que al final del experimento (30dias) el índice apoptótico era superior, y el de 

proliferación inferior, a los de la superficie de referencia que era el poliestireno de la placa de cultivo. Este 

ensayo pone de manifiesto que las señales transmitidas mediante mecanotransducción pueden transformar 

visiblemente el fenotipo del fibroblasto residente en un tejido. Igualmente, sugiere que la interacción prótesis-

fibroblasto debe ser la adecuada para inducir un fenotipo de fibroblasto que sea capaz de reparar el trauma. 
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1.5.4 Alteraciones en la expresión génica 

 
De forma habitual los estudios relacionados con la hernia incisional se han centrado en aspectos concretos 

tanto a nivel de expresión proteica como génica (MMPs, colágeno, citoquinas-factores de crecimiento). Solo 

dos estudios dentro del campo de la genómica han intentado abordar la patología de forma global, ayudándose 

por el modelaje de sistemas biológicos (Modelling biological systems) y la biología computacional 

(computational biology). La capacidad de estos estudios ofrece la posibilidad de interpretar de forma global la 

expresión génica características del tejido y de los fibroblastos de los pacientes de hernia incisional. 

En nuestro grupo, Jordi Guillem et al. (resultados en proceso de publicación) mostraron, mediante el perfilado 

de expresión génica con microarrays de cDNA, diferencias en la expresión génica de fibroblastos de la pared 

abdominal de pacientes con hernia incisional (no recidivados) y los de pacientes no afectados a los que se les 

había practicado una cirugía abdominal electiva. De forma general se pudo observar alteraciones tejido-

específicas, en las que las rutas alteradas en la aponeurosis estaban relacionadas con el ciclo celular y 

reparación del ADN (posiblemente por la pérdida de contacto con la MEC), mientras que en los fibroblastos de 

músculo guardaban relación con la respuesta inmunitaria y mecanismos apoptóticos, sugiriendo procesos 

inflamatorios permanentes. Entre los genes diferencialmente expresados destacó el agrecano, infra-expresado 

en la hernia a nivel de mARN y proteína, tanto en los fibroblastos aponeuróticos como los del TCI muscular. El 

agrecano es un proteoglicano (unido al ácido hialurónico) que permite soportar esfuerzos en la MEC, al mismo 

tiempo que da flexibilidad, organiza las fibras de colágeno, y la lubrifica, limitando su erosión. Una disminución 

en su expresión podría poner en peligro la estabilidad del tejido (254). Por otra parte, el nivel de expresión de 

la proteína chitinase 3-like 1 (CHI3L1) se encontró incrementado en los fibroblastos del TCI en pacientes con 

hernia. Esta proteína está implicada en la respuesta inflamatoria, y parece que desempeña un papel 

significativo en la remodelación tisular y la capacidad de respuesta de las células a cambios en el micro-entorno. 

Se ha observado que estimula la proliferación de las células del tejido conectivo, modula la expresión de 

citoquinas y MMPs en fibroblastos inflamatorios, y el reclutamiento de macrófagos  y células endoteliales. 

Además, participa en la respuesta inflamatoria mediada por Th2 (255). Su sobreexpresión indicaría un estado 

alterado del tejido muy posiblemente relacionado con procesos inflamatorios. Respecto a la adhesión al 

sustrato se observó disminución significativa en la expresión de la reelina en los fibroblastos de hernia del TCI. 

La reelina es una serin-proteasa de la MEC con funciones vinculadas a la regulación de la migración y la 

adhesión celular (256). De este modo, la expresión génica-proteica característica de los fibroblastos de hernia 

sugiere que muy posiblemente existan mecanismos dentro del tejido que afecten al fenotipo de los fibroblastos 

y la MEC, alterando sus capacidades.  

El segundo estudio genómico mediante microarray, comparó muestras de piel y fascia de pacientes que habían 

sufrido al menos una hernia recurrente con pacientes que habían sido sometidos simplemente a una 

colicestomía, ambos mediante cirugía laparoscópica. El patrón de expresión génica mostraba que existían 167 

genes diferencialmente expresados entre los 2 grupos (7 en fascia) y 8 de ellos relacionados directamente con 

la síntesis de colágeno y (257).  

https://www.google.es/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&ved=0CEwQFjAC&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FModelling_biological_systems&ei=0COZUunrOIX70gXulIGgBw&usg=AFQjCNHQKJ5Com9SfK8F8oWz9q0i16aqNA&sig2=870jPxXyHyCW_54f3i_Z7A
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 La hernia incisional es un trastorno degenerativo post-laparotomía que aun comporta una elevada carga 

socio-sanitaria al nivel mundial. Sin tratar, puede causar incompetencia funcional y otras comorbilidades 

(graves). El trastorno es el resultado insidioso de diversos estímulos irritantes y lesiones al tejido conectivo 

miofascial que preceden a la pérdida de estructura y función biomecánica que sobreviene. Los defectos 

subyacentes son multifactoriales e incluyen factores quirúrgicos (dependientes de la técnica empleada y del 

cirujano que la realiza), y factores dependientes del propio paciente. En comparación con el conocimiento de 

las características clínicas y técnicas de su manejo, las vías moleculares y bioquímicas, y los procesos 

funcionales implicados están aún muy poco caracterizados.  

Los tratamientos actuales se basan exclusivamente en la reparación y en el cierre quirúrgico del defecto 

acompañados de un refuerzo adicional con biomateriales diversos según el contexto. A pesar de que estas 

intervenciones son efectivas en una gran mayoría de pacientes, estos tratamientos están orientados 

exclusivamente al alivio sintomático y al retorno de la funcionalidad compleja de la pared del abdomen  pero 

no atacan los procesos diana subyacentes (probablemente causantes de la enfermedad), por lo que el número 

de recidivas o de trastornos asociados al tratamiento persiste.  

La nueva medicina de precisión se sustenta en correlacionar índices clínico-patológicos conocidos con nuevos 

perfiles moleculares para establecer nuevas estrategias de intervención clínica que tengan el potencial de 

mejorar la cura personalizada de pacientes. El éxito dependerá de la capacidad para establecer marcos que 

regulen, compilen e interpreten el flujo ingente de información biológica que se va generando con rapidez. 

Para asegurar que esta perspectiva se convierte en una realidad, deben introducirse cambios al nivel de todas 

las partes interesadas, para que se beneficien las áreas con mayor prioridad socio-económica, y aumente la 

eficacia clínica y económica. Corresponde a la comunidad biomédica el deber de desarrollar y contribuir a una 

nueva taxonomía de las enfermedades que incorpore la información biológica y molecular emergente teniendo 

en cuenta, si es posible, subgrupos específicos de pacientes (la distinción entre fenocopias –manifestaciones 

similares con causas distintas- es importante hacerla, ya que puede implicar evoluciones diferentes o 

respuestas específicas al tratamiento según la enfermedad-base).  

Evidencias previas obtenidas en nuestro laboratorio otorgan un papel sustancial a la perturbación de la 

homeostasis del microentorno tisular abdominal (a favor de una desregulación de tipo inflamatorio y 

degradativo) que, plausiblemente, podría provocar alteraciones permanentes en los fibroblastos del tejido 

conectivo y en última instancia afectar a procesos celulares discretos, críticos para la reparación de los tejidos. 

Se desconoce aún si los cambios preceden o son consecuencia de la HI y si son generalizables a todos los 

subgrupos de pacientes pero, de confirmarse, en su conjunto los cambios obtenidos hasta ahora parecen 

suficientemente robustos como para avanzar hacia una nueva hipótesis de enfermedad. Dado que, hoy por hoy, 

la cirugía sólo puede corregir el defecto pero no los mecanismos subyacentes, un mayor conocimiento de las 

rutas moleculares implicadas no sólo es necesario sino que puede permitir el descubrimiento de nuevas 

estrategias terapéuticas que modifiquen el proceso, especialmente en sus etapas más precoces. Basándonos 

en estas observaciones nos planteamos las siguientes hipótesis: 
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 La disfunción (biomecánica) de la pared abdominal observada en pacientes con hernia incisional puede ser 

la consecuencia de alteraciones al nivel de la estructura y función de los dos principales tejidos conectivos 

que la constituyen, es decir: la fascia y el músculo esquelético el cuál por cierto hasta ahora apenas ha sido 

explorado en la HI. Estas alteraciones podrían ser el resultado de agentes efectores que alteran dichos 

tejidos, y a la vez el intento de los mismos para hacer frente a estos agentes. Los cambios podrían ser 

específicos para cada tejido y se caracterizarían por la presencia continuada de una desregulación 

inflamatoria y degradativa, probablemente de baja intensidad, con pérdidas estructurales de tipo cuali- y 

cuantitativo.  

 Los fibroblastos condicionados por este microentorno tisular podrían presentar alteraciones fenotípicas 

(morfológicas y funcionales) que los harían capaces de iniciar o perpetuar las alteraciones del estroma 

conectivo observadas en la hernia incisional. La identificación de procesos diferenciales en los fibroblastos 

de pacientes con hernia incisional podría ser relevante para el desarrollo de nuevas estrategias de 

diagnóstico y tratamiento de la enfermedad.    

 Es bien conocido de que además de las propiedades químicas, las propiedades mecánicas de los tejidos 

influyen en el fenotipo y en la actividad de los fibroblastos residentes mediante mecanismos conocidos 

como mecanotransducción (la mecanotransducción es el proceso de transducción de señales celulares en 

respuesta a los estímulos mecánicos). Es probable pues que las alteraciones en la estructura y función 

previstas al nivel de los tejidos con hernia incisional comporten también alteraciones en la 

mecanotransducción. Por este motivo, el cultivo de fibroblastos primarios de pacientes con hernia 

incisional en presencia de sustratos con rigideces controladas debería revelar perfiles de comportamiento 

específicos y diferenciales respecto a los derivados de un grupo de pacientes control, que podrían ser útiles 

para la caracterización y la mejora del tratamiento global de la enfermedad.  

 

Finalmente, solo remarcar que la etiología de las enfermedades multifactoriales es difícil de ordenar ya que son 

debidas a una combinación de factores que individualmente solo contribuyen en una pequeña parte al 

desarrollo de la enfermedad. En estos casos, los estudios descriptivos de tipo fundamentalmente observacional 

como el que aquí presentamos pueden ser útiles para generar nuevas hipótesis de enfermedad, que en un 

futuro puedan ser contrastadas experimentalmente y así poder aportar, progresivamente, una mayor 

comprensión del trastorno a un nivel mecanicista.  

 

 

 

 

 

 

 

 



      Hipótesis 

101 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



      Hipótesis 

102 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Objetivos 

103 
 

 

 

 3 Objetivos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Objetivos 

104 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Objetivos 

105 
 

Como OBJETIVO GENERAL buscamos una comprensión más amplia de los fenómenos fundamentales de la 

biología de la MEC abdominal que permita identificar (nuevas) rutas relevantes subyacentes a la hernia 

incisional (y tal vez a otros defectos del tejido conectivo en general) útiles para el desarrollo de nuevas 

aproximaciones más perfeccionadas dirigidas a la prevención y al tratamiento. Es decir, una visión más holística 

de la enfermedad y que integre modelos tradicionales basados en la fisiopatología con los mecanismos 

moleculares emergentes, teniendo presentes los límites que conllevan las aproximaciones reduccionistas y 

también la complejidad de la tarea médica. 

En particular, y para poder contrastar las hipótesis planteadas, hemos definido los siguientes OBJETIVOS:  

 

OBJETIVO 1: Caracterizar muestras de tejido derivadas de biopsias peroperatorias de fascia abdominal de 

pacientes con hernia incisional y compararlas con muestras de biopsias peroperatorias de pacientes de un 

grupo control. 

Objetivos específicos 1:  

 Caracterización del tejido mediante técnicas histológicas, inmunohistoquímicas y por reacción de RT-PCR.  

 Valoración de la activación de caspasa-3, escisión del citoesqueleto, y fosforilación de vimentina, mediante 

técnicas de inmunotransferencia de membranas e inmunoprecipitación. 

 Establecimiento y cultivo de fibroblastos primarios a partir de explantes derivados de las biopsias de fascia. 

 Caracterización morfológica, ultraestructural y funcional de dichos fibroblastos primarios. 

 Valoración de marcadores de autofagia y de la respuesta a estímulos pro-apoptóticos en dichos 

fibroblastos primarios.   

 

OBJETIVO 2: Caracterizar muestras de tejido derivadas de biopsias peroperatorias de músculo esquelético 

abdominal de pacientes con hernia incisional y compararlas con muestras de biopsias peroperatorias de 

pacientes de un grupo control. 

Objetivos específicos 2:  

 Caracterización del tejido mediante técnicas histológicas, inmunohistoquímicas, por reacción de RT-PCR y 

de inmunotransferencia de membranas.  

 Tipificación de fibras musculares mediante la combinación de técnicas histológicas, enzima-histoquímicas, 

y por separación electroforética (SDS-PAGE) de las diferentes isoformas de las cadenas pesadas de miosina 

(MyHC).  

 Valoración de la activación de caspasa-3, escisión del citoesqueleto y fosforilación de vimentina, mediante 

técnicas de inmunotransferencia de membranas e inmunoprecipitación. 
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 Establecimiento y cultivo de fibroblastos primarios a partir de explantes derivados de las biopsias de 

músculo esquelético. 

 Caracterización morfológica y funcional de dichos fibroblastos primarios en condiciones de no-confluencia 

y de confluencia del cultivo. 

 Valoración de la respuesta a estímulos pro-apoptóticos en dichos fibroblastos primarios en condiciones de 

no-confluencia del cultivo.   

 

OBJETIVO 3: Analizar la respuesta morfológica y funcional de los fibroblastos primarios obtenidos a partir de 

explantes derivados de las biopsias de músculo esquelético de pacientes con hernia incisional y control, en 

respuesta a sustratos comerciales de polidimetilsiloxano (PDMS) con propiedades viscoelásticas y valores 

controlados de rigidez, con la intención de poder comprender mejor la interrelación existente entre el 

entorno físico de estas células y la señalización intracelular.   

Objetivos específicos 3:  

 Cultivo de fibroblastos primarios a partir de explantes derivados de las biopsias de músculo esquelético en 

presencia de sustratos comerciales de polidimetilsiloxano (PDMS) con propiedades viscoelásticas y valores 

definidos de 2, 5, 10, 30 y 100kPa de módulo de Young,  recubiertos con fibronectina, comparándolos con 

las respuestas encontradas tras el cultivo de los mismos en superficies control (placas de cultivo 

convencionales y superficies de vidrio, en presencia o ausencia de fibronectina).  

 Análisis morfológico e inmunocitoquímico para la valoración del citoesqueleto de actina y de vimentina, y 

estudio de las adhesiones focales. 

 Análisis de los índices de proliferación y muerte celular, mediante técnicas de inmunocitoquímica.  

 Análisis de la actividad gelatinas (MMP-2 y MMP-9) en medios condicionados por fibroblastos primarios 

cultivados en presencia de los sustratos de PDMS con valores controlados de rigidez y superficies control.   
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 A partir de los objetivos indicados, el diseño experimental se definió en tres 3 bloques: 1) la 

caracterización tisular de la fascia y músculo esquelético de la pared abdominal; 2) la caracterización in vitro de 

los fibroblastos de la fascia y el TCI del músculo esquelético obtenidos a partir de las biopsias; y 3) el estudio de 

la modulación del fenotipo de fibroblastos del TCI del músculo esquelético mediante la rigidez del sustrato. El 

esquema inferior sintetiza y sitúa los 3 bloques del diseño experimental en torno a los materiales y métodos 

que se describen a continuación en esta sección. 
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4.1 Materiales y métodos. Estudios 5.1 y 5.2 
 

 

4.2 Materiales y métodos. 
Estudio 5.3 

 

 

Cultivo primario de fibroblastos  
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4.1 Materiales y métodos. Estudios 5.1 y 5.2 
 

4.1.1 Toma de biopsias 

 Las muestras de fascia y del músculo de la pared abdominal (rectus abdominis) estudiadas fueron 

obtenidas a partir de un banco propio de tejidos. En este se almacenan biopsias y fibroblastos primarios de 

tejidos de la pared abdominal de individuos afectados por hernia incisional (HI; IH en las figuras y tablas) y no 

afectados por HI (no-HI, control o de referencia; non-IH en las figuras y tablas), al mismo tiempo que los datos 

clínicos asociados. Las biopsias se tomaron durante la operación por un cirujano especializado en torno a la 

línea media abdominal. Se incluyeron en el estudio aquellos pacientes afectados por HI, previamente 

sometidos a una laparotomía media, sujetos a una primera reparación sin uso de malla. En estos pacientes, la 

toma de la biopsia se realizo al menos 8 cm de distancia del borde del defecto, evitando deliberadamente áreas 

visibles de necrosis o tejido de granulación. En el estudio de las muestras de fascia,  las intervenciones 

quirúrgicas que desembocaron en la formación de la IH primaria incluyen la resección del colon o tumor 

rectal (n = 17), la colecistectomía (n = 1), la apendicectomía (n = 1), la cesárea (n = 1) y el traumatismo 

abdominal (n =1). En el caso del  estudio de la muestras de músculo, se incluyen la resección del colon o tumor 

rectal (n = 16), la colecistectomía (n = 3), la apendicectomía (n = 2), la cesárea (n = 1) y el traumatismo 

abdominal (n =1). Respecto a las muestras de los pacientes de referencia, se obtuvieron de donantes 

voluntarios sometidos a cirugía abdominal electiva que no habían recibido previamente una laparotomía media. 

En ambos grupos de estudio, los pacientes con heridas previas infectadas, diabetes, o enfermedad inflamatoria 

o conectiva sistémica no se incluyeron en el estudio. El análisis estadístico indicó que no existían diferencias 

significativas en edad, sexo y comorbilidades asociadas entre los dos grupos a estudio (Tabla 4). El protocolo de 

investigación fue revisado y aprobado por el comité de ética institucional y el consentimiento informado de los 

participantes se obtuvo por escrito 

Con el objetivo de realizar diferentes tipos de análisis o ensayos, la muestra inicial de biopsia (tanto fascia 

como músculo) fue dividida en 4 fragmentos para: 1) el estudio histológico e inmunohistoquímico (IHQ); 2) la 

obtención de cultivos primarios de fibroblastos para su caracterización; el estudio de la expresión proteica en 

tejido; 3)  y el estudio de la expresión génica en tejido. No todos los pacientes evaluados histológicamente y 

por IHQ,  fueron evaluados en los otros estudios por motivos de disponibilidad de muestra o logística. De esta 

forma,  se seleccionaron, tanto muestras de tejido, como cultivos de fibroblastos obtenidos, representativas/os. 

Así, el número de muestras que se utiliza en cada análisis está en el apartado de resultados. La forma inicial en 

que se trato cada uno de los fragmentos de muestra, se describe  a continuación en cada tipo de análisis. 
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Tabla 4. Características de los pacientes 

Estudio de la fascia 

 No-HI (n=20) HI (n=21) P valor* 

Edad ± EEM 65 ± 3 (55–86) 63 ± 3 (50–89) 0.61 

Hombres 13 16 0.51 

Fumadores 5 3 0.45 

Enolismo 2 3 1.00 

Obesidad (IMC >29) 5 11 0.11 

Hiperlipidemia 1 2 0.49 

Hiperuricemia 1 0 1.00 

    

    

Estudio del músculo abdominal 

 No-HI (n=20) HI (n=20) P valor* 

Edad ± EEM 62 ± 2 (42-78)  63 ± 3 (40-80) 0.76 

Hombres 14 14 1.00 

Fumadores 3 2 1.00 

Enolismo 1 2 1.00 

Obesidad (IMC >29) 4 10 0.10 

Hiperlipidemia 2 3 1.00 

Hiperuricemia 0 0 1.00 

    

* Prueba t de Student o prueba exacta de Fisher 
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4.1.2 Histología e IHQ  

4.1.2.1 Fascia 
 

 El fragmento de la biopsia destinado al análisis histológico e IHQ se fijó inmediatamente en un una solución 

de formaldehido al 10% neutralizado y se incluyó en parafina. Los métodos histológicos e inmunohistoquímicos 

se realizaron siguiendo la práctica rutinaria clínica en el Servicio de Anatomía Patológica del HUVH: 

 
- Histología: Se cortaron secciones consecutivas (4 µm de grosor) de los bloques de muestra parafinadas, y  

se tiñeron con hematoxilina/eosina (H&E) para visualizar la estructura y morfología del tejido, y con 

tricrómico de Masson y Alcian blue (pH 2,5) para estudiar el colágeno y glicosaminoglicanos/proteoglicanos 

presentes en la muestra. Se realizó un análisis semi-cuantitativo de la intensidad de la tinción de Alcian blue, 

considerando (1) como poco intenso y (3) como muy intenso. La presencia de neutrófilos 

(polimorfonucleares) se analizó utilizando la tinción de PAS (periodic acid Schiff) que tiñe los gránulos de 

glucógeno celulares (258).  

 

- Inmunohistoquímica: En el caso del análisis IHQ, las secciones incluidas en parafina se desparafinaron, se 

rehidrataron con xileno y una serie graduada de alcoholes, y se bloqueó la actividad peroxidasa endógena 

de las secciones con H2O2 al 2% durante 30 min. La recuperación (retrivial) del antígeno se realizó 

incubando las secciones con un tampón de citrato de sodio (0,1 M; pH 6,0) en una olla de presión eléctrica, 

y finalmente se bloquearon con una solución de suero. Los anticuerpos primarios utilizados en esté análisis 

fueron los siguientes: anti-vimentina (1: 100, ab-2 clon V9; Dako), anti-α-actina de músculo liso (anti α-SMA; 

1: 100, clon 1ª4; Dako) , anti-Ki-67 (1:100, clon MIB-1 100; Dako), anti-antígeno nuclear de proliferación 

celular (anti-PCNA; 1: 100, clon PC-10; Dako), anti-CD3 (1:25; Novocastra Laboratories), anti-CD20 (1: 100; 

Dako), anti-CD45 (1:100; Dako), anti-CD68 (1:80; Dako), y anti-CD138 (1:50; Dako). Los controles 

consistieron en la omisión del anticuerpo primario. La muerte celular se cuantificó mediante el ensayo 

TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dNTP-biotin nick end labeling) que detecta la 

fragmentación del DNA. Se realizó mediante una modificación de un kit comercial de detección de 

apoptosis in situ (Roche), en el que la célula es clasificada como apoptótica si el área nuclear se marca de 

forma positiva. 

- Análisis. Las secciones de las muestras fueron evaluadas por un patólogo experimentado en tejidos 

blandos del Servicio de Anatomía Patològica del HUVH. Se examinaron un  mínimo de tres secciones por 

paciente (10  campos de alta resolución, elegidos al azar, no contiguos, y no superpuestos; n = 30). Los 

índices de proliferación (evaluados por el antígeno Ki-67 y el PCNA) y el de muerte celular o apoptosis 

(evaluados por TUNEL) se basan en el porcentaje de células marcadas (259; 260). Además, en el caso del 

TUNEL se analizó como la circularidad (esfericidad) de las células o Cell radial spreading (4 * área celular 

/perimetro2) podía estar asociada a la apoptosis celular con el software libre ImageJ 

(http://imagej.nih.gov/ij/download.html). Este parámetro toma valores desde 1 (círculo perfecto) a 0 

(célula fusiforme).   

http://imagej.nih.gov/ij/download.html
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4.1.2.2 Músculo 

 La preparación de la muestra para el análisis histológico e IHQ siguió los mismos pasos que en el caso de la 

fascia, a excepción de las tinciones de la NADH y ATPasa en que las muestras se congelaron en isopentano 

(enfriado previamente a -160oC en nitrógeno líquido,) y se cortaron secciones seriadas de 10 µm de grosor en 

el criostato. Como con la fascia, los métodos histológicos e inmunohistoquímicos se realizaron siguiendo la 

práctica rutinaria clínica en el Servicio de Anatomía Patológica del HUVH.  

 

- Histología: Incluyó técnicas histológicas de rutina como las tinciones H&E, tricrómico de Masson y Alcian 

blue (pH 2,5); y técnicas de histoquímica enzimática para evaluar los posibles patrones patológicos de las 

fibras musculares (I, IIa y  IIx). Estas últimas incluyeron la detección de actividad ATPasa miofibrilar y la de 

NADH, técnicas de elección para evaluar el tamaño, la distribución y el número y tipos de fibras musculares. 

Para la tinción ATPasa, las muestras se preincubaron a pH 4.3 para identificar fibras de tipo I; a pH 9.6 para 

identificar las de tipo II; y a una doble pre-incubación a pH 9.6 seguida de otra a pH 4.3 que permite 

identificar las de tipo-II (teñidas) y -IIx (levemente teñidas). La actividad oxidativa de la cadena respiratoria 

mitocondrial se analizó mediante la tinción NADH (o NADH diaforasa), que es capaz de distinguir fibras de 

tipo I y fibras de tipo II.  

 

-  Inmunohistoquímica: La IHQ se realizó con los siguientes anticuerpos primarios: anti-desmina (1:200; Ab-1  

Clone D33, Neomarkers), anti-vimentina (1:100; ab-2 clone V9, Dako), anti-α-actina de músculo liso (anti-α-

SMA) (1:100; clone 1A4, Dako), anti-antígeno nuclear de proliferación celular (anti-PCNA) (1:100; clone PC-

10, Dako), anti-B cell lymphoma 2 apoptosis regulator (anti-Bcl-2; 1:100; Dako), anti-CD3 (1:25; Novocastra 

Labs.), CD20 (1:100; Dako), CD45 (1:100; Dako), CD68 (1:80; Dako) and CD138 (1:50; Dako). Los controles 

consistieron en la omisión del anticuerpo primario. La muerte celular se cuantificó mediante el marcaje 

TUNEL de la misma forma que en la fascia, al igual que la síntesis de DNA (y reparación) con el PCNA. Los 

índices del marcaje de TUNEL y PCNA se determinaron por el porcentaje de núcleos positivos de miocitos 

(los núcleos al límite del tejido no fueron contados), y en caso del TCI, por los núcleos positivos en el área 

perimisial y en la endomisial. Además se analizó un marcador con funciones anti-apoptóticas como el Bcl-2. 

El índice del Bcl-2 se determinó por el porcentaje de miocitos positivos marcados en el citoplasma (261). 

 

- Análisis: Puesto que no existen referencias para la interpretación de las alteraciones histológicas del 

músculo esquelético de la pared abdominal en el contexto de una hernia, se utilizaron algunos de los 

procedimientos utilizados en el diagnóstico de miopatías o distrofias musculares (258) (52), como los que 

identifican posibles orígenes patológicos (inflamatorio, miogénico, neurogénico)  a partir de biopsias de 

músculo esquelético. Así, a partir de las tinciones histológicas y de las IHQ, se inspeccionaron las biopsias 

para su valoración semi-cuantitativa y se evaluaron las siguientes características: a) el infiltrado inflamatorio, 

fibrosis, reposición por el tejido adiposo, splitting o partición de fibras,  anillos en las fibras o rings fibers, y 

núcleos centrales, con H&E; b) los desórdenes oxidativos con la tinción NADHasa (que pueden dan lugar a 

estructuras de la miofibrillas tipo targets, moth-eaten, fibres and cores); y c) la distribución de las fibras 
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(agrupamiento), atrofia e hipertrofia, con la tinción ATPasa. Se definió un índice de severidad (IS) para cada 

característica evaluada entre 0 y 3: 0) por la ausencia; 1) por la presencia de gravedad leve y dispersa (foci); 

2) por la presencia generalizada leve; y 3) por anormalidades severas similares a aquellas encontradas en 

patologías miogénicas, inflamatorias o neurológicas (52; 53). La sección de área de las fibras o cross-

sectional area (CSA) se realizó en las tinciones H&E mediante el software libre de análisis de imagen ImageJ. 

Se examinaron un mínimo de 3 secciones (10 campos de alta resolución, elegidos al azar, no contiguos, ni 

superpuestos; n = 30) por paciente.  

 

4.1.3 Ensayos con cultivos de fibroblastos 

4.1.3.1 Obtención de los fibroblastos primarios y cultivo celular  
 

 El fragmento de la biopsia (fascia o músculo) se depositó en medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium (DMEM) suplementado con 20% de suero bovino fetal inactivado (FBS; heat-inactivated fetal bovine 

serum), 20 mM HEPES, y 100 U/mL penicilina/estreptomicina (Invitrogen/Gibco, Carlsbad, CA, USA), que 

denominamos medio completo (DMEM-FBS 20%). Los cultivos primarios se establecieron siguiendo un 

protocolo de obtención a partir de explantes de biopsias (262). Las biopsias fueron limpiadas con etanol (Sigma) 

y DMEM, y a continuación troceadas y digeridas enzimáticamente con tripsina (0.625% tripsina, 0.02% EDTA; 

Sigma/Fluka) en tampón fosfato-salino (PBS; 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, 156 mM NaCl  pH 7.2) sin 

Ca2+/Mg2+ (20 h, 4°C, agitación suave). De la primera digestión se obtuvo el tejido digerido precipitado y un 

sobrenadante. Este sobrenadante se centrifugó (150 × g, 10’), y el precipitado obtenido (las células liberadas 

del tejido) se resuspendió en DMEM-FBS 20 % y se  cultivó en frascos de 25 cm2 (37°C, 5% CO2). El tejido 

precipitado de la primera digestión volvió a re-digerirse con tripsina (1 h, 37°C) y a cultivarse de la misma de la 

misma forma, para incrementar la eficiencia en el proceso de aislamiento de fibroblastos. Por último el tejido 

resultante de los dos procesos de digestión también fue cultivado de la misma forma.  Cuando los cultivos 

llegaron a una confluencia del 50%, el FBS del medio se redujo al 10%. La amplificaron de los cultivos se realizó 

antes de llegar a confluencia (siempre en placa de poliestireno), y renovándose el medio de cultivo cada dos 

días. Una vez amplificado el cultivo, se prepararon stocks congelados de células. Las células se recogieron del 

cultivo y se criopreservaron en una solución de DMSO al 10 %, bajando la temperatura de forma gradual 

mediante el sistema Nalgene® Mr. Frosty® Cryo 1°C Freezing Containers (NALGENE Labware, Rochester, NY), 

para finalmente preservarse en nitrógeno líquido (-195,8°C). La confirmación de que las células aisladas eran 

fibroblastos, se realizó mediante la inmunocitoquímica de vimentina y de CD90 (Thy-1 membrane glycoprotein) 

(ver apartado inmunocitoquímica), y para los análisis se utilizaron fibroblastos entre el 3er y el 6o pasaje. Todos 

los reactivos fueron obtenidos de Invitrogen/Gibco excepto en los casos indicados.  

 

4.1.3.2 Ensayo de senescencia 
  

 Para la evaluación de la senescencia celular sembramos las células en placas de poliestireno de 6 pocillos 

(2x104 células/pocillo) durante 24 horas. Utilizamos el “Senescence Cells Histochemical Staining Kit” (Sigma-
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Aldrich) para valorar la actividad β-galactosidasa a pH 6.0. La actividad de la β-galactosidasa deriva del aumento 

de su contenido lisosomal en células senescentes, lo cual posibilita su detección a pH sub-óptimo 6.0 (pH 4.0 es 

el óptimo). Bajo estas condiciones la actividad β-galactosidasa no es detectable en células quiescentes o 

proliferativas.  

 

El procedimiento siguió las instrucciones del fabricante. Tras aspirar el medio de cultivo y lavar con PBS, las 

células se incubaron en una solución de fijación durante 6-7 minutos a temperatura ambiente y se tiñeron en 

una solución compuesta por el substrato X-gal, incubando a 37 oC sin CO2 (ya que la técnica es sensible a los 

cambios de pH). Tras aspirar la solución de tinción y añadir PBS, evaluamos al microscopio el marcaje (células 

teñidas en azul) y calculamos el porcentaje de células senescentes. 

 

4.1.3.3 Ultra-estructura celular. Microscopia electrónica.  
 

Las células (1 × 106) se fijaron en una solución de 0.5% glutaraldehído, cacodilato sódico 0.1 M, CaCl2 8 mM, 

y 0,2% ácido tánico durante 1 h. A continuación, se sustituyó esta solución por otra compuesta de 2.5% 

glutaraldehído, 4% paraformaldehído, cacodilato sódico 0.1 M, y CaCl2 8 M, durante 2 h a 4°C de 

temperatura. Posteriormente, las células se fijaron con tetróxido de osmio (OsO4), deshidratadas por una serie 

graduada de etanol, y a continuación, incluidas en resina epoxi. Se realizó la tinción de secciones ultrafinas con 

acetato de uranilo y citrato de plomo, y se examinaron con un microscopio electrónico de transmisión JEM1010 

(TEM) (JEOL, Ltd., Tokio, Japón) en los Servicios Científico-Técnicos de la Universidad de Barcelona (Campus 

Casanova). 

 

4.1.3.4 Inmunocitoquímica (ICQ) 
 

 Las células se sembraron sobre cubreobjetos de vidrio en el estudio 4.1, y en cubreobjetos de vidrio y en 

placa de poliestireno (solo en el caso  de las adhesiones focales) en el 4.2  (1 × 104 células/pocillo). Las células 

sembradas se incubaron en DMEM-10% FBS durante 36 h para permitir una buena adaptación y adherencia al 

sustrato. Para la ICQ, las células se lavaron con PBS y se fijaron en una solución de paraformaldehído al 4% 

durante 30’, tras lo cual se llevó a cabo un bloqueo de la autoflorescencia del fijador (quench) incubándolas en 

glicina 20 nM durante 15 minutos. A continuación, tras aspirar la solución anterior, las células se 

permeabilizaron añadiendo 0,05% Triton X-100 durante 5 min y se efectuaron diferentes ICQ incubando las 

células, durante 1 hora y a temperatura ambiente, con los siguientes anticuerpos primarios diluidos en 5% BSA-

PBS: monoclonal de ratón anti-vimentina (dilución 1:40, ab-2 clon V9; Dako), monoclonal de ratón anti-CD90 

(1:25; Serotec), o monoclonal de ratón anti-SMA (1:40, CBL171; Chemicon/ Millipore). Después de la 

incubación con el anticuerpo primario las células se lavaron con PBS  y a continuación se incubaron con el 

anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de ratón conjugado al fluorocromo Alexa-Fluor 488 (1: 100 en 0.05% 

Triton X-100 en PBS; Invitrogen) durante 1 hora en oscuridad. Al finalizar la incubación, se realizaron lavados 

con PBS, se trataron las células con RNAasa (0,5 mg/ml; Applied Biosystems / Ambion, Austin, Texas) durante 
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15 minutos a 37°C y se tiñeron los núcleos con ioduro de propidio (10 mg/ml; Molecular Probes). Finalmente, 

las preparaciones se montaron con Mowiol 4-88 (Calbiochem, VWR International Ltd).  

 

Los filamentos de actina y contactos focales se visualizaron con el kit comercial FAK100 (Chemicon/Millipore) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, las células sembradas en las condiciones ya definidas se 

fijaron en una solución de paraformaldehído al 4% durante 15 minutos, se permeabilizaron con 0.1% Triton X-

100 en PBS y se bloquearon en solución de bloqueo. Posteriormente, se incubaron con un anticuerpo 

monoclonal de ratón anti-vinculina (1:75, MAB3574), seguido de un anticuerpo secundario anti-IgG de ratón 

conjugado con Alexa-Fluor 488 (1/400) junto a faloidina conjugada con TRITC (1/500). Después de realizar 

lavados con PBS, se tiñeron las células con DAPI (4′,6-diamidino-2-phenylindole; marcaje nuclear) y se realizó el 

montaje.  

 

Por último, en los fibroblastos obtenidos de biopsias musculares, se utilizaron los siguientes anticuerpos 

primarios adicionales: policlonal  de conejo anti-FAK (1:75, RB-477-PO; Neomarkers), policlonal de conejo anti-

paxilina (1:75, AB3794; Chemicon/Millipore) y monoclonal anti-tensina (1:75, MAB1649; Chemicon/Millipore), 

este último para localizar adhesiones fibrilares. Los anticuerpos secundarios utilizados fueron: Anti-IgG de ratón 

conjugado con Alexa-Fluor 488, anti-IgG de ratón conjugado a Alexa-Fluor 568 y anti-IgG de conejo conjugado a 

Alexa-Fluor 568 (todos 1:100; Invitrogen). El procedimiento de las ICQ (bloqueo, incubaciones de anticuerpo 

primario y secundario) fue tal como se especifica en párrafos anteriores. 

 

Las células se analizaron por microscopía confocal láser o microscopio de fluorescencia (Leica TCS-NT-UV; Leica 

Microsystems, Heidelberg, Alemania) en la UAT-VHIR (Unitat d’Alta Tecnologia del VHIR). Como control de la 

especificidad del marcaje se tomaron las preparaciones sin anticuerpo primario. Los filamentos de actina y 

contactos focales fueron analizados con el software libre de análisis de imagen ImageJ. 

 

4.1.3.5 Ensayos de proliferación celular 
 

 La proliferación celular se determinó de varias formas: 
 

- Cálculo del tiempo de duplicación celular: Se calculó de la siguiente manera: [(n.° de células recolectadas) - 

(n.° de células sub-cultivadas)] / ln2.  

 

- Ensayo de incorporación de timidina tritiada: Se sembraron 1 × 104 células /pocillo y se dejaron 36 horas en 

DMEM-FBS 10%, para permitir la adhesión adecuada al sustrato. A continuación se incubaron en DMEM-

FBS 2% durante 24 horas para sincronizar el ciclo celular de las células, y se trataron con 0,5 Ci /ml de [H3]-

timidina (Amersham Pharmacia Biotech) durante 18 horas. Después de la incubación, se lavaron las células 

con PBS y se recuperaron por tripsinización. Se precipitó el DNA con acido tricloroacético frio y se llevo a 

sequedad durante 20 h dejado al aire en un flujo laminar. Por último, el DNA precipitado se disolvió en NCS 

tissue solubilizer (Amersham Pharmacia Biotech), para ser cuantificado en un contador β de centelleo. 
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- Ensayos de incorporación de 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU): Se realizaron dos tipos de ensayo. Uno 

consistió en el ELISA colorimétrico de  Calbiochem. En este caso se sembraron 5x103 células/ pocillo, y se 

siguieron las indicaciones del fabricante para su realización. El segundo se trató de una ICQ para observar 

la incorporación del BrdU a las células. En el análisis se sembraron 1x104 células/pocillo en cubreobjetos de 

vidrio y se incubaron con una solución de BrdU 10 µM en DMEM-FBS 10% durante 12 h (en este caso no se 

sincronizaron las células). A continuación las células se lavaron con PBS, se  fijaron en 4% 

paraformaldehído durante 30 minutos, se bloqueó la autoflorescencia del fijador con NH4Cl 50 mM 20 

minutos, se permeabilizaron con 1% Triton X-100 15 minutos, se trataron con 50 µl de DNAasa (1U/l, 90 

minutos, 37 °C) para hacer accesible el BrdU al anticuerpo primario, y se bloqueó la unión inespecífica del 

anticuerpo durante 1 h a temperatura ambiente. Por último, se incubaron las células con el anticuerpo 

primario monoclonal de ratón anti-BrdU (1: 100 en 1% BSA-PBS; Calbiochem) y se finalizó la ICQ como se 

describe en el apartado de la inmunocitoquímica (4.1.3.4). 

 

4.1.3.6 Ensayos de migración celular 
 

Se realizaron dos tipos de ensayo: 

 

- Ensayo de cicatrización in vitro (scratch test): Las células (1 × 105 /pocillo) se sembraron en pocillos 

recubiertos de fibronectina (10 mg/ml; Boehringer Ingelheim GmbH) con marcas en la parte inferior-

exterior para ser utilizadas como puntos de referencia durante la adquisición de la imagen (263). Las 

células se incubaron con DMEM-FBS al 10% durante 36 horas, y para reducir al mínimo la proliferación se 

cambio el medio a 2% de FBS durante 12 horas. Para realizar el ensayo se hizo un aclarado en forma de 

banda (una “herida lineal” en la superficie del cultivo celular, con la ayuda de una punta blanca estéril) lo 

más regular posible y que atravesaba todo el pocillo de forma diametral. A continuación se lavó el cultivo 

con DMEM (3 veces), y se incubó con DMEM-FBS 2%, 24 horas. Las placas fueron examinadas 

periódicamente y fotografiadas (Nikon Eclipse TS100, Tokio, Japón) y las imágenes obtenidas se analizaron 

con el software libre ImageJ. 

 

- Ensayos de transmigración en transwells (264): Los insertos de la cámara superior del Transwell Costar 

(inserto de 8.0 μm de poro; Corning) se recubrieron con colágeno tipo I (30 mg/ml; Calbiochem) o  

fibronectina (30 mg/ml; Boehringer Ingelheim). En estos insertos se sembraron las células (5 × 103) con 

DMEM-FBS 2% en la cámara superior, y se incubaron durante 12 horas para observar su migración hacia la 

parte inferior del inserto/cámara. La cámara inferior contenía DMEM-FBS 10% como agente quimiotáctico 

para dirigir la migración hacia ella. Después de la incubación, se rasparon las células no migradas (parte 

superior del inserto) y se realizó una tinción cristal violeta (265) en las células migradas a la parte inferior. 

Para realizar la tinción se fijaron las células en una solución de 80% metanol (v/v) de 30 minutos, se tiñeron 

con cristal violeta (0.5% w/v en 20% metanol (v/v), 5 minutos), se eliminó el exceso de tinción con lavados 

de PBS (4x), y se recuperó la tinción retenida por las células incubándolas con citrato de sodio (0.1 N (w/v)/ 
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50% etanol (v/v), 10 minutos). El cristal violeta recuperado se pasó a una placa de 96 pocillos y se analizó 

por espectrofotometría (OD 570 a 590 nm). 

 
4.1.3.7 Ensayo de adhesión al sustrato 
 

 Se llevó a cabo mediante un ensayo de centrifugación inversa. Las células (1,5 × 103 / pocillo) se sembraron 

en placas de 24 pocillos, y se incubaron posteriormente en DMEM –FBS 2%  durante 12 horas. Después del 

tiempo de incubación, la placa se centrifugó inversamente a 900×g durante 10 minutos, y las células que 

restaban adheridas todavía a la placa se valoraron mediante la tinción cristal violeta (266) (267). 

 
4.1.3.8 Inducción de la apoptosis 
 

 Las células (2 × 104/pocillo) se sembraron en cubreobjetos de vidrio y se dejaron adherir durante 12 horas 

en DMEM-FBS 10%. El medio se cambió a DMEM-FBS 2% y se mantuvo durante 12 horas más (nivel basal de 

apoptosis de las células del 2-3%, observado en estudios preliminares). A continuación las células se trataron 

con estaurosporina 0,1 µM (16 h) (268) o con TNFα y cicloheximida (269) (TNFα / CHX, de 0,25:50 ng/mL; 72 h; 

Sigma). Las células fueron inspeccionadas morfológicamente, y la necrosis/apoptosis se evaluó  mediante ICQ 

con el kit Vybrant Apoptosis Assay kit n°2 (ThermoFisher Scientific; 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/V13245) en el cultivo, mediante microscopía confocal láser. 

En el análisis, las células apoptóticas tempranas (inicio de la apoptosis) quedaban marcadas de color verde 

(debida a la unión de los fosfatidilserina de membrana a la anexina conjugada con el fluorocromo, que son 

translocados durante la apoptosis desde la parte citoplasmática de la membrana a la parte extracelular de esta), 

las células apoptóticas tardías con citoplasma rojo intenso (ioduro de propidio que difunde en membranas 

permeables), y las células necróticas con un nucleó de color rojo intenso. Las células cultivadas en DMEM-FBS 

10% se utilizaron como controles negativos de apoptosis/necrosis.  

 

Para examinar la fragmentación del citoesqueleto durante la apoptosis,  5x104 de células se sembraron en 

placas de cultivo de poliestireno de 60 mm y se trataron como se ha descrito anteriormente. Al final de la 

inducción apoptótica las células adheridas y las flotantes se combinaron, se lisaron con el kit de extracción 

subcelular ProteoExtract subcellular proteome extracción kit (Calbiochem; 

https://www.merckmillipore.com/ES/es/product/ProteoExtract-Subcellular-Proteome-Extraction-Kit,EMD_BIO-539790)  

siguiendo las indicaciones del fabricante, y se analizaron mediante inmunoblotting (ver sección 

inmunoblotting). 

 

4.1.4  Inmunoblotting 

 Para el análisis por transferencia Western o inmunoblot, las células o los tejidos crio-preservados 

(congelados después de su extracción con nitrógeno líquido y mantenidos a -80oC) se homogeneizaron con 

tampón RIPA [Tris-HCl 50 mM (pH 7,6), NaCl 150 mM, 1% Triton X-100, 0,25% deoxicolato de sodio, 0,1% 

dodecil sulfato sódico (SDS), EDTA1 mM, más inhibidores de proteasas; Protease Inhibitor Cocktail Set III, 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/V13245
https://www.merckmillipore.com/ES/es/product/ProteoExtract-Subcellular-Proteome-Extraction-Kit,EMD_BIO-539790
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Calbiochem]. A continuación se centrifugó el homogenizado (12.000 × g, 30 minutos, 4 °C) para recuperar la 

fracción soluble proteica que se analizó con posterioridad. La concentración proteica de la fracción soluble se 

determinó mediante el ensayo del ácido bicinconínico (BCA protein assay; Pierce, Thermo).  Cantidades iguales  

de muestra (para cada análisis en particular) se resolvieron por electroforesis en el sistema Laemmli SDS-PAGE 

en condiciones reductoras (120 V) (270), para transferirse más tarde a membranas de nitrocelulosa o fluoruro 

de polivinilideno (PVDF) (60 V, 4 °C,  20 h). Una vez realizada la transferencia, esta se verificó mediante la 

tinción rojo Ponceau (271). Antes de la incubación con el anticuerpo primario, las membranas se bloquearon 

con tampón TBS-T [0,9% NaCl, Tris-HCl 0,02 M (pH 7,5), 0,05% Tween-20, 5%-10% de leche desnatada, 1 hora a 

temperatura ambiente]. A continuación las membranas se incubaron con los siguientes anticuerpos primarios: 

monoclonal de ratón anti-vimentina (1: 700, ab-2 clon V9; Neomarkers / Lab Vision, Thermo Fisher Scientific 

Inc), monoclonal de ratón anti-poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP) (1:125; BD Biosciences), monoclonal de 

ratón anti-pan-actina (1: 500; Neomarkers / Lab Vision Corp.), policlonal de conejo anti-α-fodrina (1: 700, 2122 

Asp1185; Cell Signaling), policlonal de conejo anti-caspasa-3 (1: 700; Cell Signaling), monoclonal de ratón anti-

β-tubulina (1:3000, 5H1; BD Biosciences), policlonal de conejo anti-microtubule-associated protein 1 light chain 

3  (LC3) (1:1000, PM036; MBL Medical & Biological Laboratories Co); monoclonal de ratón anti-flotillin-2 (1: 

5000; BD Biosciences), policlonal de conejo anti-MyoD (1:200; C-20: Santa Cruz Biotechnology) y policlonal de 

conejo anti-miogenina (1:200, M-225; Santa Cruz Biotechnology). La detección del anticuerpo primario se 

realizó con anticuerpos secundarios apropiados conjugados con la peroxidasa de rábano (horse radish 

peroxidase, HRP) en tampón TBS-T, usando el kit de quimioluminiscencia mejorada (ECL™ kit, Amersham 

Pharmacia Biotech). Las bandas se cuantificaron con un analizador de imagen digital (Quantity One 

Quantitation Software; Bio-Rad), en una película de rayos X no saturada. En determinados casos se utilizó el kit 

de extracción de proteínas ProteoExtract subcellular proteome extraction kit (Calbiochem) para obtener 

fracciones enriquecidas de proteínas citosólicas, de membrana/orgánulos, nucleares, y  del citoesqueleto (272). 

 

4.1.5 Inmunoprecipitación 

En el caso de la inmunoprecipitación, se homogeneizaron muestras de tejido crio-preservadas (~ 500 mg) o 

células (~ 1,5 × 106) con el tampón de extracción [Tris HCl 20 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM, 1% Triton X-100, 

EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Na4P2O7 2,5 mM, β-glicerolfosfato 1 mM, Na3VO4 1 mM, e inhibidores de proteasas 

(PMSF 1 mM, y Protease Inhibitor Cocktail Set III; Sigma)], y se centrifugaron a 12.000xg, 15minutos a 4 °C, para 

obtener las proteínas solubles en el sobrenadante. La concentración de proteína se determinó mediante el 

ensayo BCA (Pierce). Para realizar la inmunoprecipitación se adicionó un anticuerpo policlonal de conejo para 

precipitar proteínas fosforiladas [phospho-(Ser/Thr) Phe polyclonal antibody; Cell Signaling; 1:100], a 750 µg  de 

proteína de sobrenadante de tejido o a 500 µg de proteína sobrenadante de células, incubándose en agitación 

(20 h, 4oC). A continuación, se adicionaron microesferas (beads) de proteína A-agarosa (1:20; v/v) (Roche 

Applied Science) diluidas en PBS (1:1; v/v), y la mezcla muestra-beads se incubó en agitación (5 horas, 4 °C) 

para aglutinar las proteínas fosforiladas unidas al anticuerpo. Las beads y la proteínas fosforiladas aglutinadas 

se precipitaron por centrifugación (12.000 x g, 1 minuto) y se lavaron (12.000 × g, 30 segundos x 3). Se 
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adicionaron 25 µL de tampón de muestra SDS 3x [Tris-HCl 187,5 mM (pH 6,8 a 25 °C), 6% SDS (w/v), 30%  

glicerol, DTT 150 mM, 0,03 % w/v bromofenol] al precipitado y se desnaturalizó a 100 °C (10 minutos’). Las 

alícuotas resultantes del proceso de inmunoprecipitación fueron analizadas mediante SDS-PAGE y el 

inmunoblot anti-vimentina, tal como se ha descrito  en el apartado anterior. 

 

4.1.6  Electroforesis de las isoformas de las cadenas pesadas de la miosina 

 La valoración semi-cuantitativa de la expresión de las diferentes cadenas pesadas de la miosina en las 

muestras de tejido muscular se realizó por medio de una separación electroforética en condiciones especiales, 

que permite la detección de concentraciones relativas de las diferentes isoformas en fibras mixtas (273). 

 

El músculo biopsiado congelado (50-80 mg) a -80oC se homogenizó en frío en 9 volúmenes de tampón de 

extracción (sacarosa 250 mM, KCl 100 mM, EDTA 5 mM, Tris–base 20 mM, pH 6.81) mediante un 

homogeneizador rotor-estator (Polytron homogenizer, IKA T25 Digital Ultra Turrax; IKA-Werke). Los lisados 

resultantes fueron de nuevo homogeneizados manualmente en un tubo esmerilado, y el lisado resultante fue 

usado para el lavado de las miofibrillas (273). A continuación, este homogeneizado se centrifugó a 10.000xg 

durante 10 minutos a  4oC  y el precipitado fue resuspendido de nuevo en un tampón de lavado  (KCl 175 mM, 

EDTA 2 mM, 0.5% Triton X-100, Tris-HCl 20 mM, pH 6.8) y centrifugado otra vez. El sobrenadante resultante de 

la centrifugación fue descartado de nuevo, y el precipitado fue resuspendido en un volumen adecuado (según 

la masa de tejido inicial) de tampón de resuspensión final (KCl 150 mM, Tris base 20 mM, pH 7.0). La 

concentración final de proteína fue determinada mediante el ensayo BCA.  

 

Las isoformas de la cadena pesada fueron separadas según lo descrito anteriormente en la bibliografía (274; 

275) mediante una SDS-PAGE modificada. El gel separador (resolving gel) contenía un 30% glicerol, 8% 

acrilamida, Tris-HCl 200 mM (pH 8.80), glicina 100 mM, y 0.4% SDS, mientras que el concentrador (stacking gel) 

contenía un 30% glicerol, 4% acrilamida, Tris-HCl 70 mM, pH 6.80, EDTA 4 mM, y 0.4% SDS. Para la 

polimerización de ambos tipos de geles se adiciono TEMED y persulfato de amonio en concentraciones finales 

de 0.05 % y 0.1 %, respectivamente. La electroforesis de las muestras se realizó mediante un sistema de dos 

tampones de electroforesis, uno superior (0.12% β-mercaptoetanol, Tris-base 300mM, glicina 450mM, y 0.3% 

SDS; y otro inferior (Tris –base 50 mM, glicina 75 mM, y 0.05% SDS). Dos µg de las miofibrillas lavadas de cada 

muestra fueron diluidos en 2x tampón Laemmli (5 % β-mercaptoetanol), desnaturalizados a 96oC durante 5 

minutos, cargados en el gel, y resueltos mediante electroforesis (140 V, 18 h,  4–8 °C). Por último, los geles se 

tiñeron con tinción de plata (276) y las imágenes capturadas por escáner a una resolución de 300 dpi 

(ImageScanner, controlado por el software LabScan 6.00; GE Healthcare). 
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4.1.7 Análisis de la expresión de los proteoglicanos 

4.1.7.1  Extracción de RNA y RT-PCR  

 El análisis de la expresión génica se analizó de forma semi-cuantitativa mediante RT-PCR (reverse 

transcription-polymerase chain reaction) (277). Para su realización se extrajo RNA total del tejido crio-

preservado (congelados después de su extracción con nitrógeno líquido y mantenido a -80oC después de su 

extracción) mediante el método de un solo paso con TRIzol® (278) (extracción fenol-cloroformo) (Invitrogen, 

Barcelona, España), siguiendo las instrucciones del fabricante (279). La calidad y cantidad del RNA se evaluó 

con el 2100 Bioanalyzer (Agilent, Madrid,  España). El RNA se transcribió de forma reversa con la transcriptasa 

inversa Superscript II (Invitrogen) y cebadores (primers) aleatorios para conseguir el DNA complementario 

(cDNA). Las reacciones de PCR se realizaron a partir del cDNA producido, con cebadores (primers) específicos 

(Tabla 5) y 1U de Taq ADN polimerasa (Invitrogen). Los productos de PCR se resolvieron y detectaron mediante 

electroforesis en geles de agarosa 1-2% que contenían bromuro de etidio, y las intensidades de las bandas se  

cuantificaron por densitometría (Quantity One Quantitation Software™; Bio-Rad, Barcelona, España). Los 

resultados se expresaron como la relación entre la intensidades del gen de interés y el RPL19 (gen de referencia) 

con la finalidad de normalizar las intensidades y minimizar los errores de exactitud (ej. carga del gel) dentro de 

cada gel y entre geles diferentes (280). Se establecieron controles negativos omitiendo en el proceso la 

transcripción inversa. 

 

Tabla 5. Primers utilizados en las reacciones de PCRs y las condiciones. 

 

4.1.7.2  Análisis de la expresión del versicano mediante inmunoblot  

 Se homogenizaron fragmentos de tejido congelado (50-80 mg) en 10 volúmenes de tampón de extracción 

(urea 7 M, Tris-HCl 50 mM, NaCl 100 mM, EDTA 2 mM y 0.5% Triton X-100, pH 7.4) con inhibidores de 

proteasas (Protease Inhibitor Cocktail 1/100, Sigma P8340) mediante un homogeneizador rotor-estator 

(Polytron homogenizer, IKA T25 Digital Ultra Turrax; IKA-Werke), y posterior incubación con agitación suave 

durante 1 hora, siendo todo el proceso realizado a una temperatura de 4oC. A continuación, el sobrenadante 

PCR primer sequences (exon) and conditions

Gen
Official 
symbol

NCBI Reference 
Sequence Primer sequence forward 5'→3' Primer sequence reverse 5'→3' tm (Co) cycles

Product 
size (pb)

L19 RPL19 NM_000981 CAA TGC CAA CTC CCG TCA GC CTT GGT CTC TTC CTC CTT GG 57.7 29 486
Decorin DCN NM_001920 ATG CCC AAA ACT CTT CAG GA ATT CCG TAA GGG AAG GAG GA 59.0 29 234
Biglycan BGN NM_001711 GGA CTC TGT CAC ACC CAC CT AGC TCG GAG ATG TCG TTG TT 59.0 33 159

Syndecan 1 SDC1 NM_001006946 CTT CAC ACT CCC CAC ACA GA GAA ACC TCG GGG GAG AAT A 57.0 35 135
Syndecan 2 SDC2 NM_002998 TGA CTA CGC TTC TGC GTC TG TGG GTC CAT TTT CCT TTC TG 57.0 32 222
Syndecan 3 SDC3 NM_001006946 GAG CCT GAC ATC CCT GAG AG CCC ACA GCT ACC ACC TCA TT 57.0 33 211
Syndecan 4 SDC4 NM_002999 CCA CCG AAC CCA AGA AAC TA TGG GGG CTT TCT TGT AGA TG 57.0 30 278

Versican 0  VCAN NM_004385 CCA GCA AGC ACA AAA TTT CA TTT CAG CCA TTA GAT CAT GCA C 58.0 33 174
Versican 1  VCAN NM_001164097 TGA GAA CCA GAC AGG CTT CC TTT CAG CCA TTA GAT CAT GCA C 58.0 37 166
Versican 2  VCAN NM_001164098 CAC CCA CTG TGG AAG ACA AA TCA CAC TGG TCT CCG CTG TA 59.0 33 234
Versican 3  VCAN NM_001126336 TGA GAA CCA GAC AGG CTT CC TCA CAC TGG TCT CCG CTG TA 59.0 36 167
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fue recogido por centrifugación a 12.000xg, 30 minutos y a 4  oC, y la concentración de proteína fue 

determinada mediante el ensayo BCA (Pierce, Thermo). Para la observación de la isoformas de los versicanos 

libres de condroitín-sulfatos y heparan-sulfatos, los lisados se trataron con condroitinasa ABC que actúa sobre 

los enlaces que unen los condroitín 4-sulfato, condroitín 6-sulfato, dermatan-sulfato y en menor medida sobre 

el ácido hialurónico (281). De este modo, alícuotas del sobrenadante de los homogenizados se llevaron a una 

concentración final de 2mg/mL con el tampón CH (Tris-HCl 40 mM, acetato de sodio 40 mM, EDTA 5 mM pH 

8.0), y fueron tratadas con condroitinasa libre de proteinasas (Sigma; C3667) durante 8 h a 37oC (281). Para el 

inmunoblot, se cargaron cantidades iguales de proteína y se separaron mediante electroforesis (Laemmli) SDS-

PAGE en condiciones reductoras (5% stacking gel;  8 % resolving gel). Las proteínas se transfirieron a una 

membrana de PVDF durante 16 horas (271), se bloqueó la membrana durante 1 h en TBS-T y posteriormente se 

incubó durante 2 horas a 4o con el anticuerpo primario monoclonal de conejo anti-versicano (Abcam; ab177480 

[EPR12277], diluido 1:1000 en TBS-T), que reconoce un dominio lectina en el extremo C-terminal presente en 

las 4 variantes del versicano (V0-V3) (282). Posteriormente, las membranas se incubaron con un anticuerpo 

secundario conjugado a peroxidasa HRP (Sigma; A0545, dilución 1:2000 en TBS-T) durante 1 hora a 

temperatura ambiente. La detección fue visualizada usando el sistema Novex enhanced chemiluminescence 

detection system (Thermo Fischer Scientific), y el análisis de las bandas obtenidas se elaboró con el software 

libre ImageJ. Una vez realizado el inmunoblot para las isoformas del versicano, se eliminó de las membranas 

(stripping) los anticuerpos unidos y de nuevos fueron incubadas con el anticuerpo primario anti β-tubulina 

como control de carga. 

 

4.1.8 Análisis estadístico y representación gráfica 

 Los datos fueron cuantificados como la media ± error estándar de la media (ESM). Las diferencias entre las 

medias de los grupos se analizaron mediante la prueba t de Student para datos no apareados o de forma no 

paramétrica con la prueba U de Mann-Whitney (n<6). El contraste F se aplicó para identificar diferencias entre 

varianzas.  Las variables categóricas se analizaron mediante la prueba exacta de Fischer. Mediante regresión 

lineal simple se evaluó la relación entre los índices TUNEL-PCNA  y TUNEL-Bcl-2 (coeficiente de correlación de 

Pearson). El valor de significación estadística se situó en un valor de P<0,05. Estos análisis se elaboraron con el 

paquete estadístico Graphpad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc.).  

 

En el análisis multivariante de la expresión de las diferentes genes de los proteoglicanos, se utilizó el análisis de 

componentes principales (PCA: principal component analysis) para poder realizar un análisis preliminar de la 

capacidad predictiva de la expresión diferencial de estas genes respecto a la patología de la hernia incisional. 

Es decir, ver como el conjunto de genes tenía el poder de distribuir de forma separada a los dos grupos de 

pacientes en estudio (283). El PCA es probablemente la más antigua y mejor conocida de las técnicas 

multivariantes. Fue presentada por Pearson (1901) (284), y desarrollada de forma independiente por Hotelling 

(1933) (285). Se trata de una técnica no-paramétrica de relativa simplicidad y robustez, resultado de la 

investigación en el álgebra lineal. La base del PCA es reducir la dimensionalidad de un grupo de datos en el que 
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existe un gran número de variables interrelacionadas, intentando retener al máximo posible la variación 

presente en él. Esta reducción se consigue transformando las variables en otro nuevo grupo de variables, los 

componentes principales, los cuales no están correlacionados, y que son ordenados de modo que el primero 

(primer componente; PC1) retenga la mayoría de la variación presente en la muestra en todas la variables 

originales (es decir, que explique el mayor % de las diferencias). El cálculo de los componentes principales se 

reduce a la solución de un problema de eigen valor-eigen vector por una matriz simétrica semi-definida positiva.  

El resultado final del PCA, de forma simple, es que se divide la matriz de datos inicial que representan las 

variables (proteoglicanos) y sus observaciones (pacientes) en dos nuevas matrices: una de factores de carga 

(loadings, weight) y otra de scores (o también llamados components o factors). La matriz de scores, resume las 

observaciones (pacientes), separa la señal de los datos del ruido de fondo y permite observar patrones, 

tendencias y agrupaciones o clusters (de pacientes). La matriz de loadings (proteoglicanos), resume las 

variables y explica la  posición en la gráfica de scores (scores plot). Esto permite observar de forma sencilla 

correlaciones entre observaciones y variables. Por lo tanto, se pueden generar dos tipos de gráficas: una de los 

loadings (proteoglicanos) y otra de scores (pacientes). En nuestro caso, principalmente nos interesaba observar 

posibles agrupaciones de pacientes, por lo tanto utilizaríamos la gráfica de scores. Para mejorar esta visión de 

cómo se agrupan los pacientes entorno a las isoformas de los proteoglicanos, utilizamos el gráfico biplot que 

muestra la información de las variables (proteoglicanos) y las observaciones (pacientes) en una gráfica común, 

que tiene como ejes los dos primeros componentes principales (los que explican la mayoría de la diferencias).  

La proyección de los pacientes en las flechas que se generan en los gráficos da un valor original (escalado) de 

aquella variable, y su longitud indica la variancia de la variable. Además el ángulo entre las variables nos 

permite, de forma aproximada, ver la correlación entre ellas. Para realizar el análisis del PCA se utilizó el 

paquete pcaMethods (Bioconductor) (286) del lenguaje R (R language and environment for statistical 

computing and graphics; https://www.r-project.org). 
 

https://www.r-project.org/
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4.2 Materiales y métodos. Estudio 5.3 

 

4.2.1 Cultivo de fibroblastos del TCI de músculo esquelético en sustratos con rigideces 

reguladas 
 

 La rigidez (stiffness) del sustrato donde crecen las células modula su fenotipo en términos de morfología, 

adhesión, ciclo celular-diferenciación y supervivencia, todas ellas relacionadas entre sí. La variación del sustrato 

es percibida por la célula mediante señales de mecanotransducción que determinan respuestas específicas. 

Además la presencia de ligandos bioactivos en el sustrato (ej. fibronectina, colágeno), modulan adicionalmente 

la señal de la mecanotransducción (287). 

 

Los sustratos blandos o soft substrates (con rigideces entre la estructura óseas y la del cerebro), en 

contraposición a los duros como las placas de cultivo de plástico (ej. poliestireno), permiten biomimetizar en 

cultivo las rigideces de los tejidos y órganos donde se encuentran las células in vivo, recreando sus 

características viscoelásticas. Esto hace posible recrear posibles situaciones patológicas modificando tanto la 

rigidez, como los diferentes ligandos inmersos en ellas. De esta forma, la respuesta de la expresión génica y 

proteica también se pueda aproximar a la del micro-entorno tisular in vivo. El material del sustrato influye 

directamente en la adhesión celular ya sea por la unión específica a él por la célula o por las propiedades 

hidrofóbicas del material. De igual forma la topografía, la rugosidad (textura de la capa superficial del sustrato), 

y se trata de un cultivo bidimensional o tridimensional, también modulan de forma diferencial el fenotipo 

celular. Los sustratos blandos, remarcablemente, permiten también el análisis cuantitativo de la deformación 

del sustrato realizada por la célula (288). 

 

La forma de ajustar la rigidez de un sustrato blando se realiza mediante uniones entrelazadas o cross-linking del 

polímero que conforma el sustrato. Diferentes métodos de cross-linking son utilizados (ej. químico, fotónico), 

además de la combinación de diferentes sustratos o moléculas para optimizar los requerimientos de las células 

en cultivo. Diversos tipos de sustratos blandos se utilizan actualmente ofreciendo un rango de rigideces 

característico y propiedades biológicas, biodegradables o no. Entre ellos se encuentran los geles de colágeno, 

las matrices de ácido hialurónico (con la ayuda del polietilenglicol (PEG)-dicrilato para el cross-linking), 

hidrogeles (redes tridimensionales de polímeros solubles en agua) de PEG, hidrogeles de poliacrilamida (PAA) 

(necesariamente funcionalizados debido a su origen no biológico), y el elastómero de polidimetilsiloxano o 

dimeticona (PDMS). Este último tiene unas excelentes propiedades ópticas debido a ser incoloro y tranparente, 

lo que facilita los estudios celulares en cultivo. La rigidez ofrecida por el PDMS es superior a los geles de 

colágeno y los geles de PAA. Además, la maleabilidad del PDMS le permite generar sustratos bidimensionales, 

con topografía diversa, o incluso tridimensionales que mimetizan también la estructura de tejidos y órganos 

(288; 289). 
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Figura 22 . Monómero de una cadena lineal de polidimetilsiloxano y ejemplo de curva teórica de stress-strain de un material. 
En esta se puede observar que el primer tramo de la curva cumple la ley de Hook, en donde el material tiene un 
comportamiento elástico ideal (donde se calcula el módulo de Young. A partir de este punto el comportamiento se vuelve 
más complejo. Yield strength: intensidad de estrés a partir del cual el material se deforma plásticamente; ultimate strength: 
el máximo estrés el cual puede soportar un material mientras está siendo estresado (alargamiento) antes de romperse; 
Necking: situación en donde los esfuerzos al ser tensionado un material se producen en una región pequeña de este (ej. 
estiramiento de un polímero mediante tensión que hace disminuir la sección de área);  Strain hardering: endurecimiento de 
un material por deformación plástica; por re-estructuración molecular interna.  

 

La rigidez de un material representa la capacidad de este de resistir la deformación.  Esta rigidez se describe de 

forma habitual por la pendiente de la región linear de la curva de estrés-esfuerzo (a la deformación), también 

llamada el Young´s modulus cuando se realiza bajo tensión (Figura 22). En esta curva describe como un sustrato 

se deforma (ej. esfuerzo a la deformación: longitud final-longitud inicial) al aplicar una determinado estrés (ej. 

tensión: kPa). Para describir la pendiente en otras regiones de la curva estrés-esfuerzo, a menudo se define o 

calcula un módulo tangencia que está asociado a un valor de estrés determinado. En el caso de los tejidos 

biológicos, su estructura no es totalmente elástica no cumpliendo la ley de Hook, si no que se comportan de 

forma viscoelástica.  Así los tejidos tienen un comportamiento viscoso (tiempo dependiente) capaz de resistir 

en el tiempo un estrés aplicado inicialmente, para posteriormente tener uno elástico. Los materiales 

viscoelásticos poseen las características de estrés-relajación, de deslizamiento (creep), de la sensibilidad al ratio 

de esfuerzo, e histéresis. El fenómeno estrés-relajación ocurre en un tejido cuando es estirado, mantenido a 

una longitud fija, y con el paso del tiempo el estrés interior del tejido disminuye (relajación). El deslizamiento 

(creep) ocurre cuando se aplica un estrés constante en el tiempo, y el tejido se alarga a medida que avanza este. 

La sensibilidad a la ratio de esfuerzo, es la sensibilidad del coeficiente de la deformación de un material 

respecto al tiempo. Por último, la histéresis representa la pérdida de energía debida a la fricción interna (290).   
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En nuestro caso se utilizó el PDMS como sustrato blando para poder realizar los ensayos en donde modificar el 

comportamiento de los fibroblastos modulando la rigidez del sustrato. Como se comentó anteriormente, la 

longitud y enlaces entre las diferentes cadenas lineales de PDMS alteran las propiedades reológicas del 

polímero, permitiendo diferentes rigideces, biomimetizando la superficie donde crecen los fibroblastos en 

cultivo.  

De forma concreta, en el ensayo se utilizaron sustratos bidimensionales no-degradables de PDMS incorporados 

a cubreobjetos de 20x20 mm o placas de cultivo 35 mm (Excellness Biotech) con diferentes propiedades 

viscoelásticas, de forma que el modulus elástico de Young era de: 2, 5, 10, 30 y 100 kPa. Además, los sustratos 

de PDMS fueron funcionalizados con fibronectina humana (2 µg/cm2; Sigma) (siguiendo las indicaciones de 

fabricante Excellness Biotech), y se usaron cubreobjetos (vidrio-sílice) cubiertos o no de fibronectina como 

substrato de referencia o control (1 GPa teórico de rigidez).  

 

En estos ensayos se utilizó una línea celular representativa de no-FHIs y otra de FHIs procedentes ambas del TCI 

de músculo (entre los pasajes 4 y 8), sembrándose a una densidad celular de 500 células/cm2 en cubreobjetos 

de 20x20 mm  y  103 células/cm2 en placa de cultivo de 35 mm, si no se indica otra forma (ver obtención de los 

fibroblastos del TCI en el apartado 4.1.3.1).  

 

4.2.2 Inmunocitoquímica de los fibroblastos (ICQ) 

Los fibroblastos se sembraron en los cubreobjetos de vidrio cubiertos con sustratos de PDMS de rigideces 

reguladas durante 48 h. La ICQ para vimentina se realizó siguiendo los mismos pasos del apartado 4.1.3.4. Los 

filamentos de actina y contactos focales se visualizaron con el kit comercial FAK100 (Chemicon/Millipore) y se 

analizaron de la misma forma descrita en el apartado 4.1.3.4. 

 

4.2.3 Ensayo de proliferación celular  

  El estudio de la proliferación fue realizado mediante el marcaje con EdU (5-ethynyl-2’-deoxyuridine). Con 

su incorporación al DNA se cuantifica de forma directa la síntesis de DNA general, y la síntesis de DNA en la fase 

S del ciclo celular. Previamente se utilizó la metodología con BrdU, pero con el objetivo de mejorar el análisis 

de la proliferación mediante nucleótidos marcados/modificados se cambió a la metodología con EdU. Esta 

metodología es más sencilla y reproducible que la utilizada con el BrdU, ya que el EdU se incorpora al DNA y 

mediante una sencilla reacción es marcado con un fluorocromo estable como el Alexa Fluor®, evitando los 

pasos de permeabilización y la necesidad de un anticuerpo primario y secundario. Concretamente se utilizó el 

kit Click-iT Plus EdU AlexaFluor 488 Imaging Kit (C10637, Molecular Probes / ThermoFisher Scientific;  

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/C10637) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 

Las células se cultivaron sobre los sustratos durante 36 horas y se incubaron con la solución de EdU  (20mM) 

durante 12 horas (pulso de marcaje). A continuación se fijaron con 4% formaldehido, se lavaron con 3% BSA en 

PBS (w/v), y se permeabilizaron con 0.5% Triton en PBS (v/v). Seguidamente se efectuó la detección de la 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/C10637
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incorporación de EdU incubando las preparaciones con el cocktail de reacción (Click-IT Plus reaction cocktail), 

que contenía AlexaFluor 488 picolil azida, y los núcleos se marcaron con Hoechst 33258 (10 μg/ml). La 

detección de EdU incorporado se analizó mediante microscopio de fluorescencia (Leica TCS-NT-UV; Leica 

Microsystems, Heidelberg, Alemania) en la UAT-VHIR. Se analizó un mínimo de 300 células por cubreobjeto (4 

en total, que representaban 4 réplicas biológicas) para la cuantificación. El número de células EdU-positivas se 

expresó como su porcentaje respecto al total de las células en el cultivo.  

 

4.2.4 Ensayo de apoptosis 

Los fibroblastos se cultivaron sobre los sustratos a diferentes rigideces durante 48 horas y a continuación 

fueron teñidos con el kit de detección de apoptosis Promokine apoptotic/necrotic/healthy cells detection kit 

(CA707-30018, PromoCell; http://www.promokine.info/products/apoptosis/apoptotic-necrotic-cell-detection-kits/) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. El mecanismo de detección es el mismo que el que se describió en el punto 4.1.3.8 

(291): 1) Las moléculas de fosfatidilserina de la membrana citoplasmática son translocadas hacia la parte 

extracelular durante la apoptosis y son reconocidos por una anexina conjugada a un fluorocromo (verde); 2)  y 

un fluorocromo (rojo) permeable a la membrana dañada citoplasmática y nuclear  indica las células apoptóticas 

tardías/ necróticas En este caso, este fluorocromo de detección de células necróticas es el homodímero de 

etidio III (EthD-III). El EthD-III es una sonda de ácido nucleícos cargada positivamente, siendo las células vivas o 

apoptóticas no permeables a él. En cambio, sí tiñe las células necróticas con un rojo intenso. Esto hace que sea 

una mejor alternativa al ioduro de propidio por su alta afinidad al DNA, por su mejor intensidad de emisión, y 

por la impermeabilidad específica descrita. De esta forma, las células sanas se marcan de color azul (Hoechst 

33342), las apoptóticas de verde (con el conjugado de anexina-fluorocromo), las apoptóticas tardías con un 

color verde y rojo tenue, y las necróticas con un rojo intenso nuclear (EthD-III). Se analizó un mínimo de 300 

células por cubreobjeto (4 en total, que representan 4 réplicas biológicas). El número de células 

sanas/apoptóticas/necróticas se expresó como su porcentaje respecto al total de células en el cultivo.  

 

4.2.5 Análisis de la actividad MMPs de los cultivos 

La evaluación de la actividad MMPs de los medios de crecimiento condicionados de los cultivos (medio de 

cultivo con el que crecen las células y que acumula las moléculas secretadas) se realizó mediante zimografía. La 

zimografía es una técnica electroforética que permite observar la actividad enzimática (proteolítica en nuestro 

caso) de una muestra al ser resuelta en una electroforesis, y determinar a qué peso molecular está relacionado. 

En el caso de las MMPs, el gel es co-polimerizado con el sustrato (ej. gelatina), se realiza una electroforesis y el 

gel se incuba en unas condiciones adecuadas para que actué la actividad MMPs. En el último paso se tiñe el gel 

(ej. Azul de Coomassie) y se observan las áreas sin tinción a unos determinados pesos moleculares, debido a la 

acción de las  MMPs que han eliminado el sustrato (28).  

 

Para obtener los medios condicionados, los fibroblastos se sembraron en placas de cultivo de 35 mm en los 

sustratos a estudiar. Después de 24 h, se cambió el medio por uno fresco que se mantuvo durante 48 horas 

http://www.promokine.info/products/apoptosis/apoptotic-necrotic-cell-detection-kits/
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para medir los cambios en la actividad MMP2 y -9 en los medios condicionados. Como referencia se utilizaron 

medios condicionados de células cultivadas en placas de poliestireno, con y sin fibronectina. Las zimografías se 

realizaron de la siguiente forma: cantidades iguales de proteínas diluidas en tampón Laemmli no-

desnaturalizante fueron separadas en geles SDS-PAGE co-polimerizados con gelatina (7.5%, 1.5 mg/ml). 

Después de una serie de lavados con soluciones que incluyeron 2.5% Triton X-100, los geles se incubaron a 37oC 

durante 22 horas en un tampón sustrato que habilita la actividad proteolítica y posteriormente se tiñeron en 

una solución de 0.2% Coomassie blue (w/v) en 40% isopropanol (v/v) (194).  La actividad proteolítica fue 

cuantificada por densitometría después de escanear los geles (Quantity One Quantitation Software™). Cuatro 

replicas biológicas se realizaron por grupo. 

 

4.2.6 Análisis estadístico y representación gráfica 

 Los datos fueron cuantificados como la media ± error estándar de la media (ESM). Las variables categóricas 

se analizaron con la prueba exacta de Fischer para realizar comparaciones entre grupos para una misma 

categoría. Para identificar los efectos de los factores de grupo (no-HI vs. HI) y substrato, se usó el análisis de 

ANOVA de dos factores, seguida por un post-hoc test Tukey de comparaciones múltiple (las diferencias 

significativas de los post-hoc test Tukey se indican en las figuras). Cuando el análisis de ANOVA de dos factores 

determinó que existía una fuerte influencia de unos de los factores, se aplicó un ANOVA de ese factor por 

motivos explicativos. En el caso del análisis morfológico (adhesiones focales y citoesqueleto de actina) se 

realizó una réplica biológica y se consideró cada cultivo celular de cada grupo como una población única (cada 

célula es un individuo de la población), analizándose entre 20-37 células  por condición (292). En el resto de 

análisis se realizaron 4 réplicas biológicas de una misma línea celular, por grupo. Las diferencias entre las 

medias de los grupos se analizaron mediante la prueba t de Student no aparejada, o de forma no paramétrica 

con la prueba U de Mann-Whitney  (n<6).  Las diferencias se consideraron significativas con una P<0.05. Para 

realizar el análisis estadístico se utilizó el software libre estadístico R (R language and environment for 

statistical computing and graphics; https://www.r-project.org). 

 

En el análisis de la arquitectura de los microfilamentos de actina, se utilizó el diagrama de radar o spider para 

ofrecer una visión global e integradora de las diferentes características de los fibroblastos según el sustrato 

donde crecían. El diagrama de radar o spider es una representación de datos multivariantes bidimensional, en 

donde todos los ejes de todas las variables cuantitativas parten de un punto central común. Permite observar 

como las diferentes variables definen un polígono, según la magnitud de estas, caracterizando a una población 

a estudio de otra (293). 

 

 

 

https://www.r-project.org/
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Hay una necesidad urgente de encontrar nuevos marcadores (celulares y moleculares) que permitan 

avanzar en el abordaje de la HI más allá de un acercamiento técnico-quirúrgico. Su hallazgo facilitaría la 

estratificación de pacientes, especialmente en los estadios más precoces (preventivos), y contribuiría a mejorar 

los biomateriales actuales.  Con esta intención, y partiendo del estado del arte en relación al conocimiento de 

la enfermedad, nos hemos concentrado primero en estudiar la fascia y, después, el músculo esquelético 

(especialmente el tejido conectivo intramuscular) de pacientes con HI, contrastando los resultados obtenidos 

con aquellos derivados de un grupo de pacientes control (comparable en edad, sexo y comorbilidades). Hemos 

utilizado muestras de tejido y fibroblastos derivados de cultivos primarios. Finalmente, y en continuidad con el 

estudio en músculo esquelético, hemos cultivado los fibroblastos primarios en presencia de sustratos con 

rigideces reguladas. La presentación de resultados sigue este criterio evolutivo experimental.  

 
 

5.1 Caracterización de la fascia (tejido y fibroblastos primarios) de 
pacientes afectos de hernia incisional  
 

  

Los resultados obtenidos en un primer estudio focalizado en la fascia de la pared abdominal de pacientes, 

revelaron nuevos agentes celulares y moleculares novedosos, y a nuestro parecer con interés potencial para la 

fisiopatología de la HI, mereciendo el crédito de la revista The American Journal of Pathology, órgano oficial de 

la American Society for Investigative Pathology (www.asip.org) que escogió el artículo para su portada del mes 

de junio del año 2011 [Díaz R et al., DOI: 10.1016/j.ajpath.2011.02.044] (294).  

 

5.1.1 Cambios degenerativos en la fascia de los pacientes afectos de HI  

En una primera fase, se realizó un estudio histológico para detectar posibles alteraciones específicas en 

pacientes con HI. La principal conclusión fue que las secciones de fascia de pacientes afectos de HI mostraban 

una MEC desorganizada y menos compacta, con una reducción de la densidad de fibroblastos respecto a las 

muestras del grupo control no-HI (HI: 207 ± 7 células/campo; no- HI: 372 ± 12 células/campo; P < 0.001), 

respecto a la fascia de los pacientes no afectados por hernia incisional (no-HI; control o de referencia) (Figura 

23). Además, a menudo los fibroblastos de HI mostraban una forma redondeada o alargada, sin contacto 

aparente con la MEC circundante. La tinción de azul alcián fue más intensa en los pacientes con HI (análisis 

semi-cuantitativo expresado en porcentajes: no-HI: +60%; ++40%; IH: +10%, ++30%, +++60%;  (Figura 23, E y F). 

El marcaje de α-SMA quedó circunscrito a las paredes vasculares, y no se observaron miofibroblastos (Figura 23, 

K y L). Tampoco se observó la presencia de componente inflamatorio, en las tinciones de PAS (Figura 23, G y H), 

y por inmunohistoquímica utilizando los anticuerpos siguientes: CD3, CD20, CD45, CD68 y CD138 (datos no 

mostrados).  

 

 

http://www.asip.org/
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Figura 23. Características histológicas de la fascia. Secciones representativas de muestras de pacientes con hernia incisional 
(IH) y pacientes control (no-IH), teñidas con H&E (A y B), Tricrómico de Masson (C y D), Azul alcián (E y F), PAS (G y H), y anti-
vimentina (I y J). En la fascia de HI, los fibroblastos tienden a ser redondeados (triángulo), y algunos a estar aislados, 
aparentemente sin contacto con la MEC circundante (D, inserción); K y L: tinción inmunohistoquímica para α-SMA. 
Magnificación: H&E, vimentina, and a-SMA, 100x, barra de escala = 100 µm; Tricrómico de Masson y Azul alcián, 400x, 
barra de escala = 50 µm. M: Fibroblastos/campo cuantificados en la tinción H&E (media ± ESM) de pacientes control no-HI 
(n =20) pacientes con HI (n = 21). ***P <0.001, prueba t de Student.  
 

 Con el fin de evaluar el equilibrio entre muerte y proliferación celular, se realizaron diversas tinciones 

inmunohistoquímicas (Figura 24). Los resultados mostraron que los índices de TUNEL y de PCNA eran más 

elevados en la HI (Figura 24, A-B, C-D, y G). Sin embargo, las tasas de marcaje por Ki-67 (una proteína nuclear 

necesaria para la proliferación celular), fueron bajas en ambos grupos, sin llegar a apreciarse diferencias 

significativas entre ellos (< 1 %; Figura 24, E y F). Los fibroblastos TUNEL-positivos mostraron núcleos marcados 

con gran intensidad, observándose la presencia de pequeñas partículas con apariencia de cuerpos apoptóticos 

(Figura 24, inserción magnificada en B). Sólo muy ocasionalmente se pudo detectar un marcaje difuso, en el 

núcleo y el citoplasma, de color marrón, compatible con la presencia de células necróticas. Los índices de PCNA 

y de TUNEL correlacionaron de manera positiva  (r=0.818; P=0.007). Dado que en estas muestras los 
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fibroblastos fueron el componente celular mayoritario identificado, en el análisis se asumió que la mayor parte 

del marcaje positivo de PCNA y TUNEL correspondía a fibroblastos (Figura 24, I y J). Finalmente, observamos 

una relación entre circularidad y apoptosis (Figura 24, D), de manera que las células más redondeadas 

presentaban significativamente más apoptosis que las que tendían a ser fusiformes (Figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Marcadores de apoptosis y proliferación celular en la fascia. Secciones representativas de muestras de pacientes 
con hernia incisional (IH) y pacientes control (no-IH), según las tinciones inmunohistoquímicas de TUNEL (terminal 
deoxynucleotidyl transferase-mediated dNTP-biotin nick end labeling) (A y B), PCNA (proliferating cell nuclear antigen) (C y 
D), y  Ki-67 (E y F) (magnificación, 200x; barra de escala: 50 µm). G: Análisis cuantitativo del número de núcleos de 
fibroblastos TUNEL- positivos y PCNA-positivos, y relación entre el marcaje TUNEL-positivo y la circularidad celular (cell 

radial spreading) medida como [4·área celular/perímetro
2
], siendo 1.0 un círculo perfecto y 0  una forma fusiforme. Los 

resultados se expresan como (media ± ESM de pacientes control no-HI (n =20)y  pacientes con HI (n = 21). *P < 0.05, **P < 
0.01, prueba t de Student. 
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5.1.2 Activación de la caspasa-3 y fragmentación del citoesqueleto en la fascia de los 
pacientes con HI 
 

Estos resultados sugerían que probablemente la presencia mecanismos de muerte celular por apoptosis 

podían estar involucrados en la HI. Como paso siguiente, nos propusimos examinar la presencia de caspasa-3 y 

de otros componentes relacionados con el citoesqueleto por inmunotransferencia sobre membranas (207). 

Suscita  interés el hecho de que los homogeneizados de HI mostraron una expresión incrementada de 

procaspasa 3 (32 kDa) y de sus principales fragmentos activos con actividad proteolítica (p20, p17), 

coincidiendo con un incremento en la fragmentación de vimentina (principal filamento intermedio de células 

mesenquimales, como los fibroblastos), α-fodrina, y PARP (Figura 25, A y B). Tanto, la vimentina nativa (57 kDa) 

como la fragmentada (principalmente las bandas de 53 kDa y <48-50 kDa) se encontraron aumentadas en HI, 

así como también la α-fodrina intacta (240 kDa) y fragmentada (150 kDa, 120 kDa), y la PARP (116 kDa) (Figura 

25, B). En cambio, no se observó fragmentación ni de β-tubulina ni de actina (Figura 25, A). El incremento de la 

relación fracción soluble de la vimentina versus fracción citoesquelética (Figura 25, C) (después de utilizar 

procedimientos de fraccionamiento subcelular de proteínas), y de los niveles de vimentina fosforilada en la HI 

(especialmente una banda de ~48 kDa, no detectable en las muestra control no-HI; (Figura 25, D) 

probablemente refleja un desmantelamiento general del citoesqueleto de vimentina (295). En conjunto, estos 

resultados sugieren que el proceso de fragmentación es específico y compatible con mecanismos apoptóticos 

de muerte celular (222) (223). 
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Figura 25. Fragmentación proteolítica de la caspasa-3 y de sustratos del citoesqueleto en tejido de fascia. A: Análisis 
representativos de inmunotransferencia de membranas de fascia de pacientes control no-HI y pacientes con HI. La pan-
actina se utilizó como control de carga para la normalización de resultados.  B: Análisis densiométricos de la expresión 
proteica (media ± ESM) en sus formas nativa y fragmentada, en pacientes control no-HI (n=8) y pacientes con HI (n = 8) (ns, 
no significativo; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001; prueba t de Student). C: Inmunotransferencia de membranas 
representativos del análisis de subfracciones enriquecidas para el componente  citosólico y citoesquelético de fascia de 
pacientes control no-HI y pacientes con HI. D: Inmunotransferencia de membranas representativas de fracción soluble, tras 
inmunoprecipitación con el anticuerpo policlonal anti-fosfo-Ser/Thr. MW, peso molecular.  
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5.1.3 La fascia de los pacientes con HI muestra una expresión génica de proteoglicanos 
alterada  
 
 Los proteoglicanos (PGs) están conformados por una proteína “núcleo” (que puede variar en tamaño de 

10-400 kDa), a las que se unen covalentemente cadenas de glicosaminoglicanos (GAGs) de diferentes grados de 

sulfatación, cuya composición da lugar a la clasificación de los diferentes PGs (i.e., PGs condroitin-sulfato, PGs 

heparan sulfatos, dermatan sulfatos, etc.). Pueden localizarse tanto en la MEC como en la membrana 

plasmática o en vesículas intracelulares. Las cadenas de GAGs que se encuentran en el espacio intercelular 

pueden retener grandes cantidades de agua y resistir a presiones externas, siendo por tanto responsables de 

soportar la estructura del tejido al nivel mecánico y permitir la funcionalidad tisular (296). Por todo ello, se les 

ha implicado en multitud de procesos biológicos específicos (i.e., adhesión, proliferación, migración, y 

apoptosis), y también en diferentes patologías inflamatorias, degenerativas y neoplásicas (297).  

Partiendo de las diferencias observadas en la tinción con azul alcián entre pacientes con HI y pacientes control, 

como siguiente paso quisimos analizar la expresión génica de algunos PGs representativos de diferentes 

familias, tanto celulares como extracelulares, con la intención de avanzar en la eventual obtención de 

biomarcadores para la HI.  

En concreto, analizamos la expresión por RT-PCR de dos proteoglicanos pequeños, decorina y biglicano, 

caracterizados por una proteína núcleo pequeña, 35-44kDa, que contiene repeticiones ricas en leucina;  

diferentes isoformas de versicano, un hialectano de membrana basal con capacidad de unirse al ácido 

hialurónico, ampliamente expandidos en la MEC de una gran variedad de órganos y tejidos; y sindecanos, 

glicoproteínas transmembranarias que contienen un corto dominio citoplásmico, un dominio 

transmembranarias de extensión única, y un dominio extracelular con cadenas de heparina-sulfato y 

condroitina-sulfato.  

El análisis por reacción de RT-PCR demostró la expresión diferencial de diferentes isoformas de sindecanos y 

versicanos estando, en general y tal y como puede observarse en la Figura 25, sobre-expresadas en HI en 

relación al grupo control, no-HI. En concreto, se encontraron diferencias estadísticamente significativas para las 

isoformas de sindecano-3 y sindecano-4, y también para las isoformas de versicano-0, -2 y -3 (Figura 26).  

Finalmente, aplicando un análisis de componentes principales (PCA) –el PCA es una técnica utilizada para 

reducir la dimensionalidad de un conjunto de datos; intuitivamente permite hallar las causas de la variabilidad 

de un conjunto de datos y ordenarlas por importancia- vemos como es posible agrupar a los dos grupos de 

pacientes estudiados en función de los resultados obtenidos según por RT-PCR, especialmente a expensas de 

los valores de sindecanos y versicanos (Figura 26). A su vez, el diagrama de dispersión biplot (Figura 27), como 

forma de representación gráfica de datos multivariantes, muestra que el agrupamiento aparente entre el grupo 

de pacientes con HI es superior al observado para los pacientes control sin HI (indicada por la distancia entre 

ellos en el gráfico), sugiriendo que la patología los agrupa. 
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Figura 26. Análisis de la expresión de 

diferentes proteoglicanos por reacción de 

RT-PCR en muestras derivadas la fascia de 

pacientes control no-HI (n = 8) y pacientes 

con HI (n = 8). Panel superior: Productos 

de la reacción de RT-PCR resueltos por 

electroforesis en geles de agarosa 1-2%. 

Panel central: Análisis estadístico de la 

expresión de los genes, normalizados con 

el gen de referencia ribosomal L19. Panel 

inferior: Representación gráfica de los 

ratios de expresión HI/no-HI.; *P < 0.05, 

**P < 0.01, prueba t de Student. 
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Figura 27.  Representación biplot del análisis de componentes principales (PCA) de la expresión de los proteoglicanos 
obtenida por reacción de RT-PCR, normalizadas con L19. En el gráfico biplot se representan simultáneamente las diferentes 
variables (proteoglicanos) y los resultados de las observaciones obtenidas (pacientes), teniendo como ejes los dos primeros 
componentes principales. Así, se puede observar como los dos grupos de estudio se distribuyen de forma separada (a 
excepción del paciente 2, del grupo control no-HI). El primer componente parcial (PC1) explica el 40% de la variabilidad 
encontrada y el segundo (PC2) el 20%. La proyección de los pacientes en las flechas da un valor original (escalado) de 
aquella variable, y su longitud indica la variancia de la variable. La observación o proyección de los pacientes respecto a un 
eje de los componentes principales (PCA) permite observar cuales de la variables han influido en su posición dentro del 
gráfico (i.e., que variables los distinguen de los demás). Por ejemplo en el paciente 3 del grupo de HI, si solo nos fijamos en el 
eje del PC1, parece verse influido por la expresión de versicano 3 y sindecano 3, pero no tanto por el sindecano 1 ya que la 
proyección sobre el eje es nula. Además el ángulo entre las variables nos permite, de manera aproximativa ver la correlación 
entre ellas (i.e.,  los versicanos 0 y 2 presentan un correlación alta) 
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5.1.4  Los fibroblastos de los pacientes con HI muestran un fenotipo patológico diferencial  

 Es bien conocido que los fibroblastos residentes en la MEC son el principal contribuidor al mantenimiento 

de la estructura y función de la fascia. Llegados a este punto, y con la finalidad de obtener una visión más 

profunda de la interrelación entre células locales y MEC en el contexto de la HI, en una siguiente etapa 

quisimos analizar el comportamiento in vitro de fibroblastos primarios derivados de biopsias peroperatorias de 

tejido fascial de pacientes con HI y pacientes control sin HI.  

 

Queremos destacar, que ya en el proceso de obtención de fibroblastos a partir del explante se pudieron 

observar diferencias significativas entre ambos grupos, de manera que la eficiencia de proceso fue superior en 

la HI. Los estudios preliminares de puesta a punto de la técnica en nuestro laboratorio (datos no mostrados), 

demostraron ya la necesidad de tratar la muestra con tripsina con el fin de para ayudar a “desestructurar” el 

tejido (se trata de un tejido conectivo muy denso, conformado básicamente por colágeno) y facilitar la salida 

de células inmersas en la fascia pacientes control no-HI, ya que de otro modo, su eficacia era nula (sin embargo, 

en las biopsias procedentes de pacientes con HI la eficacia era de un 60% de biopsias procesadas, lo cual 

probablemente está relacionado con la dismorfología y disfunción observadas en los estudios histológicos y 

bioquímicos con tejido completo que acabamos de describir en los apartados anteriores).  

 

Para demostrar que las células obtenidas eran fibroblastos, se utilizaron tinciones inmunocitoquímicas para 

vimentina y CD90 (Figura 28). También se comprobó la tasa de senescencia en muestras representativas de los 

diferentes pases estudiados mediante tinción con el marcador β-galactosidasa, encontrando unos niveles muy 

bajos tanto en la población con HI (FHI; IHFs en las figuras y tablas), como en los fibroblastos control (no-FHI; 

no-HIFs en las figuras y tablas) (<1%). Destacó una  transformación fenotípica de los fibroblastos de fascia en la 

HI, que se mantenía durante todos los pases de los cultivos estudiados (pases 3-6; Tabla 6, Figura 28 ). 

Morfológicamente, los fibroblastos control no-FHIs mostraron una superficie celular extensa, no polarizada,  

con forma estrellada con largas proyecciones y con una red abundante y bien organizada de fibras de actina 

organizada en fibras de estrés (filamentos extensos longitudinales) y geodomos (haces organizados en 

estructuras poligonales), y una densa red de vimentina esparcida por todo el citoplasma. Por el contrario los 

fibroblastos de los pacientes con HI, mostraron una morfología de tipo uso bipolar, con una superficie celular 

menor, así como menos microfilamentos de actina y una red de vimentina encogida (menos estructurada y 

difusa).  

 

En relación a las adherencias focales (AF, o focal adhesions) se observaron también diferencias. Las AFs son 

tipos específicos de conjuntos macromoleculares grandes a través de los cuales se transmiten tanto la fuerza 

mecánica como señales reguladoras. Más precisamente, se pueden considerar como macromoléculas 

subcelulares que median los efectos reguladores de adhesión de la matriz extracelular en el comportamiento 

celular. Son estructuras alongadas de algunos µm de longitud, y anclan los microfilamentos de actina a través 

de una placa o grupo de proteínas (ej. vinculina, FAK, paxilina), pudiendo activar mecanismos de contracción 
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relacionados con la migración, o la supervivencia (298). En nuestro caso, en los fibroblastos control no-FHIs las 

AF, identificadas por el marcaje inmunocitoquímica de vinculina, resultaron ser prominentes, estando 

ampliamente distribuidas por toda la célula (con una relación área de AF total/área celular (%) superior a los 

FHIs, como también lo era el área de cada AF individual). En cambio los FHIs mostraron AFs de menor tamaño, 

Observándose AF nacientes y complejos focales que se situaban principalmente en el frente de avance celular. 

Es probable que estas AFs correspondan a formas previas en el proceso de maduración de las AF, estando más 

relacionadas con fenómenos de migración, mientras que las AF maduras se asocian a tensiones elevadas, 

estáticas, e isométricas respecto al sustrato. La expresión de α-SMA, un marcador distintivo de los 

miofibroblastos, fue también superior en los no-FHIs (Tabla 6, Figura 29). 

Tabla 6.  Caracterización de los fibroblastos de fascia 

 No-HI  HI  

Eficiencia del cultivo celular  (n=20)  (n=21) P valor 

Éxito % 40  70 * 

Tiempo de aparición de los  
fibroblastos en el explante 

34.3  27.0  
 

18.2  2.0  ** 

Rendimiento (x 10
6 

 células/biopsia) 1.2  0.3   2.6  0.4  * 

     

Análisis morfológico (n=5)    

Área celular (µm2) 8463 ± 960  1008 ± 211 * 

Células polarizadas (%) 7,5 ± 0,9  75,2 ± 2,1 * 

     

Estructura de los microfilamentos de actina (n=5) (%)    

Células con geodomos y fibras de estrés 86.7 ± 0.9  53.8 ± 0.85 * 

Células con fibras de estrés  24.41 ± 1.08  4.60 ± 0.66 * 

Células positivas para α-SMA 17.05 ± 2.52  3.56 ± 1.04 * 

     

Adhesiones focales (AF) (n=5)    

Área (µm
2
) 3,1 ± 0,1  2,2 ± 0,1 * 

% área de AF /área célula 6,3 ± 0,6  2,6 ± 0,2 * 

     

*P < 0.05, **P < 0.0, prueba t de Student. 
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Figura 28. Caracterización preliminar para confirmar las células del cultivo como fibroblastos. Inmunocitoquímica para  
CD90 y vimentina. Tinción de β-galactosidasa para la evaluación de la senescencia. Magnificación: 400x (CD90 y vimentina) 
y 100x (β-galactosidasa). 

CD90 Vimentina Galactosidasa 
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Figura 29 Caracterización de los fibroblastos de fascia. Imágenes obtenidas tras la tinción por inmunocitoquímicas de 
muestras representativas de fibroblastos primarios derivados de tejido fascial de pacientes control (no-IH) y pacientes con HI 
(IH): vimentina (verde A–D), a-SMA (verde E-H) y vinculina/faloidina (verde/rojo, I-L). Magnificación: 100x (A, C, E  y G), 200x 
(I y K), 400x (B, D, F, H, J y L);  barra de escala = 50 µm. 
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Figura 30. Análisis del comportamiento de los fibroblastos primarios. Ensayos de proliferación: (A) Incorporación de [
3
H]-

timidina y (B) BrdU al ADN, en no-FHIs (n=5) y FHIs (n=5). Ensayos de migración y adherencia: (C y E) Imágenes 
representativas a 0 h y a 24 h después del inicio del aclarado (wounding) de la zona central, en no-FHIs y FHIs, y 
comparación del porcentaje del área ocupada por los dos grupos. D: inmunocitoquímica in situ de BrdU. Magnificación: 100x, 
600x. F: Cuantificación del ensayo de adhesión al sustrato por centrifugación invertida en no-FHIs (n=5) y FHIs (n=5). G: 
Migración de los fibroblastos a través del inserto de los transwells recubiertos con fibronectina y colágeno de tipo I en no-
FHIs (n=5) y FHIs (n=5). Abs., absorbancia; DPM, desintegraciones por minuto;; *P < 0.05, **P < 0.01, prueba U de Mann-
Whitney. 

 

Además, los FHIs mostraron una tasa de migración más elevada. Así en los ensayos de wound healing los FHIs 

ocuparon más rápidamente la zona central clareada (Figura 30, C y E), y en los ensayos de transwell migraron 

también más rápido (tanto en los recubiertos con fibronectina como en los recubiertos con colágeno de tipo I) 

(Figura 30, G). Finalmente, los FHIs se caracterizaron por tener una menor adhesión al sustrato en el ensayo de 

centrifugación reversa (Figura 30, F). 

25 µm  50 µm  25 µm  50 µm  



Resultados 

148 
 

5.1.5 El marcador de autofagia LC3 incrementa su expresión en los pacientes con HI  

 En una siguiente etapa, quisimos analizar la utltraestructura celular de los fibroblastos. 

Sorprendentemente, las observaciones del microscopio electrónico revelaron una acumulación de vacuolas y 

de estructuras del tipo autofagosoma que no habían sido descritas con anterioridad. Estas estructuras, que 

contienen porciones de citoplasma, están envueltas por estructuras lamelares de múltiples capas, y contienen 

también perfiles característicos e hinchamientos mitocondriales en los FHIs. En contrapartida, en los 

fibroblastos control no-FHIs estas estructuras lamelares multicapa se observaban solo ocasionalmente, y el 

resto de hallazgos descritos en los FHIs estaban ausentes (Figura 31, A) (299). Finalmente, y de forma muy 

notoria, destacar que los FHIs resultaban ser más frágiles y propensos a la rotura (la simple preparación para el 

microscopio electrónico de transmisión causaba ya la rotura espontánea y repentina de la membrana celular, 

apuntando a una posible mayor fragilidad del citoesqueleto (Figura 31, B).  

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Apariencia ultraestructural: A: 
Imágenes representativas de fibroblastos 
primarios de fascia. Destaca de forma clara la 
presencia de vacuolas autofágicas, estructuras 
que compatibles con autofagosomas, estructuras 
lamelares multicapa, perfiles “fingerprint” (flechas) 
e hinchazón mitocondrial (triángulo). B: 
Evidenciando de la fragilidad celular de los FHI a 
la simple preparación para el microscopio 
electrónico de transmisión.  
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Estos resultados derivados del análisis por microscopio electrónico motivaron, conjuntamente con la 

observación de una posible activación de las vías apoptóticas que ya habíamos observado al nivel del tejido 

completo en la fascia de los pacientes con HI, motivaron como paso siguiente el análisis la actividad autofágica 

tanto en fibroblastos primarios como en muestras de tejido.  

 

 Para ello se utilizó una proteína que ha sido propuesta como marcadora de autofagia, la ubiquitin-like LC3 

(microtubule-associated protein 1 light chain 3, MAP1LC3B). En las células de mamífero encontramos dos 

formas de LC3: la LC3-I y la LC3-II. La LC3-I (18 kDa) es una proteína principalmente citosólica, mientras que la 

LC3-II (16 kDa) se encuentra en las membranas de los autofagosomas como resultado de un proceso de 

maduración proteolítica. Durante la autofagia, los autofagosomas engullen los componentes citoplasmáticos. 

En este proceso la LC3-I se conjuga con fosfatidiletanolaminas (el proceso lipidización se consigue con dos 

reacciones consecutivas ubiquitylation-like catalizada por las enzimas E1-like Atg7  y E2-like Atg3) para formar 

un conjugado LC3-fosfatidiletanolamina o LC3-II, siendo entonces reclutado por las membranas de los 

autofagosomas y permitiendo su elongación. Los autofagosomas se fusionan con los lisosomas para formar 

autolisosomas, y los componentes intra-autofagosomales son degradados por hidrolasas lisosomales (igual que 

la LC3-II en el lumen del autolisosoma). Además la LC3-II pasa de nuevo a LC3-I, deslipidizándose por acción la 

cisteína-proteasa Atg4. De este modo, el recambio (turnover) del marcador autofagosomal LC3-II se considera 

útil para monitorizar la autofagia y otros procesos relacionados (i.e., muerte celular por autofagia).  

 

 En la práctica, el estudio de este proceso se puede realizar mediante la medida del flujo real del proceso (ej. 

con el uso de inhibidores de proteasas, en la fase de equilibrio dinámico), o bien puede hacerse midiendo la 

presencia de LC3 dentro de la fase de equilibrio estacionario (steady-state). En este caso se obtiene una visión 

del balance neto en cada paso, sin poder observar el flujo real, por ejemplo, de la producción-degradación de 

LC3 (300; 301). En nuestro caso, y con el fin de optimizar las muestras ya recogidas (y ya fraccionadas 

subcelularmente), se escogió evaluar la presencia de LC3 mediante la aproximación en fase de equilibrio 

estacionario, mediante inmunotransferencia. Para ello, se utilizó un anticuerpo anti-LC3 recombinante (toda la 

secuencia) que reconocía simultáneamente LC3-I y LC3-II, y nos permitía calcular la relación en la expresión de 

LC3-II/LC3-I. Esta relación, puede considerarse como un reflejo de la variación/diferencia de la actividad 

autofagocitaria.  Así pues, tanto para el cultivo primario como para las muestras de tejido, se extrajo la fracción 

proteica de dos formas distintas: 1) extracción total de proteínas solubles, consistente en una centrifugación 

después de la homogeneización de la muestra y recuperación del sobrenadante para el análisis; 2) extracción 

con fraccionamiento/enriquecimiento subcellular de proteínas (mediante la utilización del kit comercial, 

ProteoExtract Subcellular Proteome Extraction), el cual permite observar la expresión de LC3 en cada 

compartimiento celular.  

 

 En las inmunotransferencias sobre membranas de la extracción total de las proteínas solubles, los FHIs en 

cultivo mostraban unos niveles incrementados de LC3-I respecto a los no-FHIs, pero no de LC3-II (de este modo, 

la relación LC3-II/C3-I era significativamente más elevada en los fibroblastos control no-FHIs (P=0.037; n=4 en 
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ambos grupos, Figura 32). Mediante la observación en fase de equilibrio estacionario, si LC3-I incrementa o si 

no existen cambios en LC3-II, no implica que la formación de autofagosomas sea inferior (puede ser incluso que 

exista un bloqueo en el sistema que haga almacenarse LC3-I, i.e., por reciclaje de LC3-II, aumento de la vida 

media del autolisosoma). Observando los resultados anteriores, en que los FHIs presentaban más partículas 

autofagocíticas, podría ser el resultado de un alto flujo de degradación en el autolisosoma de LC3II y/o alto 

reciclaje. Por el contrario, las biopsias de fascia de HI ofrecían un incremento en el ratio LC3-II/C3-I basado en el 

incremento de LC2-II, indicando la posible formación de autofagosomas in vivo (P=0.045; n=8 en ambos grupos; 

Figura 33). En las inmunotransferencias de membrana de la extracción de proteínas con fraccionamiento 

subcelular en fibroblastos, LC3 se encontró en la fracción citoplasmática (LC3-I) y en la enriquecida en 

membranas (LC3-II) (Figura 32). Sorprendentemente los niveles de LC3-I fueron aparentemente inferiores en 

los fibroblastos control, no-FHIs (P=0.006, n=4 en ambos grupos), pero no se observaron diferencias en los de 

LC3-II (al igual que en la extracción total). La divergencia con LC3-I en los dos tipos de extracción podría ser 

debida a que parte de LC3-I se encontrase asociada a los microtúbulos (primera función conocida de LC3) y que 

se extrajese parcialmente en la fracción citoesquelética.  

 

 En el caso de las fracciones citosólicas derivadas de las biopsias no se observaban bandas o estas eran 

débiles (Figura 33), a excepción de una banda de 65-70 kDa que se observaba claramente en las muestras de HI. 

De forma notable, en la fracción enriquecida en membranas y orgánulos se observó una banda de ~70 kDa la 

cual era más abundante en los FHIs (P= 0.007, n=8 en ambos grupos), probablemente correspondiente a LC3-II 

asociado a la membrana o a la conjugación con Atg7 en el proceso de lipidización. 
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Figura 32. Inmunotransferencias de membranas 
representativas para LC3 en fibroblastos primarios de 
fascia de pacientes control no-HI y pacientes con HI. 
Inmunotransferencia de membranas para LC3-I y LC3-II en 
homogeneizados celulares totales (1×10

6
 células; tampón 

de extracción RIPA), y de fracciones citosólicas (fracción I) 
y enriquecidas en membrana y orgánulos (fracción II), 
(ProteoExtract Subcellular Proteome Extraction Kit). Las 
proteínas fueron separadas en geles SDS-poliacrilamida  
de gradiente 4-20%. Las fracciones enriquecidas en citosol 
y membranas y orgánulos se concentraron 10 veces 
(filtros Amicon Ultra 0.5-mL, Millipore, Billerica, MA). Se 
usaron controles positivos de LC3 (MBL International 
Corp.) y como control de carga se utilizó la β-tubulina en 
la fracción citosólica. 

 

 

 

Figura 33. Inmunotransferencias de membranas 
representativas para muestras de tejido de fascia de 
pacientes control no-Hs y pacientes HIs. 
Inmunotransferencia de membranas para LC3-I y LC3-II en 
homogeneizados totales (tampón de extracción RIPA), y 
de fracciones citosólicas (fracción I) y enriquecidas en 
membrana y orgánulos (fracción II), (ProteoExtract 
Subcellular Proteome Extraction Kit). Las proteínas fueron 
separadas en geles SDS-poliacrilamida al 12.5%. Las 
fracciones enriquecidas en citosol y membranas y 
orgánulos se concentraron 7 veces (filtros Amicon Ultra 
0.5-mL, Millipore, Billerica, MA), y fueron separadas en 
geles de SDS-poliacrilamida al 11% y 8%, respectivamente. 
Se usaron controles positivos para LC3 (MBL International 
Corp.), y como controles de carga se utilizaron la β-
tubulina en la fracción citosólica, y la  flotillina-2 como 
marcador de la fracción de membrana. 
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5.1.6 Los fibroblastos de HI muestran mayor sensibilidad a estímulos apoptóticos  

 Finalmente, y para completar el estudio, tras observar alteraciones en la adherencia al sustrato (302), y 

unos valores de autofagia alterados (303), quisimos examinar si los FHIs eran más susceptibles a la acción de 

estímulos pro-apoptóticos que los fibroblastos derivados de pacientes control (no-FHIs). Para ello, utilizamos 

un tratamiento con inductores específicos de apoptosis, como la estaurosporina y la mezcla TNFα/CHX. La 

estaurosporina es un potente inhibidor de la proteína quinasa C, permeable a la célula, y que a altas 

concentraciones induce apoptosis celular. Por el contrario el TNFα es una citoquina inflamatoria multifuncional, 

perteneciendo a la súper-familia del TNF.  

 

 Experimentos preliminares en nuestro laboratorio demostraron que tanto la estaurosporina como el 

TNFα/CHX eran inductores competentes adecuados para provocar apoptosis en las células estudiadas. Sin 

embargo, el TNFα/CHX parecía más adecuado para monitorizar esta función ya que provocaba una transición 

más gradual y por lo tanto, a nuestro parecer, facilitaba la caracterización molecular del proceso (la 

estaurosporina inducía una rápida transición desde la apoptosis a la necrosis). Por este motivo, y también 

debido a la limitación del número de muestras (cultivos primarios), los experimentos de inducción se llevaron a 

cabo exclusivamente con TNFα/CHX a las concentraciones optimizadas según dichos ensayos preliminares.  

 

 Como puede observarse en la (Figura 34, B y C), tras el tratamiento con TNFα/CHX,  los cultivos de FHIs 

mostraban vesículas redondas fácilmente despegables en comparación con los del grupo control no-FHIs, 

aparentando una menor adhesión al sustrato (más refringentes en el microscopio de contraste), y en algunas 

células se observaban lobulaciones del núcleo, típica de núcleos apoptóticos (304; 305). La apariencia más 

apoptótica del cultivo de los FHIs se confirmó con el ensayo de detección de apoptosis Vybrant Apoptosis Assay 

kit II, que utiliza como marcador la anexina V, siendo el número de fibroblastos apoptóticos tempranos y 

tardíos (y necróticos) mayor en los FHIs.  

 

 Finalmente, para observar la activación de las vías de proteólisis apoptóticas se realizaron 

inmunotransferencias de membranas de lisados celulares (utilizando también el kit ProteoExtract Subcellular 

Proteome Extraction, para el subfraccionamiento celular), en muestras derivadas del mismo experimento de 

inducción de apoptosis que acabamos de describir. En las inmunotransferencias de FHIs se observó la 

activación de la caspasa-3, que participa en el inicio de las vías apoptóticas, y también la firma característica de 

la fragmentación de sus sustratos: proteínas del citoesqueleto como la α-fodrina, vimentina, y el PARP (Figura 

35). Por el contrario, las pan-actinas no aparecieron fragmentadas indicando, una vez más, la especificidad del 

proceso. Nos parece de interés remarcar que el patrón de los fragmentos observados durante la inducción de 

apoptosis in vitro se asemejaba a lo observado en los tejidos de la fascia que acabamos de describir 

anteriormente, lo que sugiere que este proceso se podría producir in vivo, y así contribuir a la patogénesis de la 

enfermedad.  
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Figura 34. Susceptibilidad de los fibroblastos a estímulos pro-apoptóticos. Respuesta apoptótica de los FHIs (n = 5) y FHIs (n 
= 5), analizada mediante el Vybrant Apoptosis Assay kit II (detalles en la sección de material y métodos), y observación por 
microscopia confocal. Se aprecian células de color verde apoptóticas (tempranas o tardías), células apoptóticas tardías con 
citoplasma rojo intenso, y células necróticas con nucleó de color rojo intenso. A-C y G: Tratamiento de TNF-a/CHX (72 h):  (A) 
Imágenes de campo claro (izquierda) e inmunofluorescencia (100x); (B) Imágenes solapadas de campo claro y marcaje con 
Vybrant Apoptosis Assay kit II (600x); (C) Imágenes de contraste de fases (izquierda y centro, 100x; derecha, 600x); (G) 
Porcentaje de células apoptóticas (*P<0.05, prueba U de Mann-Whitney). (D–F): Tratamiento de estaurosporina (16 h): (D) 
imágenes de campo claro y inmunofluorescencia (100x); (E) imágenes combinadas (600x); (F) imágenes de contraste de 
fases (izquierda y centro, 100x; derecha, 600x). Barra de escala: 100 µm (100x); 50 µm (600x). 



Resultados 

154 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Inmunotransferencia de membranas de proteínas involucradas en la apoptosis. Inmunotransferencias 
representativos de análisis obtenidos a partir de fracciones citosólicas, nucleares y de citoesqueleto de pacientes control no-
FHIs y pacientes con HI, FHIs, después del tratamiento con TNFa/CHX (detalles en la sección de material y métodos). La 
inmunotransferencia de pan-actinas (fracciones citosólica y citoesquelética) y la tinción de Ponceau de la membrana de 
transferencia de la inmunotransferencia (fracción nuclear) se realizaron con la función de control de carga. 
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5.2  Propiedades del músculo y los fibroblastos del TCI en pacientes afectados por 

la hernia incisional  
 

 

La pared abdominal es un sistema biológico complejo cuyas propiedades funcionales son críticas para  mantener 

las funciones normales del tronco (306). A saber, esta unidad funcional se compone de varias capas que sutilmente 

se influyen mutuamente para coordinar de manera conjunta sus prestaciones (307). Cuando aparece una HI es todo 

el sistema que es disfuncional (308). Aún así, y como ya hemos venido comentando, la mayor parte de estudios se 

han centrado exclusivamente en la fascia del tejido conectivo (294) y los determinantes del componente “músculo 

esquelético” que podrían contribuir a esta situación clínica siguen estando por definir (28) (35) (32) (309). 

 

 A raíz de los hallazgos descritos en el apartado anterior, y recogiendo también indicios de un trabajo previo en el 

que habíamos estudiado conjuntamente muestras de fascia y músculo esquelético de pacientes con HI (28) en la 

siguiente etapa hemos querido caracterizar con más profundidad muestras del músculo esquelético siguiendo el 

mismo esquema anterior (análisis de muestras de tejido y estudio de fibroblastos primarios, en este caso derivados 

del tejido conectivo intermuscular (TCI) de pacientes con HI y pacientes control no-HI), teniendo en cuenta también 

las particularidades propias del tejido muscular, para así poder proporcionar otra explicación al nivel del tejido, de 

modo que sintetizando los resultados obtenidos en ambos tejidos ayude a acelerar la (eventual) generación de 

nuevas hipótesis de enfermedad que se podrían derivar de los mismos. 

 

 Brevemente recordar que en este trabajo previo (28) demostramos alteraciones concomitantes y 

compartimentalizadas al nivel del tejido en pacientes con HI que apuntaban a una señalización inflamatoria local 

desregulada, y a una mayor expresión de metaloproteasas (MMPs) acoplada a un descenso en la expresión de sus 

inhibidores (TIMPs) que decantaba el equilibrio hacia una degradación continua aumentada. Destacó también un 

descenso muy marcado de TIMP-3, tanto en el músculo como en la fascia (TIMP-3 es el único inhibidor de MMPs 

fuertemente ligado a la MEC, con la propiedad de evitar la liberación de TNF-alfa de la membrana celular); una 

sobreexpresión de TNF-alfa y un descenso de sus receptores; y una sobre-expresión de IL6, especialmente en 

músculo. En conjunto, y desde una perspectiva clínica, los resultados sugerían una inflamación (¿molecular?) 

subyacente, crónica, que asociada a la disrupción de fibras de la MEC por un exceso de actividad MMP podría 

impactar en la homeostasis del tejido conectivo y, a la larga, provocar la ruptura del tejido, apremiando la necesidad 

de investigaciones posteriores sobre el microentorno local.  
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5.2.1 Cambios degenerativos en el músculo de los pacientes afectos de  HI  

Para observar la arquitectura y composición general del músculo, y también la morfología de las fibras 

empleamos diferentes tinciones histológicas, inmunohistoquímicas y enzimáticas (EHQ) utilizadas de manera 

rutinaria en la práctica clínica para el estudio de enfermedades musculares. Tanto para la realización de las 

técnicas como para su interpretación se contó con la colaboración y el asesoramiento de patólogos 

especialistas vinculados al Servicio de Anatomía Patológica del HUVH.  

 

En una primera fase evaluamos la forma y el tamaño de las fibras musculares y la presencia de diferentes 

características partiendo de las diversas secciones histológicas (Figura 36, Figura 37). La valoración 

semicuantitativa de los resultados se muestra en la (Tabla 7), e incluye el análisis de: 1) la presencia de 

infiltrados inflamatorios, fibrosis, adipocitos, rotura de fibras, vacuolas, necrosis, regeneración, fibras hialinas y 

fibras en anillo (H&E), y acumulación de GAGs (azul alcián); y 2) una valoración (indirecta) de la actividad 

mitocondrial (tricrómico de Masson; EHQ NAD diaforasa).  

 

Como puede observarse, ninguno de los pacientes estudiados mostró un índice se severidad (IS) superior a 2 (= 

presencia generalizada o leve del ítem). En realidad, sólo se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas para los enfermos que presentaban un IS=1, siendo la incidencia de este nivel (IS=1, presencia 

leve y focalizada del ítem) superior para diferentes parámetros en las muestras de pacientes con HI. En 

particular y como tendencia, las muestras derivadas del tejido con HI mostraron fibras menos compactas y de 

tamaño más variable que las del grupo control no-HI (las áreas de sección transversal –cross-sectional area, 

CSA- globales fueron superiores en la HI y mostraron una mayor dispersión). Además, en las muestras de HI se 

observaron focos de necrosis, áreas hipercelulares (fibroblastos y algunos infiltrados inflamatorios) con 

abundante depósito de MEC (fibras conectivas y GAGs) y presencia de áreas de regeneración muscular, 

mostradas por la presencia de fibras musculares con núcleos centrales, siendo el porcentaje de estas fibras 

superior en las muestras de HI. El resto de parámetros fue similar para ambos grupos (Figura 37; Tabla 7). 

Finalmente, las técnicas de inmunohistoquímica evidenciaron una presencia más abundante de colágeno de 

tipo IV en las láminas basales de las miofibras musculares; presencia fibroblastos vimentina-positivos en el 

tejido conectivo intramuscular (TCI); cúmulos de desmina en las zonas marginales de las miofibras; y un 

marcaje de α-SMA también limitado a las paredes vasculares, sin presencia de miofibroblastos (Figura 36). 

 

Finalmente, y con la intención de correlacionar las características histológicas encontradas con posibles 

efectores mecanicistas de la regeneración muscular evaluamos la expresión de dos factores reguladores 

miogénicos (MRFs): la proteína de diferenciación miogénica (MyoD) y la miogenina. El MyoD se expresa en la 

primera fase de la regeneración participando  en la determinación del linaje del mioblasto y en el proceso de 

proliferación de las células satélites, y la miogenina en la tardía promoviendo su diferenciación y 

mantenimiento (58). Como puede observarse en la Figura 36, los niveles de expresión en muestras 

representativas de cada grupo confirmó que tanto la expresión de MyoD como de miogenina fue superior en 
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los tejidos derivados de IH, indicando un posible estado regenerativo activo en el músculo esquelético al nivel 

local.   

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 7. Frecuencia de los índices de severidad de las características miopatológicas  
 

Índice se severidad 
 No-HI  (n=20) HI (n=20) P valor 
  

Característica patológica 0 1 2   0 1 2   

           

Células inflamatorias 20     8 12   ** 

Miofibras en regeneración 18 2    6 12 2  ** 

Miofibras necróticas 20     12 7 1  ** 

           

Miofibras divididas  20     16 4    

Fibrosis perimisial  18 2    14 6    

Fibrosis endomisial 16 4    8 12   * 

Células adiposas 18 2    16 4    

           

Miofibras atrofiadas 20     18 2    

Miofibras hipertrofiadas 20     20     

Agrupamiento de miofibras 20     20     

           

Cores 20     20     

Miofibras Moth-eaten  20     20     

Targets 20     20     

Miofibras hialinas 20     18 2    

Miofibras con anillo (Ring) 18 2    18 2    

           

Área de sección o CSA (µm
2
)           

    

CSA de las miofibras 4083± 282 5662 ± 538 * 

Desviación estándar del CSA  846 1704 * 

    

Los datos se presentan como n. Las frecuencias para IS>2 no se muestran ya que 

ninguno de los pacientes mostró valores IS>2 para ninguna de las características 

evaluadas. Atrofia o hipertrofia: tamaño y/o forma de fibras anormales; infiltrado 

inflamatorio: macrófagos y leucocitos; lesiones tipo core: zonas libres de tinción 

enzimática oxidativa; lesiones apolilladas (moth-eaten fibres): tinción irregular debida a 

una disrupción intermiofibrilar; lesiones tipo diana o target: núcleo no reactivo rodeado 

de un borde de tinción más oscuro; fibras hialinas: fibras redondeadas, teñidas 

intensamente con H&E; fibras en anillo: intensa tinción subsarcolémica. Pacientes con 

HI (n=20), pacientes control no-HI (n=20). Prueba exacta de Fisher o prueba t de 

Student. El grado de significación se refiere al IS=1;  *P < 0.05; ** P < 0.01.  
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Figura 36. Características histológicas del músculo esquelético y del tejido conectivo intramuscular (TCI). Secciones 
representativas de muestras de pacientes con hernia incisional (IH) y pacientes control (no-IH), teñidas con H&E, Tricrómico 
de Masson, Azul alcián,  y con anticuerpos anti-desmina, anti-vimentina, anti α-SMA; y anti-colágeno de tipo IV. (A) En las 
diferentes tinciones, destaca que las muestras de pacientes con HI presentan áreas de apariencia fibrótica con abundante 
depósito de MEC, fibroblastos positivos para vimentina, y presencia de miofibras en regeneración con núcleos centrales. Se 
observan también aglomerados de desmina en las zonas marginales de las miofibras (apreciable en la inserción a más 
magnificación), y más marcaje para colágeno de tipo IV. Magnificación: H&E, colágeno IV, y células necróticas (asteriscos: 
H&E), 100x (barra de escala = 100µm), excepto en la tinción de vimentina, 200x (barra de escala =50 µm). (B) 
Inmunotransferencia de membranas representativas de homogeneizados totales de biopsias de músculo esquelético para  
los factores de regeneración miogénicos MyoD y miogenina. Las pan-actinas se utilizaron como control de carga. 
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Figura 37. Caracterización de las miofibras musculares. (A) Imágenes representativas de las tinciones EHQ con ATPasa 
miosínica (incubación a 3 pH distintos: 4.3 –fibras tipo I, IIc; 4.6 – fibras tipo I, IIx y IIc- y 9.6 –fibras de tipo II-), y NADH (NAD 
diaforasa, actividad mitocondrial y diferenciación de tipos de fibra), de pacientes con hernia incisional (IH) y pacientes 
control (no-IH). Magnificación: 200x. (B, C y D) Resolución de las isoformas de la cadena pesada de la miosina (MyHC) 
mediante electroforesis SDS-PAGE, en muestras representativas de biopsias derivadas de pacientes con hernia incisional (IH) 
y pacientes control (no-IH) (B); análisis densiométrico (C) y cuantitativo (D, % respecto el total) de la expresión de las 
isoformas de la cadena pesada de la miosina en pacientes con hernia incisional (IH, n=16) y pacientes control (no-IH, 
n=16);*P < 0.05, prueba t de Student.  
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5.2.2 Las muestras de pacientes con HI muestran cambios en la expresión de isoformas de 

la cadena pesada de miosina (MyHC)   

 
 La identidad muscular se establece durante el desarrollo embrionario en respuesta a diferentes 

mecanismos intrínsecos de control miogénico. Posteriormente, hay múltiples vías de señalización implicadas en 

el cambio del tipo de fibras musculares en situaciones fisiopatológicas diversas lo que confiere una importante 

variabilidad interindividual. La miosina es la proteína predominante del músculo esquelético y es la principal 

responsable de su función contráctil. Está constituida por cuatro cadenas ligeras y por dos cadenas pesadas 

(MyHC), de las que se conocen hasta nueve isoformas. El análisis de las isoformas de MyHC, cuyo inventario y 

patrón de expresión completos ya están disponibles, proporciona un marcador útil para clasificar los diferentes 

tipos de fibras musculares (51). 

 

Aplicado a nuestra situación, el análisis histológico por EHQ (Figura 37; tinciones ATPasa-miosínica pH 9.4 y 

NADH) destaca que las muestras derivadas de pacientes con HI mostraron una menor proporción de fibras de 

tipo I y un mayor predominio de fibras de tipo II (~1:3 vs 2:3 respecto al grupo control), las cuales resultaron ser 

también aparentemente más pequeñas (~- 50-70%) que las de tipo II. El análisis electroforético (SDS-PAGE 

modificada) de las MyHC confirmó la resolución de tres bandas con una movilidad paralela a los tipos I, IIa y IIx 

de las cadenas MyHC humanas. Interesantemente, en las muestras de HI se confirmó un incremento en la 

expresión de la isoforma IIx y una disminución de la isoforma I en comparación a las muestras derivadas de los 

pacientes control no-HI, compatible con una conmutación del tipo de miofibras que en última instancia podría 

afectar a la funcionalidad muscular.  

 

5.2.3 El componente inflamatorio se encuentra incrementado en las muestras de pacientes 

con HI de forma localizada y leve 

 
La presencia de focos de hipercelularidad en el análisis histológico de las muestras de HI acompañados de 

cambios sugestivos de degeneración y de regeneración muscular, nos impulsó a realizar una caracterización 

más exhaustiva del infiltrado celular potencialmente inflamatorio (77). 

 

Efectivamente, y diferencia de lo que ya acabamos de describir para  las muestras de fascia en las que no se 

detectaron células inflamatorias en ninguno de los casos, en las muestras de músculo esquelético de pacientes 

con HI se observaron pequeños focos con marcaje positivo (IS=1) para: linfocitos T y B (CD45, CD3, CD20), 

macrófagos (CD68) y neutrófilos polimorfonucleares (PMN, tinción PAS, ácido periódico de Schiff). 

Notablemente, se observaron pequeños cúmulos ocasionales de PMN entre las miofibras, en contacto íntimo 

con la lámina basal (Figura 38, Tabla 7). El grado leve y focalizado del infiltrado inflamatorio podría indicar que 

no se trata de un infiltrado asociado a una reparación aguda, si no de tipo crónico, sugiriendo una inflamación 

crónica de bajo intensidad (chronic low grade inflammation) (102), que a su vez correlacionaría también con 

nuestros hallazgos anteriores en los que ya describimos una desregulación inflamatoria molecular en la 

muestras del tejido muscular de pacientes con HI (28). 
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Figura 38. Caracterización del componente inflamatorio. Muestras representativas del marcaje por inmunohistoquímica de 
muestras derivadas de biopsias de pacientes con HI. Marcaje específico para linfocitos totales (CD45), macrófagos (CD68), 
linfocitos de tipo T (LT, CD3)  y linfocitos de tipo (LB, CD20). El triángulo en las magnificaciones indica el marcaje específico 
para cada condición. En la tinción con PAS puede observarse el contacto estrecho entre neutrófilos y miofibras. 
Magnificación: 200x (barra de escala=50 µm) y en la imagen inferior de la tinción con PAS 600x (barra de escala=25 µm). 

 

 

5.2.4 Activación de posibles mecanismos apoptóticos en las vías apoptóticas en las 

muestras de pacientes con HI  

 
  A la luz de lo descrito hasta ahora, y también para comparar si lo ya observado al nivel de la fascia 

sucedía en el músculo esquelético, en un siguiente paso evaluamos los índices de TUNEL -indicador, como ya 

hemos comentado previamente de muerte celular- y de PCNA –asociado a la proliferación, pero también a 

procesos de reparación del DNA.- Tal y como puede observarse en la (Figura 39), los índices de TUNEL y PCNA, 

y a semejanza de lo ya observado en la fascia de pacientes con HI resultaron estar incrementados, tanto en las 

propias miofibras, como al nivel del TCI endomisial. Para el espacio endomisial, asumimos que este marcaje era 

fundamentalmente atribuibles a los fibroblastos (tanto por su condición de células positivas para vimentina, 

como por su morfología celular). Además, también en las miofibras se halló un correlación positiva entre los 

núcleos TUNEL-positivos y los PCNA-positivos (r=0.850; P=0.001) al igual que en el TCI endomisial  (r=0.740; P= 

0.001). Adicionalmente se valoró el índice Bcl-2 en las miofibras, un marcador con carácter fundamentalmente 

antiapoptótico, siendo superior en las miofibras de los pacientes con HI y mostrando una correlación positiva, 

aunque más débil (r=0.60; P=0.01), con los núcleos con marcaje positivo para TUNEL. 
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Figura 39. Marcadores de apoptosis, proliferación celular, y Bcl-2 en el músculo esquelético. (A) Secciones representativas de 
muestras de pacientes con hernia incisional (IH, n=20) y pacientes control (no-IH, n=20), según las tinciones 
inmunohistoquímicas de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dNTP-biotin nick end labeling), PCNA 
(proliferating cell nuclear antigen) y BCL-2, y (B) análisis estadístico de la cuantificación de los índices correspondientes y (C) 
de sus correlaciones en las miofibras. (D) Secciones representativas de tinciones inmunohistoquímicas de TUNEL y PCNA, y (E) 
análisis estadístico de la cuantificación de los índices correspondientes y (F) de sus correlaciones en las células del endomisio 
del TCI, de las mismas muestras. Magnificación: 200x (barra de escala= 50µm) (A); 400x (barra de escala= 50µm) (B). **P < 
0.01, ***P < 0.001, prueba t de Student. 
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Como paso siguiente, analizamos también la presencia de caspasa-3 y de diferentes sustratos del 

citoesqueleto susceptibles de ser fragmentados por esta mediante inmunotransferencia de membranas (Figura 

40). Los resultados confirmaron los mismos hallazgos ya observados en la fascia. Es decir, en las muestras 

derivadas de pacientes con HI se observaron niveles incrementados pro-caspasa-3 y de sus principales 

fragmentos activos con actividad proteolítica, concomitante una fragmentación incrementada de vimentina, α-

fodrina, y PARP.  Además, en este caso, se analizó también la desmina (principal filamento intermedio de las 

fibras musculares),  confirmándose también unos niveles incrementados de fragmentación superior en las 

muestras de HI (que tal vez podrían relacionarse con los agregados de desmina que acabamos de describir para 

las tinciones por inmunohistoquímica), lo que sugiere que, efectivamente, la activación de procesos 

apoptóticos afecta también al tejido muscular. Finalmente, por otra parte, ni la β-tubulina ni la actina 

presentaron evidencias de fragmentación, lo que confirmaría la especificidad del proceso. En conjunto, estos 

resultados sugieren que pueden existir mecanismos apoptóticos incrementados a nivel global en el músculo 

(tanto en las fibras musculares como en el TCI) de los pacientes con HI.  

  

 

 

 

Figura 40. Fragmentación proteolítica de la caspasa 3 de sustratos del citoesqueleto en el músculo. A: Inmunoblots 
representativos de músculo de no-HI y HI. La pan-actina se usó como control de carga para su normalización. B: Análisis 
densiométricos de la expresión de la proteína nativa y fragmentada, en no-HI (n = 8) y HI (n = 8) (ns, no significante; *P < 
0.05,  Student’s t-test. 
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5.2.5 El músculo esquelético de los pacientes con HI muestra una expresión génica de 

proteoglicanos alterada  

 
 Las diferencias observadas en la tinción histológica con azul alcián sugerían que también en el músculo 

esquelético de pacientes con HI podrían encontrarse alteraciones en la expresión de diferentes PGs que, a su 

vez, podrían afectar diferentes funciones biológicas y eventualmente actuar como biomarcadores para la HI.  

 

 

 

Figura 41. Análisis de la expresión de 
diferentes proteoglicanos por reacción de 
RT-PCR en muestras derivadas del 
músculo esquelético de pacientes control 
no-HI (n=16) y pacientes con HI (n=16). 
Panel superior: Productos de la reacción 
de RT-PCR resueltos por electroforesis en 
geles de agarosa 1-2%. Panel central: 
Análisis estadístico de la expresión de los 
genes, normalizados con el gen de 
referencia ribosomal L19. Panel inferior: 
Representación gráfica de los ratios de 
expresión HI/no-HI.; *P < 0.05, **P < 0.01, 
***P < 0.001, prueba t de Student. 
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Figura 42. Representación biplot del análisis de componentes principales (PCA) de la expresión de los proteoglicanos 
obtenida por reacción de RT-PCR, normalizadas con L19. En el gráfico biplot se representan simultáneamente las diferentes 
variables (proteoglicanos) y los resultados de las observaciones obtenidas (pacientes), teniendo como ejes los dos primeros 
componentes principales. Así, se puede observar como los dos grupos de estudio se distribuyen de forma separada (a 
excepción del paciente 16, del grupo de HI). El primer componente parcial (PC1) explica el 55% de la variabilidad encontrada 
y el segundo (PC2) el 25%.  

 

Efectivamente, el análisis por reacción de RT-PCR confirmó la expresión diferencial para las isoformas de 

sindecanos -2 y -3, (PGs celulares) y para los PGs biglicano y versicano-2 (PGs extracelulares), los cuáles se 

encontraron infra-expresados en la HI. Como PGs sobre-expresados sólo se encontró la isoforma versicano-3. 

De forma adicional, en el análisis por reacción de RT-PCR, también se incluyó el colágeno de tipo IV con el fin de 

corroborar los resultados obtenidos en la tinción inmunohistoquímica del tejido, confirmándose también su 

sobre-expresión por RT-PCR en la HI (Figura 41). Finalmente, mediante el análisis de PCA también pudimos 

comprobar que los pacientes de ambos grupos se agrupaban separadamente en función de los resultados 

obtenidos (Figura 42). 

 

Merece la pena comentar el hecho de que las diferencias de expresión génica entre la HI y la no-HI, fueron 

cualitativa y sensiblemente distintas de las observadas en la fascia, lo que por una parte sugiere una alteración 

específica de tejido (i.e., en músculo esquelético no detectamos expresión de sindecano-1, ni del versicano 0 o 

1, indicando la unicidad del tejido). A su vez, observando la expresión génica del núcleo proteico de estos PGs 

parece que el balance neto se inclina hacía una disminución total en la HI (a excepción de versicano-3), lo que 

tal vez contradice lo observado al nivel de histología con la tinción de azul alcián. Una posible explicación 

podría ser que no estuviésemos considerando otros tipos de PGs sulfatados que sí que pudieran estar sobre-

expresados en la HI. O bien, y probablemente más fehacientemente viendo el patrón de expresión de azul 

alcián en músculo, podría ser que al nivel de la reacción por RT-PCR estuviésemos apreciando 

fundamentalmente la expresión génica total de las fibras musculares, en detrimento de la de la fracción 



Resultados 

166 
 

ocupada exclusivamente por el TCI el cual se encuentra en poca abundancia relativa respecto al total del 

músculo (de ahí surgiría la discordancia entre la fuerte intensidad de azul alcián en la MEC del TIC y los valores 

de expresión génica). Una muestra a favor de esta segunda explicación podría ser la concordancia observada 

entre los resultados de la tinción inmunohistoquímica para el colágeno IV (características de láminas basales) y 

su expresión génica, también incrementada en la HI.  

 

Con la intención de avanzar un poco más, realizamos inmunotransferencias de membrana para el tejido 

muscular utilizando un anticuerpo anti-versicano. Como puede observarse en la Figura 43, la expresión total de 

bandas específicas para versicano fue mayor en las muestras derivadas de pacientes con HI. Así, en una 

primera inmunotransferencia sin tratamiento con condroitinasa ABC (PGs unidos a GAGs) se observaron 3 

zonas o bandas más intensas: una banda o zona >150 KDa, una banda de ~64 KDa, y una banda < ~26 KDa, 

todas ellas de mayor intensidad en los pacientes con HI, si bien sólo con significación estadística para la banda 

~26 KDa (aunque en la >150 KDa también se observó una fuerte tendencia significativa, P=0.056). Por otra 

parte, el análisis de ANOVA de dos factores mostró que tanto el factor banda (F<0.001) como el factor grupo 

(F<0.001) eran significativos (sin observarse interacción entre ellos). Después de aplicar un tratamiento con 

condroitinasa ABC desaparecieron multitud de bandas de la inmunotransferencia de membranas, en relación al 

análisis de versicano que acabamos de describir sin tratamiento, permaneciendo solo las zonas o bandas 

descritas anteriormente, viéndose claramente en las muestras de HI. Así pues, y a pesar de no haber detectado 

expresión por reacción de RT-PCR de los versicano 0 y 1 (372 KDa y 265 KDa, respectivamente), sí que se 

pudieron detectar bandas proteicas >150 KDa, que podrían corresponder o bien a estas isoformas de versicano 

y/o a la isoforma de versicano-2 (182 KDa). Finalmente, y aunque la expresión génica de versicano-3 era 

apreciable en la reacción de RT-PCR, las bandas observado en la inmunotransferencia de menor peso molecular 

(~64 KDa y ~26 KDa), no corresponden exactamente con la descrita para el versicano-3 (74 KDa).  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 43. Expresión proteica de versicano. (A) Análisis representativo de inmunotransferencia de membranas en muestras 
de músculo esquelético de pacientes con hernia incisional (IH, n=8) y pacientes control (no-IH) para versicano, sin y con 
condroitinasa ABC. (B Análisis densiométrico y cuantitativo de las bandas observadas sin el tratamiento de condroitinasa 
(media ± ESM). Volumen: Densidad óptica  x mm

2
. *P < 0.05, prueba t de Student.  

A B 
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Nuestra conclusión es que, y a pesar de que ah sido descrito en la bibliografía (310), este bandeado <150 KDa 

es complicado de interpretar debido a que el anticuerpo primario reconoce todas las formas de versicano, sin 

especificidad para ninguna de las isoformas. Dado que los versicanos son substratos de diversas MMPs  (1, 2, 3, 

7 y 9), de enzimas de la misma familia, como la ADAMTS, así también como de la serina-proteasa plasmina 

(311), tal vez fragmentos observados en la inmunotransferencia podrían ser debidos a una actividad 

proteolítica incrementada y permanente en los pacientes con HI (28). 

 

 

5.2.6  Los fibroblastos del TCI de los pacientes con HI muestran un fenotipo patológico  

 Siguiendo lo observado previamente en la fascia, y teniendo en cuenta que los fibroblastos residentes en el  

del TCI son los principales responsables del mantenimiento de la MEC local, indispensable para un 

funcionamiento adecuado del tejido muscular, también quisimos analizar el comportamiento in vitro de 

fibroblastos primarios derivados de biopsias peroperatorias del tejido de músculo esquelético de pacientes con 

HI y control.  

 

También en el músculo se observaron diferencias al nivel de eficiencia en la obtención de células primarias a 

partir de explantes de los tejidos biopsiados, de modo que sin tratamiento previo con tripsina para disgregar el 

tejido, la eficiencia en los derivados de HI era superior (HI, 60% vs 7% no-HI.;  P<0.05). En este caso, y a pesar 

de las diferencias, sí que se obtenía algún cultivo de pacientes control no-FHIs, a diferencia de la fascia en la 

que su obtención era nula. Esto refleja también las propiedades físicas diferenciales de ambos tejidos, teniendo 

la fascia tiene una estructura más compacta y rígida que el músculo. La facilidad con la que se obtenían células 

a partir de muestras de músculo de HI sin necesidad de disgregación previa, correlaciona de nuevo y al igual 

que en la fascia con la  pérdida de estructura ya observada al nivel del análisis histológico. Los fibroblastos 

fueron también positivos para vimentina y CD90, según tinciones inmunocitoquímicas. La tinción de β-

galactosidasa indicó también una presencia muy baja (<1%) de células senescentes en ambos grupos de estudio.  

 

 Así pues, parecía que varías de las características observadas en los fibroblastos de fascia se observaban 

también en los fibroblastos del TCI del músculo esquelético, con lo que decidimos proseguir con la 

caracterización morfológica y funcional. Además, en este caso (fibroblastos primarios de músculo), se 

analizaron células procedentes de cultivos en confluencia (confluent) y no confluentes (non-confluent) para 

poder evaluar el efecto del contacto célula-célula al nivel del citoesqueleto (en el caso de la fascia no nos había 

parecido necesario dado que su hábitat natural es el de ser células aisladas rodeadas de MEC, mientras que en 

el músculo esquelético el contacto entre células es evidente).  

 

5.2.6.1 Principales características de los FHIs del TCI del músculo esquelético observadas in vitro     

 Al nivel morfológico, y en la modalidad de cultivos no confluentes, los fibroblastos derivados del músculo 

esquelético se comportaron de manera similar a los fascia. Así pues, los fibroblastos de HI (FHIs) mostraban una 
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superficie celular menor y se encontraban más polarizados. Presentaban también menos proyecciones 

citoplasmáticas, una red de filamentos de actina (fibras de estrés y geodomos) menos organizada, y una red de 

vimentina citoplasmática menos densa, en comparación con los fibroblastos procedentes de pacientes control 

(no-FHIs).  

 

Aparte de estas diferencias morfológicas, también se pudieron detectar alteraciones en la red de actina y las 

adhesiones focales (AF). Aparentemente, los FHIs presentaban un patrón de AFs característico de células que 

migran (312) (312): el marcaje por vinculina identificaba en el frente de avance celulara AF nacientes (0.5 µm,) 

(en el filopodium/lamellipodium), complejos focales esféricos (0.5 µm,) (en la zona de transición entre el 

lamellipodium y el lamellum), y AF elipsoides en el lamellum y límite posterior (2 µm, longitud). En algunos 

casos, estas AFs se conectaban longitudinalmente por filamentos de actina o fibras de estrés (arcos 

transversales y dorsales). En el filopodium/lamellipodium también se podían identificar estructuras de actina 

ramificadas. La distribución de la vinculina coincidía con la de paxilina y la FAK en los complejos focales y en las 

AFs. Por el contrario, y de forma notoria, los FHIs no presentaron adhesiones fibrilares (>5 µm, longitud), si bien 

sí que existía un cierto marcaje para tensina (estas adhesiones fibrilares son estructuras alongadas muy 

estables, situadas normalmente en la zona central de la célula. Representan un paso de maduración de las AFs, 

y suelen formarse en fibroblastos cultivados en sustratos ricos en  fibronectina. Se asocian a procesos de 

remodelación de la MEC, y al ensamblaje de fibronectina y no abundan en células migratorias (312) (312). Por 

el contrario, los fibroblastos control no-FHIs, mostraron características propias de proto-

miofibroblastos/miofibroblastos exhibiendo: una tasa para el área de AF total/área celular superior (también el 

área individual de las AFs fue mayor), más fibras de estrés y geodomos, y una expresión de α-SMA superior 

(313; 314). En este caso, sí que se observaron abundantes y extensas (>10 µm, longitud) adhesiones fibrilares 

(Figura 44, Tabla 8).   
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Tabla 8.  Caracterización de los fibroblastos del TCI en cultivos no-confluentes y confluentes   

 No-HI  HI  P-valor 

     

Eficiencia del cultivo celular      

     

Digestión sin tripsina (n) 20  14  

Éxito % (%) 7  60 * 

     

Digestion con tripsina (n) 20  20  

Éxito (%) 78  83  

Tiempo de aparición de los fibroblastos 
en el explante 

16.3 ± 2.1 
 

9.5 ± 1.3 * 

Rendimiento (x 10
6
  células/biopsia) 1.5 ± 0.2  2.3 ± 0.3 * 

  
 

  

 No-confluente/ Confluente  No-confluente/ Confluente  

Análisis morfológico (n=5)     

     

Área celular (µm2) 8757 ± 496 / 8844 ± 474  987 ± 49 / 3914 ± 13 
††

 **/§§ 

Células polarizadas (%) 15.5 ± 1.8 / 2.6 ± 0.4 
††

  69.5 ± 2.8 / 3.8 ± 0.6
††

 **/ns 

     

Estructura de los microfilamentos de 
actina (n=5) (%) 

    

     

Células con geodomos y fibras de estrés 78.4 ± 1.9 / 96.8 ± 0.8 
††

  45.0 ± 2.8 / 52.0 ± 1.1 **/ §§ 

Células con fibras de estrés 25.0 ± 2.2 / 97.1 ± 0.8 
††

  6.8 ± 0.8 / 91.0 ± 2.3 
††

 **/ns 

Células positivas α-SMA (%) 18.1 ± 1.2 / 23.5 ± 0.5 
†
  7.5± 0.3 / 7.6 ± 0.5 **/ §§ 

     

Adhesiones focales (AF) (n=5)     

     

Área (µm
2
) 3.1 ± 0.1 / 3.2 ± 0,1  2.1 ± 0,1 / 2.9 ± 0.1 **/ §§ 

% área de AF /área célula 5.6 ± 0.2 / 6.6 ± 0.3 
†
  3.3 ± 0.5 / 3.0 ± 0.3 **/ §§ 

     

  

Eficiencia del cultivo celular: *   P <0.05, no-HI vs. HI ,  prueba t de Student 

 
Análisis morfológico,  microfilamentos de actina, adhesiones focales (prueba exacta de Fisher ) 

Cultivo no-confluente (no-HI vs. HI): **/ P <0.001.  

Cultivo confluente (no-HI vs. HI): §§/  P <0.001,  ns: no significativo. 

Cultivo no-confluente vs. confluente, dentro de cada grupo:  
† 

P < 0.05; 
†† 

P <0.01,  



Resultados 

170 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 44. Caracterización de los fibroblastos del TCI de músculo esquelético. Imágenes obtenidas tras la tinción por técnicas 
de inmunocitoquímica de muestras representativas de fibroblastos primarios derivados de músculo esquelético de pacientes 
control (no-IH) y pacientes con HI (IH). (A) vimentina (verde),  a-SMA (verde, y vinculina/actina (verde/rojo), paxilina (rojo), 
FAK (rojo), tensina (verde), núcleos marcados con ioduro de propidio (rojo) o DAPI (azul). En las magnificaciones de las 
inmunocitoquímicas de los FHIs de paxilina y FAK, se pueden apreciar con más detalle las AF nacientes y los complejos 
focales. En el caso de la tensina se distinguen pequeños agregados de tensina, que no conforman adhesiones fibrilares en los 
FHIs. En los no-FHIs se aprecian adhesiones fibrilares que se sitúan mayoritariamente en la parte central. Magnificación: 
100x (vimentina, a-SMA), 200x (vinculina/faloidina), 400x (paxilina, FAK y tensina); barra de escala =50 µm. (B) 
Cuantificación del ensayo de adhesión al sustrato por centrifugación invertida y migración de los fibroblastos a través del 
inserto de los transwells recubiertos con fibronectina y colágeno de tipo I de FHIs (n=5) y no-FHI (n=5), media ± ESEM. (C) 
Ensayos de proliferación: Incorporación de [

3
H]-timidina y BrdU (inmunocitoquímica) de FHIs (n=5) y no-FHI (n=5), media ± 

ESEM. Abs., absorbancia; DPM, desintegraciones por minuto; no-FHIs (n=5) y FHIs (n=5); *P < 0.05, **P < 0.01, prueba U de 
Mann-Whitney. 
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En relación a las propiedades funcionales, y al igual que para los fibroblastos de fascia, en cultivos no-

confluentes, los FHIs proliferaron de forma más rápida y mostraron tasas de replicación menores que los 

fibroblastos control (no-FHIs): PD 16.0 ± 3.0 vs. 25.8 ± 2.7/día, respectivamente. Esta tendencia también quedó 

confirmada cuantitativamente mediante la utilización de ensayos de proliferación utilizando la incorporación 

[3H]-timidina y de BrdU (inmunocitoquímica).  

 

También, y en concordancia con los resultados obtenidos para la valoración de las AFs, se observó que los FHIs 

migraban de forma más rápida en el ensayo de transwell, tanto en superficies recubiertas de fibronectina como 

con colágeno, y también presentaban menos adhesión a las placas de cultivo poliestireno, medida por 

centrifugación reversa, respecto a los fibroblastos control (esto podría sugerir que la mayor abundancia de AF 

de tipo estático en los no-FHIs correlacionaba con una mayor capacidad de adhesión al sustrato) (Figura 44, 

Tabla 8).   

 

En los cultivos confluentes los fibroblastos de pacientes con HI perdieron drásticamente la polaridad observada 

en cultivos no confluentes, incrementando las fibras de estrés y el área celular. Sin embargo, no se detectó 

ningún incremento en el número de AFs (ni tampoco de su tamaño), ni en los niveles de expresión de α-SMA. 

En el caso de los fibroblastos control no-FHIs, los cambios fueron más acentuados de modo que, en cultivos 

confluentes, se incrementó el número de células que expresaban fibras de estrés (al igual que para los FHIs), 

pero también la presencia de geodomos y células que expresaban una tinción positiva para α-SMA, y AF de 10 

µm de longitud en la periferia celular, identificadas con el marcaje de vinculina, compatibles con AF 

supermaduras (supermature-focal adhesion). Este tipo de AF son identificables a simple vista por su longitud (8-

30 µm de longitud) y aparecen en cultivos celulares de sustratos muy rígidos (ej. placas de poliestireno), 

concomitante con las expresión de α-SMA. Aparte de la proteínas estudiadas aquí, vinculina y tensina, las AF 

supermaduras se caracterizan por estar constituidas por las integrinas αvβ3, α5  β1, y FAK fosforilada, esta 

última participando en procesos de supervivencia y crecimiento celular (315; 316).  

 

Finalmente destacar, que se observaron uniones célula-célula similares a las del tipo fibronexus en los IHFs en 

contacto entre sí, indicadas por el marcaje con vinculina. En este tipo de unión se alinean de forma extensa la 

actina intracelular (F-actina) y la fibronectina extracelular (segregada por las células) entre dos células en 

contacto, formando asociaciones trans-membranales de las redes de actina. Se conoce que este tipo de unión 

entre células permite mejorar la integridad-resistencia de monocapas de células en cultivo frente a estímulos 

apoptóticos (317). En definitiva, cuando las células fueron cultivadas en confluencia, se mantuvieron 

diferencias importantes entre los dos grupos (en el mismo sentido de lo que ya había sido observado en los 

cultivos no confluentes) a excepción del porcentaje de células polarizadas y de células que solo tenían fibras de 

estrés (Figura 45,Tabla 8). 
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Figura 45. Comportamiento de los fibroblastos del TCI 
del músculo esquelético en cultivos confluentes. Panel 
superior: Inmunocitoquímica para vinculina (verde)/ 
actina (rojo). En los no-FHIs se observa la formación de 
estructuras de unión tipo fibronexus (recuadro ampliado 
de la derecha), donde se observa una continuidad de la 
red de actina entre células contiguas, creándose 
complejas arquitecturas de microfilamentos de actina a 
su alrededor. Cerca de estas uniones se aprecian AF 
supermaduras. Panel inferior: Inmunocitoquímica para 
a-SMA. En este caso,  la confluencia no parece afectar a 
los FHIs en su expresión y si de forma evidente en los no-
FHIs, formándose estructuras complejas entre las 
células, posiblemente ligada a la presencia de AF 
supermaduras. Magnificación: 200x; barra de escala=50 
µm. Columna derecha, magnificación. Núcleos 
marcados DAPI (azul) o con ioduro de propidio (rojo). 
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5.2.6.2 Los fibroblastos del TCI de músculo esquelético de pacientes con HI muestran una 
fosforilación incrementada de la vimentina  
 
 El citoesqueleto de los fibroblastos, especialmente a través de los filamentos intermedios (vimentina),  

permite la adecuada mecanotransducción, y la adaptación de las tensiones externas del micro-entorno celular 

hacia el interior celular contribuyendo a la homeostasis y la correcta funcionalidad del tejido (241).  Para seguir 

profundizando en las posibles repercusiones funcionales de las alteraciones observadas, nos focalizamos en el 

estudio del citoesqueleto de vimentina. 

 Como puede observarse en la (Figura 46, A), los fibroblastos de pacientes con HI, más motiles (y con forma 

de abanico o fan-shape), exhibían una red de largos y delgados filamentos de vimentina (VF) concentrados 

principalmente en el parte posterior celular y en la zona perinuclear. Algunos de ellos, bien definidos, se 

expandían hacia el frente de avance (lamella-lamellipodium), llegando un número de ellos a alcanzar la lamella 

acabando en forma de garabato poco definido (squiggles). Por el contrario, los fibroblastos derivados de 

pacientes control, no-FHIs, menos motiles, mostraron una red densa y compleja de VF gruesos alrededor del 

núcleo, expandiéndose radialmente, y disminuyendo su densidad en la zona pericelular, pero que con extremos 

finales bien definidos. Por lo tanto, se observaba que la red de la VF parecía menos ensamblada o estructurada 

en los FHIs, sugiriendo muy posiblemente una menor capacidad para soportar esfuerzos externos. 

 

 

 

 

 

 
Figura 46. Análisis del citoesqueleto de vimentina de 
los fibroblastos del TCI de músculo esquelético. (A)  
Imágenes de contraste de fases. Característica forma 
de abanico de un FHI en migración (derecha; 400x). Se 
puede observar el lamellipodium ondulante (ruffling) 
del frente de avance, con los filopodium 
(magnificación). (B) Inmunocitoquímica de vimentina 
(verde) y núcleos (rojo) marcados con ioduro de 
propidio, e inmunotransferencia de vimentina 
fosforilada (Ser/Thr) de cultivos representativos de no-
FHIs y FHIs. En la inmunocitoquímica se puede 
observar la estructura más difusa y menos 
estructurada en los FHIs, que probablemente 
correlaciona con una mayor solubilidad y una 
fosforilación incrementada de vimentina 
(especialmente del fragmento ~48KDa). Las pan- 
actinas se utilizaron como control de carga.  
Magnificación: izquierda 100x, derecha 400x; barra de 
escala = 50 µm. 
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Finalmente, y una vez observada la menor estructuración del citoesqueleto de vimentina en los IHFs, se analizó 

también el estado de fosforilación (Ser/Thr) de la vimentina mediante inmunoprecipitación seguida de 

inmunotransferencia de membranas, ya que como ya hemos descrito anteriormente para la fascia es un buen 

indicador de los mecanismos que regulan el ensamblaje y organización de los filamentos intermedios de 

vimentina (cambios en la solubilidad y en la fosforilación de la vimentina, regulan diferentes procesos 

relacionados con la motilidad, proliferación y la capacidad de resistir esfuerzos externos para la célula, (318; 

319; 320; 321). Una vez más, y de forma remarcable, pudimos observar que los FHIs presentaban un 

incremento en la fosforilación de vimentina, especialmente del fragmento soluble de ~ 48 KDa (cultivos no 

confluentes) (Figura 46, B).  

 

5.2.7 Los fibroblastos del TCI del músculo esquelético de pacientes con HI muestran mayor 

sensibilidad a estímulos apoptóticos 
 

 Un evento que se desarrolla durante la apoptosis es la fragmentación y la desestructuración del 

citoesqueleto de vimentina. Uno de los mecanismos que induce esta desestructuración es debida a la propia 

actividad proteolítica de las caspasas, pero también participa la fosforilación de la vimentina (por la activación 

de quinasas activadas por las propias caspasas). Este mecanismo actúa también en los microfilamentos de 

actina durante la apoptosis, provocando el redondeo típico de la célula apoptótica (207) (322). En nuestro caso, 

y además de los antecedentes ya descritos para los FHIs en la fascia, tanto la menor estructuración del 

citoesqueleto de vimentina, como la fosforilación incrementada de vimentina en los FHIs, podrían sugerir que 

también los FHIs serían más susceptibles a estímulos pro-apoptóticos. Por lo tanto, como paso siguiente, se 

evaluó la sensibilidad de los FHIs a estímulos pro-apoptóticos, analizando el comportamiento del citoesqueleto 

de vimentina y su fosforilación, y la activación de la actividad caspasa 3. También aquí, la apoptosis fue 

inducida mediante la combinación pro-apoptótica de TNFα/CHX. 

 

Como puede observarse en la Figura 46., y del mismo modo que en los FHIs de fascia, el TNFα/CHX indujo de 

forma más efectiva la apoptosis en los FHIs, los cuales presentaron un porcentaje más elevado de células 

apoptóticas tempranas y tardías en el ensayo de unión a anexina (Vybrant Apoptosis Assay kit II) (Figura 47) 

Morfológicamente, los FHIs presentaban un redondeo celular, parecían perder la adhesión al sustrato 

(refringencia en el microscopio), con vesículas desprendiéndose y con abultaciones citoplasmáticas (blebbing). 

En algunas células se observaron también núcleos lobulados en proceso de fragmentación (Figura 47, A). La 

inmunocitoquímica de los filamentos de vimentina de los FHIs sometidos al estímulo pro-apoptótico, mostró un 

marcaje difuso en el que era difícil diferenciar los VF de forma discreta. De hecho, el marcaje propiamente 

dicho era mucho más intenso, sugiriendo que, posiblemente, la fragmentación de la vimentina en el proceso 

apoptótico ofrecía al anticuerpo primario anti-vimentina un acceso más fácil a los diferentes epítetos, 

incrementándose la señal inmunofluorescente (Figura 47, B). 
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También se analizó la fragmentación de la vimentina y de otros sustratos de las vías apoptóticas, con 

inmunotransferencias de membrana de lisados de células (realizado con muestras fraccionadas al nivel 

subcelular mediante la utilización del kit ProteoExtract Subcellular Proteome Extraction), obtenidos en el mismo 

experimento de inducción de apoptosis en donde se analizó esta mediante el ensayo de anexina. De forma 

similar a lo descrito en la fascia, en los derivados del TCI del músculo esquelético, se encontró  la caspasa-3 

activada. También, ciertos sustratos de citoesqueleto, diana de su actividad, presentaron una fragmentación 

incrementada: la α-fodrina, vimentina, y el PARP (Figura 48). Tanto la activación de caspasa, como la 

fragmentación de sustratos, mostró un patrón similar al descrito para el tejido muscular, sugiriendo, al igual 

que en la fascia, que los procesos apoptóticos también se podrían producir in vivo.  

 

Respecto  a la fosforilación de la vimentina después de inducir la apoptosis con el tratamiento de TNFα/CHX, en 

ambos grupos se observó un incremento de la vimentina fosforilada siendo más evidente en los FHIs. Esto 

sugiere también que la inducción de apoptosis puede afectar al estado fosforilativo de la vimentina, facilitando 

su desmantelamiento, especialmente en la HI (Figura 47, C). El aparentemente menos estructurado 

citoesqueleto de vimentina, y su mayor susceptibilidad a ser fragmentado y fosforilado después de un estímulo 

pro-apoptótico, apuntaría a un fenotipo patológico in vivo. 
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Figura 47. Susceptibilidad de los fibroblastos a estímulos pro-apoptóticos (tratamiento  TNF-a/CHX, 72 h).  (A) Imágenes 
representativas de contraste de fases. Característico blebbing de los FHIs apoptóticos (derecha) (izquierda y centro, 100x; 
derecha 600x). (B) Inmunocitoquímica de vimentina. Se puede observar como los fibroblastos control no-FHIs soportan 
mejor la inducción apoptótica, manteniendo la red de VF más íntegra, mientras que la red de VF parece estar 
desintegrándose en los FHIs, observándose núcleos lobulados (derecha) (izquierda y centro, 100x; derecha 600x). Esta 
aparente solubilización o fragmentación se relaciona con un aumento de la fosforilación de la vimentina, sobre todo en los 
FHIs (C). (D-F) Respuesta apoptótica de los no-FHIs (n = 5) y FHIs (n = 5) analizada mediante el Vybrant Apoptosis Assay kit II. 
Células de color verde apoptóticas (tempranas o tardías), células apoptóticas tardías con citoplasma rojo intenso, y células 
necróticas con núcleo de color rojo intenso (100x). (E) Imágenes solapadas de campo claro y el marcaje con el Vybrant 
Apoptosis Assay kit II (400x). (F) Porcentaje de células apoptóticas (*P < 0.05, prueba U de Mann-Whitney). Barra de escala: 
100 µm (100x); 50 µm (600x). 
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Figura 48. Inmunotransferencia de membranas de proteínas involucradas en la apoptosis. Inmunotransferencias 
representativos de análisis obtenidos a partir de fracciones citosólicas, nucleares, y de citoesqueleto de pacientes control,  y 
pacientes con HI, después del tratamiento con TNFa/CHX. El inmunoblot de las pan-actinas (fracciones citosólica y 
citoesquelética) y la tinción de Ponceau de la membrana de transferencia de la inmunotransferencia (fracción nuclear) se 
utilizaron como control de carga. 
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5.3  Modulación del fenotipo de fibroblastos del TCI del músculo esquelético 
mediante la rigidez del sustrato  
 

 Recientemente diferentes trabajos han alertado sobre la importancia de la influencia de las características 

mecánicas del sustrato para una correcta respuesta celular (mecano-transducción) (llama la atención, por 

ejemplo, que el cultivo de células en presencia de sustratos blandos (<50kPa)  es capaz de promover por si 

mismo cambios característicos de apoptosis, que incluyen, entre otros, la presencia de células redondeadas, 

condensación nuclear, pérdida de adhesiones focales y exposición de fosfatidilserina al exterior celular (188)  

 

En esta línea, y como un paso más hacía una eventual aplicabilidad terapéutica, dados los resultados obtenidos 

tanto al nivel de la caracterización de los tejidos (en donde destaca una pérdida de estructura, acompañada de 

cambios cuali-  y cuantitativos de diferentes componentes celulares y de la MEC, como por ejemplo cambios en 

el perfil de PGs, tanto en la fascia como en el músculo esquelético), como también de la caracterización in vitro 

de los fibroblastos primarios derivados de pacientes (en donde se observaron diferencias de fenotipo, con 

alteraciones relevantes al nivel de las adhesiones focales o de diferentes componentes del citoesqueleto, así 

como del comportamiento proliferativo, o de sensibilidad a la apoptosis entre otros), decidimos adentrarnos en 

las posibles implicaciones que los cambios en la rigidez del sustrato podrían ejercer sobre el comportamiento 

de los fibroblastos de pacientes con HI (estos cambios parecen plausibles por estas mismas características 

histológicas y por la desregulación proteolítica e inflamatoria descrita previamente, y que probablemente 

podrían alterar las propiedades mecánicas del tejido en la HI, en comparación con los tejidos control).   

 

Utilizamos fibroblastos derivados del músculo esquelético de pacientes (con y sin hernia incisional) y sustratos 

comerciales (http://www.excellness.com/) de polidimetilsiloxano (PDMS), con propiedades viscoelásticas y de 

diferente rigidez (2, 5, 10, 30 y 100kPa de módulo de Young), comparándolos con superficies control (placas de 

cultivo convencionales y superficies de vidrio) en presencia o ausencia de fibronectina. Evaluamos diferentes 

parámetros relacionados con la proliferación y la presencia de apoptosis, así como diferentes componentes del 

citoesqueleto, adhesión celular, progresión de ciclo celular, mediante marcadores específicos y detección por 

inmunofluorescencia. Finalmente, se analizaron también cambios en los sobrenadantes de dichos cultivos 

(actividad degradativa metaloproteásica). Los resultados confirman diferencias entre ambos grupos (pacientes 

con y sin hernia), y refuerzan la hipótesis de una posible biología de la hernia.  

 

 

 

 

 

 

 

http://www.excellness.com/


Resultados 

179 
 

5.3.1 La rigidez del sustrato modula el fenotipo de los fibroblastos del TCI 

 Las diferentes rigideces del sustrato y también la presencia o no de FN, afectó al comportamiento de los 

fibroblastos, observándose unos efectos más marcados especialmente en los FHIs.  

 

 En una primera etapa, y con el objetivo de preseleccionar alguna(s) rigidez(es) significativa(s) que nos 

permitiese  reducir el número de experimentos,  separamos el estudio según dos grandes grupos: a.- cultivo de 

fibroblastos en presencia de sustratos de PDMS recubiertos con fibronectina (PDMS-FN) con diferentes 

rigideces (2, 5, 30, 100 kPa), y b.- cultivo de fibroblastos en presencia de vidrio (glass; 1 GPa de rigidez teórica) 

con o sin la presencia de un recubrimiento de FN (glass FN vs. glass). De este modo podríamos observar el 

comportamiento de los fibroblastos en un rango de rigideces fisiológico, y por otro lado estudiar el efecto de la 

FN en un sustrato de referencia de uso habitual en cultivos celulares, como es el vidrio.    

 

Los resultados se muestran en la (Figura 49). Como puede observarse, con el análisis de ANOVA de 2 factores 

de los sustratos de PDMS-FN (2-100 kPa) se apreció que el factor grupo (F=24.8, P < 0.001) y el factor rigidez del 

sustrato (F=10.9, P < 0.001) influía de forma significativa en: el área celular, en el área de las AFs (grupo: F=33.7, 

P < 0.001; rigidez: F=9.5, P < 0.001; interacción: F=4.6,  P < 0.001), y en el porcentaje de área de AF por célula  

(grupo: F=21.1, P < 0.001; rigidez: F=13.2, P < 0.001, interacción: F=8.8511,  P < 0.01). En relación al efecto de la 

FN en vidrio (Glass vs Glass-FN), el análisis de ANOVA de dos factores indicó que la interacción del grupo y de la 

presencia de FN influía significativamente en el área celular (F=12.8, P < 0.001). Este resultado es debido a que 

el área celular de los FHIs era mayor con FN y menor sin FN, a la inversa que en los no-FHIs. Los resultados del 

área celular coincidían con los obtenidos en cultivos en placas de poliestireno (libres de FN) utilizadas en los 

estudios 5.1 y 5.2, donde los no-FHIs tenían un área celular mayor. El área de las AF también se vio afectada 

por los dos factores (sustrato: F=6.2, P < 0.01; FN: F=8.0 P < 0.01), así como también el porcentaje de área de 

AF por célula (sustrato: F=12.59, P < 0.001; FN: F=50.5, P < 0.001), ambos casos sin interacción.  

 

El resultado de las influencias del grupo (no-HI vs. HI) y del sustrato se traducían en un cambio de fenotipo en la 

morfología celular, de las características de las adhesiones focales (AF), y del citoesqueleto de actina y 

vimentina, conjuntamente. En los sustratos con FN (PDMS y Glass-FN, desde una rigidez de 2 kPa hasta de 1 

GPa), los no-FHIs parecen transitar entre las diferentes rigideces con un fenotipo similar, entre fibrocito y 

fibroblasto, mientras que los FHIs sufrían cambios más extremos. Es decir, los fibroblastos de HI exhibían un 

fenotipo compatible con el típico apoptótico y de fibrocito, a baja rigidez (2-5 kPa), pasando a uno de 

fibroblasto a rigidez media (10 kPa) y a proto-miofibroblasto/miofibroblasto a rigidez alta y extrema (100 kPa- 1 

GPa) (Figura 50, Figura 50). En ambos grupos el área celular se incrementaba con el aumento de la rigidez del 

sustrato, al igual que el área de las AFs  (a baja rigidez se apreciaba un marcaje difuso). Solo cuando la rigidez 

era extrema (1 GPa; Glass-FN), se producía una disminución del área celular, y cuando se eliminaba la FN del 

sustrato se disminuía el porcentaje de área de AF en la célula. Todos estos cambios descritos eran más 

pronunciados en los fibroblastos de pacientes con HI.  
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Figura 49. Análisis de ANOVA de dos factores del área celular y de las adhesiones focales medidas (media ±ESM) en 
sustratos de PDMS-FN y cristal en presencia o no de FN (Glass-FN y Glass). El análisis se hizo separadamente para los 
sustratos PDMS-FN, y vidrio. Los resultados detallados del análisis se encuentran en el texto. Se analizaron entre 20-35 
células por cada sustrato, de una línea celular por grupo;*P < 0.05, ***P < 0.001, ANOVA seguida del contraste post-hoc de 
Tukey.    
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Respecto al citoesqueleto de vimentina y actina, los cambios se encontraban igualmente relacionados con el 

aumento de rigidez del sustrato, afectando también más intensamente a los fibroblastos de HI. Así pues, a 

rigidez baja, los FHIs presentaban una forma más redondeada y con un citoesqueleto de vimentina difuso, 

mientras que a medida que aumentaba la rigidez se transformaban en una forma estrellada-dendrítica (típica 

de fibroblasto), acabando en una forma estrellada-estirada y con un citoesqueleto de filamentos de vimentina 

bien definido y estructurado, recordando a los miofibroblastos (Figura 50, Figura 51).  Del mismo modo, el 

análisis preliminar descriptivo de la red de microfilamentos de actina (Tabla 9) sugirió que a rigidez baja los FHIs 

tenían apariencia de células apoptóticas (con microfilamentos periféricos poco definidos, y células en situación 

de pérdida de adherencia con el sustrato; peripheral actin bundling and retracting shrinking  cell), mientras que 

a medida que se incrementaba la rigidez se incrementaban también el número de fibras de estrés y geodomos. 

Un efecto a destacar de la rigidez del sustrato, es que a rigideces >10kPa disminuían drásticamente los FHIs 

polarizados, mientras que esta característica se mantenía relativamente constante en el resto de rigideces del 

sustrato PDMS-FN. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 9. Arquitectura de los microfilamentos de actina de los fibroblastos. Porcentaje de la 
característica indicada. 

 Sustrato 
rigidez (kPa) 

Geodomos Fibras de 
estrés 

Polarizadas Sin fibras Microfilamentos 
periféricos o pérdida de 

adherencia  

HI      

2 13.5 35.1 43.2 48.6 29.7 

5 15.0 70.0 22.5 25.0 0.0 

10 22.6 64.5 32.3 35.5 0.0 

30 51.6 96.8 9.7 3.2 0.0 

100 42.9 90.5 9.5 4.8 0.0 

      
Glass + FN 58.3 89.7 13.8 10.7 0.0 

Glass 1.1 40.7 48.1 59.3 0.0 

      
      

no-HI      

2 10.8 62.2 48.6 21.6 8.1 

5 8.1 59.5 70.3 40.5 0.0 

10 10.8 70.3 40.5 27.0 0.0 

30 13.9 69.4 27.8 22.2 0.0 

100 17.2 86.2 34.5 6.9 0.0 

      
Glass + FN 39.3 89.3 21.4 10.3 0.0 

Glass 55.2 93.1 10.3 6.9 0.0 

      

Tabla descriptiva de la estructura de la red de microfilamentos de actina. Resaltadas las condiciones que 

se seleccionaron para el análisis de apoptosis a baja rigidez con PDMS-FN (2-5 kPa) y a extrema con Glass 

vs. Glass FN.   Se analizaron entre 20-35 células de cada sustrato, de una línea celular por grupo. 
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Figura 50. Análisis de las adhesiones focales y del citoesqueleto de actina de los fibroblastos del TCI a diferente rigidez en sustratos de PDMS-FN, Glass-FN, y Glass. Inmunofluorescencias 
representativas de no-FHIs y FHIs primarios del TCI: actina (rojo, faloidina), vinculina (verde), y núcleo (azul, DAPI). Se puede apreciar el cambio de la morfología, las adhesiones focales y el 
citoesqueleto de microfilamentos de actina a diferente rigidez. Se observa que los FHIs presentan un fenotipo apoptótico a baja rigidez (2-5 kPa) y un fenotipo similar a los miofibroblastos a 
alta-extrema rigidez (1 GPa). De forma notable a la rigidez de 10 kPa los dos grupos parecen exhibir un fenotipo similar; rigidez teórica del músculo. También se hace patente que en el sustrato 
Glass (sin FN) el nº de adhesiones focales disminuye y que el tamaño del área celular se invierte en los dos grupos respecto al sustrato Glass FN. En las indicaciones inferiores se sugiere el 
posible cambio de fenotipo de los FHIs. Magnificación: 400x, barra de escala= 25 µm. 
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Figura 51. Análisis del citoesqueleto de vimentina de los fibroblastos del TCI a diferente rigidez en sustratos de PDMS-FN, Glass-FN, y Glass. Inmunofluorescencia representativas de no-FHIs y 
FHIs primarios del TCI en donde se puede apreciar el cambio de la morfología, tamaño y del citoesqueleto de vimentina que definen el fenotipo del fibroblasto a diferente rigidez. En las 
indicaciones inferiores se sugiere el posible  cambio de fenotipo de los FHIs. Se puede observar que el fenotipo de los no-FHIs no presenta tantas variaciones como los FHIs. Magnificación: 100x, 
barra de escala= 100 µm. 

↑Diffuse vimentin network         ↑ Increasing structured vimentin network with stiffness 
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5.3.2 La proliferación de los IHFs del TCI es menos sensible a los cambios en la rigidez del 

sustrato  
 

Destacan también cambios en los valores de proliferación celular. Así pues, en general, el aumento de 

rigidez del sustrato tendió a incrementar la proliferación celular, aunque a valores altos (100 kPa) se producía 

un cierto decremento o estabilización. Es importante destacar, que el efecto de la rigidez influía más en los 

fibroblastos control no-FHIs que en los derivados de pacientes con HI, al contrario de lo observado hasta ahora 

en las características anteriores.  

El índice de proliferación (% de núcleos marcados con EdU/núcleos totales) fue más elevado en los 

fibroblastos control (no-FHIs) para todas las rigideces (tanto en PDMS-FN como en Glass-FN), excepto a 10 kPa 

donde ambos fueron iguales (repetido y verificado). De forma sorprendente, la falta de recubrimiento con 

fibronectina del vidrio revertía esta relación. En este caso, los índices de proliferación eran superiores en los  

fibroblastos de HI, lo que coincide también con lo que hasta ahora habíamos podido observar en los análisis de 

proliferación efectuados en fibroblastos de fascia y de músculo esquelético utilizando placas de poliestireno, y 

y que acabamos de describir en los estudios 5.1 y 5.2 de esta memoria. Por último, a baja rigidez (2 kPa) la 

proliferación de fibroblastos de HI disminuía de manera drástica, mientras que los fibroblastos control, no-FHIs,  

mantenían valores similares a los obtenidos cuando eran cultivados a 30 kPa (Figura 52).   

 

 

Figura 52. Ensayo de proliferación de los fibroblastos del TCI de músculo esquelético mediante la incorporación de EdU (% 
núcleos positivos). La escala de la rigidez se ha transformado a log2 con la finalidad comprimir el eje de la variable. En orden 
creciente, las rigideces en el log 2 corresponden a 2, 5, 10, 30, 100 kPa (PDMS-FN,) y en el Glass FN (o Glass nude) a 1 GPa. 
Prueba U de Mann-Whitney entre los 2 grupos para cada rigidez en particular. Los resultados corresponden a 4 réplicas 
biológicas de una línea celular por grupo; *P < 0.05, **P < 0.01.  
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5.3.3 Los FHIs son más susceptibles a la apoptosis en presencia de sustratos de baja rigidez 

(2 kPa)   
 

 Los resultados obtenidos en los análisis preliminares sugirieron que la rigidez de 10 kPa era la que permitía 

establecer un punto común para el fenotipo de ambos grupos de fibroblastos, coincidiendo con las 

características fenotípicas (morfológicas) propias del fibroblasto. De forma remarcable, este punto coincide con 

la rigidez teórica del músculo (10 kPa) (323). Alejándonos de este punto común los fibroblastos de HI sufren 

cambios en su fenotipo más acentuados que los del grupo control. A niveles inferiores de rigidez, los cambios 

observados podrían interpretarse como de tipo pro-apoptóticos o apoptóticos, en coincidencia con los 

resultados que hemos descrito anteriormente. Es decir: citoesqueleto de vimentina difuso; pérdida de 

adhesiones focales y de estructuración de microfilamentos de actina; disminución del área celular, redondeo 

celular y pérdida de prolongaciones citoplasmáticas.  

 

Teniendo en cuenta estos resultados, finalmente, decidimos realizar un análisis de apoptosis a baja rigidez (2 y 

5 kPa), comparándolos con los valores observados en vidrio con y sin fibronectina. De forma significativa, los 

fibroblastos de HI presentaron signos de apoptosis y necrosis celular muy superior a los fibroblastos control a 

rigidez baja (2 kPa PDMS-FN). Este resultado podría correlacionar perfectamente con las características de 

morfología celular, AFs, y red de microfilamentos de actina presentes a 2 kPa, así como también la disminución 

observada en los valores de proliferación celular (medida como incorporación de EdU). Se observó también una 

tendencia a que el sustrato de vidrio recubierto con fibronectina, inducía con más frecuencia fenómenos 

apoptóticos-necróticos que el vidrio en los fibroblastos de HI, aunque siempre muy por debajo de los inducidos 

a baja rigidez (2kPa). Esta tendencia también coincidía con una cierta disminución de la proliferación, desde los 

valores máximos. Esto podría indicar que ambos extremos de la rigidez parecen inducir la disminución de la 

proliferación y  favorecer la inducción de la apoptosis, respecto a una rigidez óptima intermedia, al menos 

donde el sustrato contiene FN (Figura 53).  

 

Por último, el análisis particular del área celular y de las AFs indicó que no existían diferencias en el área de las 

AF, ni en el porcentaje de área de AF/célula a 2 kPa, entre los dos grupos. En cambio a 5 kPa el área de las AFs y 

el porcentaje de área de AF/célula fueron superiores en los fibroblastos de HI. Esto podría sugerir que la rigidez 

crítica para los fibroblastos de HI se sitúa <5 kPa y que detrás del tamaño del área celular y de las 

características de las AFs (su incremento en magnitud favorecen la supervivencia), se esconde algún 

mecanismo que hace que los FHIs sean más susceptibles a la apoptosis a 2 kPa.  En el caso del sustrato de vidrio 

recubierto con fibronectina solo existían diferencias significativas en el porcentaje de área de AF/célula, siendo 

superior en los fibroblastos control. Por último en el sustrato vidrio, se repetían los resultados observados en 

los cultivos en placas de poliestireno en los que tanto el área celular, el área de las AF, y el porcentaje de área 

de AF/ célula era superior en los fibroblastos control (Figura 54). 
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Figura 53. Valoración de la apoptosis en los fibroblastos del TCI de músculo esquelético cultivados en sustratos de PDMS de 
rigidez de 2 y 5 kPa (PDMS-FN), y en cristal en presencia o no de fibronectina (Glass-FN y Glass) mediante la utilización del 
kit  Promokine apoptotic/necrotic/healthy cells detection kit.  Panel izquierdo: se puede observar como los FHIs son más 
sensibles de forma significativa a la inducción apoptótica por el sólo hecho de entrar en contacto con sustratos de baja 
rigidez. Células de color verde apoptóticas (tempranas o tardías), células apoptóticas tardías con citoplasma rojo intenso, y 
células necróticas con núcleo de color rojo intenso. Panel derecha. Análisis estadístico de las células apoptóticas y necróticas. 
Análisis de 4 réplicas biológicas de una línea celular por  grupo; *P < 0.05, Prueba U de Mann-Whitney. Magnificación: 100x, 
barra de escala= 100 µm. 



  Resultados 

187 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 54. Análisis estadístico del área celular y de las AFs 
de los fibroblastos de TCI en los sustratos de PDMS de 
rigidez variable (2-5 kPa), y cristal con y sin fibronectina 
(glass-FN y glass). Se analizaron entre 20-35 células de cada 
sustrato, de una línea celular por grupo; *P < 0.05, **P < 
0.01, ***P < 0.001. Prueba t de Student. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Respecto a la red de microfilamentos de actina los efectos más acusados de la baja rigidez se observaron 

en los FHIs. El cambio de rigidez de 5 a 2 kPa alteró la complejidad de la arquitectura de la red de 

microfilamentos de actina, la cual disminuyó más dramáticamente en los FHIs. Es decir, disminuyeron las fibras 

de estrés, aumentó el número de células que no tenían ningún tipo de microfilamento y también, 

remarcablemente, las que presentaban actina periférica poco polimerizada, una característica propia de las 

células apoptóticas. En el caso de los sustratos de máxima rigidez, los fibroblastos control en presencia de 

vidrio presentaban una arquitectura significativamente más compleja (geodomos, fibras de estrés), con menos 

células polarizadas (tal como en las placas de poliestireno), y en presencia de vidrio recubierto con fibronectina, 

los FHIs presentaban incrementados los geodomos con respecto a los no-FHIs (Figura 55). 
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Figura 55. Panel derecho. Análisis estadístico de las características de la arquitectura de los microfilamentos de actina de los 
fibroblastos de TCI de músculo esquelético en presencia de sustratos de PDMS-FN de rigidez 2-5 kPa, y vidrio (Glass-FN y 
Glass). Se analizaron entre 20-35 células de  cada sustrato, de una línea celular por grupo;*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 
0.001. Prueba exacta de Fisher. Panel izquierdo. Diagrama de radar de las características analizadas del citoesqueleto de 
actina. Destacan especialmente las diferencias observadas a 2 kPa PDMS-FN y en vidrio  entre los fibroblastos control y los 
de HI.  



  Resultados 

189 
 

5.3.4 Los medios condicionados de los FHIs presentan una actividad MMP 2, -9 diferencial 
respecto a los no-FHIs 
 
 Previamente en nuestro grupo se indicó un incremento de la relación MMPs/TIMPs en el tejido conectivo 

de la HI (28). Además los resultados obtenidos en los estudios 5.1 y 5.2 de este trabajo sugerían una 

desestructuración del tejido en la que podía participar la actividad MMP, con una posible pérdida de 

consistencia y rigidez. Observando estos resultados, y asumiendo que la actividad MMP en la fascia (y el TCI) 

proviene en su gran mayoría del fibroblasto, decidimos analizar la actividad gelatinasa encontrada en los 

medios condicionados por los fibroblastos de HI y control cultivados a diferentes rigideces de sustrato. 

 

Como puede observarse en la (Figura 56), y por lo que hace referencia a la actividad MMP9, 

sorprendentemente, la media de la actividad observada en los medios condicionados por fibroblastos de HI 

siempre se mantuvo por encima de la media de los fibroblastos control, para todas las condiciones de sustrato. 

Así el análisis de ANOVA de dos factores indicó que estaba influenciada fuertemente por el factor grupo 

(F=49.7, P <  0.001), y aunque en menor medida también por la rigidez (F=4.9, P < 0.01), con interacción entre 

ambos (F=3.9, P < 0.05).  El aumento de la rigidez dentro del grupo de los fibroblastos de HI, provocaba un 

aumento considerable de la actividad MMP9, que por el contrario no se apreciaba en los fibroblastos control.  

 

En cuanto a la media de la actividad MMP2 de los medios condicionados fue similar en ambos grupos a 

excepción de los medios procedentes de FHIs cultivados en sustratos de bajas rigidices, en cuyo caso los valores 

fueron inferiores. El análisis de ANOVA de dos factores indicó que el factor de rigidez (F=29.03, P < 0.0001) 

tenía influencia en la actividad MMP2. Un hecho a destacar, es que la presencia de FN en el sustrato de vidrio 

(Glass-FN) incrementaba fuertemente la actividad MMP2, en ambos grupos de forma similar.  

 

En conjunto, estos resultados sugieren que los mecanismos que rigen la actividad MMP- 2 y -9 a través de la 

rigidez del sustrato son característicos y específicos de cada grupo. 
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Figura 56. Análisis de ANOVA de dos factores de la  
actividad MMP2 y MMP9 de los medios condicionados 
por el cultivo de fibroblastos del TCI del músculo 
esquelético de pacientes con HI y control. Panel izquierdo. 
Zimografía representativa de la actividad gelatinasa a 
diferentes rigidices de sustrato. Panel derecho. Análisis 
estadístico de ANOVA de un factor después de realizar 
uno previo de ANOVA de dos factores, y comprobar que 
factor era el más influyente. MMP9: ANOVA de un factor 
(variable grupo: no-HI: F=1.9 ns; HI: F=4.6, P<0.01);  
MMP2: ANOVA de un factor de la rigidez (no-HI: F=4.8, 
P<0.01; HI: F=6.9, P<0.01). Las significancias indicadas son 
resultado del contraste post-hoc de Tukey. Análisis de 4 
réplicas biológicas de cada grupo; ns: no significativo; *P 
< 0.05, **P < 0.01.    
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A pesar de que el distintivo patognomónico de la hernia incisional es la degeneración insidiosa miofascial 

con la eventual ruptura del tejido, la hipótesis de que una causa biológica puede subyacer al problema (9) 

apenas ha sido explorada en muestras de pacientes humanos, con lo que la etiología última y sus vías de 

señalización permanecen desconocidas. Esta falta relativa de conocimiento sorprende, pero se explica, al 

menos en parte, por la disponibilidad extendida de materiales protésicos para su tratamiento, lo que ha 

generado la creencia en la comunidad quirúrgica de que ya no era necesario profundizar en los mecanismos 

fundamentales de la enfermedad (los biopolímeros produjeron una auténtica revolución en la reparación de la 

hernia, reduciendo drásticamente sus recidivas y permitiendo la reconstrucción de grandes defectos ventrales 

antes eran irreparables, (3) ) El reclutamiento de pacientes para los posibles estudios ha podido ser también un 

hándicap ya que al tratarse de una patología multifactorial es muy difícil definir adecuadamente los criterios 

específicos de inclusión y de exclusión, tanto de los propios pacientes afectos como también y especialmente 

de los de un grupo considerado como control o de referencia, dada la facilidad con la que se presentan 

comorbilidades diversas (i.e, patología inflamatoria, genética, metabólica) que ya per se podrían afectar al 

tejido conectivo de la pared abdominal (28). Finalmente, incluso con un reclutamiento idóneo y cuidadoso de 

los pacientes, muchos de los estudios disponibles abarcan solo el primer año de seguimiento después de la 

laparotomía, mientras que los datos clínicos actuales confirman que la incidencia de la HI crece ~ un 60% entre 

el 1er y el 3er año después de la intervención (324), lo que implicaría la necesidad de desarrollar más estudios 

longitudinales, a su vez complicados de planificar y de llevar a cabo.  

Teniendo en mente una potencial “biología de la hernia” (9), aquí hemos intentado identificar (nuevas) 

claves celulares y moleculares con un papel potencial en la patogénesis de la HI, que en un futuro pudieran ser 

útiles para nuevos enfoques preventivos y terapéuticos. Para ello hemos evaluado simultáneamente muestras 

de tejido y muestras de cultivos primarios de fibroblastos derivados todos de biopsias peroperatorias de fascia 

y de músculo esquelético abdominales de pacientes con HI y pacientes control, adecuadamente apareados 

para los valores de edad, sexo y principales comorbilidades. Este tipo de enfoque integral, que engloba 

simultáneamente el análisis tisular y celular en los dos tejidos principales de la pared del abdomen, es 

totalmente nuevo en la literatura de la HI.  

Nuestros resultados confirman que, efectivamente, ambos tejidos se encuentran alterados y que 

(probablemente) se influyen mutuamente, coparticipando en la progresión y tal vez en el mismo inicio del 

trastorno miofascial descrito para la enfermedad. Destaca que tanto en la fascia como en el músculo 

esquelético de la HI se observaron alteraciones estructurales y morfológicas, sutiles pero transcendentes, y 

también cambios cualitativos y cuantitativos en diversos parámetros de la MEC (como por ejemplo en los 

perfiles de expresión del núcleo proteico de varios proteoglicanos analizados por reacción de RT-PCR, y 

también al nivel de proteína para versicano en el músculo esquelético). En su conjunto, los datos sugieren un 

estado más de tipo degenerativo en la fascia, sin presencia de infiltrados inflamatorios, y uno de tipo 
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degenerativo/regenerativo en el músculo esquelético, con presencia de un leve infiltrado inflamatorio y otras 

alteraciones compatibles con un estado de inflamación crónica de baja intensidad. Destaca especialmente la 

presencia en ambos tejidos de indicios de activación de mecanismos de muerte celular por apoptosis y 

autofagia (ésta analizada solo en las muestras de fascia) hasta ahora desconocidos. También, al nivel del 

músculo se observaron cambios en la tipificación muscular y en la expresión de varias isoformas de las cadenas 

pesadas de la miosina (MyHC) que podrían afectar a las propiedades del músculo y, en definitiva a la propia 

patología, y que tampoco habían sido descritas con anterioridad. 

Además, los fibroblastos de pacientes con HI mostraron un fenotipo consistente durante varios pases in 

vitro, caracterizado por unos niveles de proliferación y de migración celulares aumentados, una adhesión 

disminuida, y  alteraciones diversas en el citoesqueleto y las adhesiones focales, en comparación con los 

fibroblastos control. A su vez, los fibroblastos de HI mostraron alteraciones morfológicas y ultraestructurales 

compatibles con procesos autofágicos o de disfunción lisosomal (estudiados solo en los FHIs derivados de 

fascia), junto a una sensibilidad incrementada a estímulos pro-apoptóticos y signos compatibles con fragilidad 

celular.  

Finalmente, destaca también que los fibroblastos de pacientes con HI son más sensibles a cambios en los 

valores de rigidez/elasticidad de las superficies del sustrato donde se incuban, siendo más proclives a la 

apoptosis en sustratos de baja rigidez, y mostrando alteraciones diversas que afectan a la morfología, el 

citoesqueleto y las adhesiones focales y a la proliferación celular, de manera más marcada que los fibroblastos 

control.  

En su conjunto, nuestra investigación pone de manifiesto que las posibles agresiones a la fascia debidas 

tanto a la incisión y a la técnica quirúrgica, como a las características intrínsecas y comorbilidades del paciente, 

convergen en el microentorno del tejido y especialmente en el fibroblasto y la MEC local, y avalan la hipótesis 

de una teórica y potencial biología de la hernia HI. En el caso del músculo esquelético, y especialmente debido 

a su composición heterogénea celular, si bien también hemos obtenido resultandos interesantes y que 

demuestran alteraciones relevantes, estructurales y moleculares, deberíamos aún profundizar más en la 

relación fibroblasto del tejido conectivo, célula inflamatoria y miofibras, para poder definir mejor la posible 

contribución de cada componente a la patología.  

A nuestro parecer, el principal valor del trabajo reside en la utilización de muestras humanas (tejidos y 

cultivos primarios de fibroblastos), en el enfoque integral (tisular, celular en dos tejidos) y en la obtención de 

resultados no descritos hasta ahora, compatibles con una biología de la hernia y con potencial para ser 

estudiados en un futuro al nivel mecanicista (ayuda a establecer nuevas bases para una investigación celular y 

molecular, apuntando a posibles mecanismos biológicos operantes en la enfermedad). Entre las limitaciones 

principales, las propias de los de tipo observacional y la necesidad de limitar el estudio a un subgrupo de 
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pacientes, evitando aquellos que presentan excesivas comorbilidades o factores de riesgo (i.e., obesidad, 

diabetes, o enfermedades inflamatorias intestinales), quedando a la espera de futuras investigaciones que 

habrán de permitir una nueva sub-clasificación de pacientes. En este sentido, en continuidad con estos 

resultados y para poder seguir avanzando en esta dirección, actualmente en nuestro laboratorio del GRCG-

VHIR, en el marco de un proyecto financiado por el ISCIII (PI13/00301), se está llevando a cabo el proyecto: 

“Bases moleculares de la hernia incisional: de la transcriptómica a la clasificación de pacientes para un enfoque 

personalizado de la enfermedad”. En un futuro, los posibles resultados que se puedan derivar de este trabajo 

podrían facilitar nuevas estratificaciones de pacientes para avanzar hacia una medicina de precisión más 

eficiente.  

 

 

CARACTERIZACIÓN DE MUESTRAS DE FASCIA ABDOMINAL DE PACIENTES CON HI Y CONTROL 

 

6.1 Alteraciones degenerativas en la fascia de pacientes con HI 

En una primera etapa analizamos los cambios específicos de la fascia de pacientes con HI. Una parte 

importante de estos resultados ha sido ya publicada [Díaz R et al., doi: 10.1016/j.ajpath.2011.02.044, artículo 

en portada](294). 

 

Como hallazgos más relevantes, el estudio en muestras de tejido mostró una pérdida de celularidad 

(fibroblastos) y la presencia de una degradación-desestructuración de la MEC en la fascia de la HI, 

acompañadas de una ausencia remarcable de infiltrado inflamatorio, y de un perfil específico de la expresión 

génica del núcleo proteico de algunos proteoglicanos (PGs). Las señales que inducen esta pérdida celular son 

desconocidas. Estudios previos han demostrado alteraciones en la degradación y también una formación 

defectuosa de nuevas proteínas sintetizadas (aunque principalmente en muestras de hernia inguinal (2; 9) (28) 

(236), que pueden influenciar cambios cuantitativos en el microentorno de la fascia. La intensa tinción de azul 

alcián en la HI apuntaría también a cambios cualitativos, como un incremento en el depósito de GAGs en la 

MEC, que podrían instigar una señalización pro-inflamatoria prolongada o cambios en la propia actividad 

degradativa en los tejidos de HI.    

6.1.1 Los proteoglicanos como posibles nuevos candidatos a biomarcadores para la HI 

El análisis de la expresión génica por reacción de RT-PCR demostró un perfil específico de la expresión del 

núcleo proteico de los PGs evaluados en la fascia de pacientes con HI. Como hemos podido ver, el análisis 

posterior de estos resultados mediante análisis de componentes principales (PCA) permitió evidenciar la 

segregación de los dos grupos de estudio (pacientes con HI y control), lo que sugiere que realmente podrían 

tener una capacidad potencial para ser utilizados como marcadores biológicos del estado de la fascia, con una 

eventual aplicación diagnóstica y tal vez con valor pronóstico de la enfermedad.  
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Es bien conocido que los versicanos (condroitin-sulfatos extracelulares) y sindecanos (heparan-sulfatos de 

membrana), tienen funciones en la adhesión celular, migración, proliferación, y señalización, las cuales 

intervienen en los procesos de reparación, morfogénesis, angiogénesis y desarrollo tumoral (325; 311; 297). La 

intensa tinción de azul alcián y la sobre-expresión génica de diversas isoformas de PGs (i.e., sindecanos -2, -3 y -

4, versicanos 0, -2 y -3), sugieren una deposición característica los mismos que en última instancia podría 

contribuir no solo a modificar las características de la MEC (i.e., modificando sus propiedades mecánicas) sino 

también el propio fenotipo de los fibroblastos locales. A favor de esta observación, remarcar que los versicanos 

están relacionados con todo tipo de eventos celulares (i.e., proliferación, migración, apoptosis), procesos 

inflamatorios, pero también regenerativos y de remodelación en diferentes lesiones, estando asociados a 

diferentes patologías (cómo el cáncer), cuando se produce una desregulación de su expresión. Cerca de la 

superficie celular interaccionan con diversos componentes de la MEC (incluyendo la fibronectina y la fibrilina) 

creando un especie de biopolímero mecánicamente activo que regula el fenotipo y función de las células. De 

forma notable, es capaz de colaborar en la modificación de las características de rigidez de la MEC, e incluso ser 

un reservorio de citoquinas para regular en el tiempo el fenotipo celular (311) (325) . 

 

Los versicanos sobre-expresados a nivel génico en la fascia de HI fueron la isoformas V0, V2 y V3. El V0 se 

expresa de forma primordial en tejido embrionario y es menos abundante en tejidos adultos y el V2 es 

característico del sistema nervioso central, aunque también se ha encontrado en otros tejidos. El más 

desconocido es el V3, el cual se ha encontrado expresado al nivel de ARNm en diversos tejidos, pero pocos 

estudios han podido identificar la proteína nativa (sí que ha podido ser identificado en condiciones 

experimentales al ser sobre-expresado, (311). Respecto a la implicación en diferentes patologías, el V0 se ha 

implicado en procesos inflamatorios y tumorales, conjuntamente con V1 (regulando la migración, proliferación 

y adhesión) (311) (326), y el V2 en procesos de regeneración del sistema nervioso central (y en algún estudio in 

vitro con propiedades anti-proliferativas) (296) . El V3 se diferencia del resto de versicanos por la falta de 

dominios de unión a GAGs, y se le han atribuido funciones biológicas antagónicas a los V0 y V1, como es el caso 

de las posibles funciones anti-proliferativas en modelos in vitro de células tumorales (296) . En otros estudios in 

vitro, en cambio, se indica que su expresión recupera la proliferación en fibroblastos (327), provocando una 

menor adherencia y proliferación en las células musculares lisas de las arterias (ASMCs) (328). También se ha 

descrito en modelos animales e in vitro que la expresión tiene un efecto anti-inflamatorio, ya que reduce la 

adhesión y la invasión de los monocitos. Esto lo consigue modificando la MEC, incrementando la síntesis de 

fibras elásticas (y la eliminación del hialurano), y la reducción de la molécula de adhesión pro-inflamatoria 

VCAM1 (311). Otra característica importante del V3 es que puede resistir la acción proteolítica por parte de 

MMPs y ADAMTS, ejerciendo un efecto dominante sobre el resto de PGs los cuales sí que se ven regulados por 

su acción (328). Un hecho importante, es que no observamos la sobreexpresión de la isoforma V1 -la más 

abundante en los tejidos adultos- que está más pronunciadamente regulada en procesos de reparación-

remodelación en diferentes lesiones y patologías  (311). 
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Respecto a los sindecanos nuestros resultados muestran un fuerte sobre-expresión génica significativa del 

núcleo proteico de las isoformas de sindecanos -3 y -4, y una tendencia al alza del sindecano-2. El sindecano-1 

se expresa en células endoteliales, monocitos y fibroblastos; el sindecano-2 en células mesenquimales; el 

sindecano-3 en el SNC y en las células endoteliales y células sinoviales de articulaciones con artritis reumatoide; 

y el sindecano-4- se encuentra de forma ubicua, pero a niveles bajos (329). Todos ellos están implicados en la 

respuesta inflamatoria frente a un trauma y actúan de forma secuencial. El sindecano-1, en el que no 

observamos diferencias, se asocia a la primera fase de infiltración de células inflamatorias coincidente con el 

inicio de la reparación. Cuando se forma el tejido de granulación y en la fase de remodelación comienzan a co-

expresarse el sindecano-2 (330) y el sindecano-4 (331). La actividad de los sindecanos se realiza en parte a 

través a los heparan-sulfatos conjugados en su dominio extracelular, que interaccionan, entre otros, con la 

MEC, citoquinas, factores de crecimiento y enzimas. A pesar de carecer de actividad enzimática, su dominio 

citoplasmático se asocia con fosfolípidos y quinasas, implicados de forma importante en la migración y en la 

interacción entre la MEC y el citoesqueleto celular (329) (332).  

 

La no sobre-expresión del sindecano-1, característico de heridas agudas, y la sobre-expresión de las isoformas 

de sindecanos -2 y -4, y especialmente del sindecano-3, relacionado con patologías inflamatoria crónica, 

conjuntamente con el patrón de expresión génica encontrado para los versicanos podría apuntar a que el 

desarrollo de la HI es compatible con un estado de inflamación crónica de baja intensidad (chronic low grade 

inflammation).  

 

Finalmente destacar que, interesantemente en una Tesis Doctoral realizada previamente en nuestro grupo [J 

Guillem: http://hdl.handle.net/10803/117381], en la que se validaron análisis de expresión génica por biochips, 

se encontró que el PG agrecano se encontraba infra-expresado tanto al nivel de ARNm como proteico, en 

cultivos primarios de fibroblastos de fascia y del TCI del músculo esquelético de IH. El agrecano, unido al ácido 

hialurónico, permite la resistencia mecánica a la MEC, a la vez que le otorga flexibilidad y limita su erosión (254). 

Por lo tanto su infra-expresión sugeriría que podría poner en peligro la estabilidad del tejido in vivo. En este 

análisis de biochip, también se identificaron genes relacionados con la progresión del ciclo celular alterados de 

forma específica en los fibroblastos de fascia (los resultados están pendientes de publicación).  

 

 

6.1.2 El estado degenerativo de la fascia podría estar asociado a mecanismos activos implicados en la muerte 

celular por apoptosis 

 
Un aspecto interesante y novedoso de este estudio ha sido también la identificación de señales sugestivas 

de apoptosis y de autofagia en las muestras de fascia de HI, las cuales pueden conducir a la auto-destrucción 

del fibroblasto, sin un incremento compensatorio en los niveles de proliferación celular (207; 333). La 

observación de unos índices de TUNEL aumentados, conjuntamente con la activación de la caspasa-3 y de su 

firma asociada de fragmentación de sus sustratos, es compatible con la inducción de muerte celular por 

apoptosis. Respecto a la proliferación celular, el índice de PCNA (anti-antígeno nuclear de proliferación celular) 

http://hdl.handle.net/10803/117381
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fue también más elevado en la fascia de la HI. Sin embargo, los niveles de Ki-67 (un marcador de células que 

proliferan de manera activa) (334), fueron bajos y similares para ambos grupos. Este aparente desacuerdo 

entre los dos índices, se podría explicar debido a que el PCNA es necesario, no solo para la replicación del DNA, 

sino también para su reparación (260). En su conjunto, estos resultados son compatibles con procesos 

relacionados con el daño celular y del DNA y correlacionarían con los cambios histológicos encontrados. Se 

necesitan aún más estudios en términos génicos y moleculares para, en un futuro, poder diseccionar estos 

aspectos.    

 

La fragmentación observada en los componentes del citoesqueleto advierten de un proceso dinámico de 

desestabilización celular, que finalmente desembocaría en el funcionamiento anómalo de los fibroblastos 

locales y conduciría a la atrofia de la fascia (335). En particular, destacamos un incremento en la proteólisis de 

vimentina acompañada de un aumento de su fracción soluble y fosforilada (un indicador del desmantelamiento 

de los filamentos de vimentina) en los homogeneizados tisulares de la fascia de HI (320). La vimentina es el 

principal filamento intermedio,  característico de los fibroblastos. Cómo tal, sirve de soporte estructural para 

orgánulos y una miríada de moléculas de señalización, pudiendo modular la respuesta a señales pro-

apoptóticas específicas (336). Se ha descrito también in vitro en diversos modelos celulares (NIH3T3, hMSC y  

HUVEC) que el incremento de la rigidez del sustrato de cultivo producía un incremento de la fracción de la 

vimentina fosforilada hasta una rigidez de 10kPa, a partir de esta rigidez disminuía esta fracción (337). Esta 

fosforilación estaría mediada en parte por el reclutamiento de las integrinas en las adhesiones focales que 

activaran las quinasas ROCK (Rho associated protein kinase) y PAK (p-21 activated kinase), que finalmente 

fosforilarían la vimentina (337). En el caso de la fascia de los pacientes no afectados por la HI, la rigidez teórica 

se encuentra más allá de los 10kPa (338) , de este modo la presencia más abundante de la fracción soluble-

fosforilada podría indicar una rigidez inferior patológica, que afectaría a la integridad del citoesqueleto de 

vimentina y a la capacidad de resistir tensiones  externas. En el mismo sentido, y de forma interesante, la 

caspasa-3 puede actuar sobre la fosforilación de la vimentina directamente, ya que  tienen como sustrato la 

Rho quinasa 1 (ROCK1) que fosforila el domino head de la vimentina. La caspasa-3 actúa sobre la unidad 

reguladora de ROCK1, suprimiéndola, haciendo la actividad fosforilativa de la ROCK1 constitutiva, 

incrementando la fosforilación de los filamentos de vimentina provocando su despolarización, y a su vez ser 

más accesible a los enzimas proteolíticos (322).  

 

De igual manera la proteólisis de α-fodrina se considera una característica molecular de la apoptosis, 

desestabilizando la membrana y ocasionando la retracción del perímetro celular (339). Por último PARP-1 es un 

enzima nuclear que participa, mediante la ADP-ribosilación, en la reparación del DNA y la muerte celular, 

dependiendo de la intensidad del daño celular, promoviendo la expresión de agentes pro-inflamatorios. PARP-1 

actúa como un sistema endógeno que detecta la rotura del ADN, uniéndose al él y formando polímeros de 

ADP-ribosa unidos a las proteínas asociadas a la cromatina, incluida la misma PARP-1. Esto permite un mejor 

acceso a los enzimas de reparación del ADN (340). Un hecho a destacar, es que la actividad de PARP-1 necesita 

como sustrato NAD+, que en situaciones extremas, conduce a la depleción del NADP y ATP que participan en las 
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vías metabólicas de suministro. Una acción para prevenir esta depleción, es la actuación proteolítica de las 

caspasas sobre el PARP-1. Esta depleción, conjuntamente con la capacidad de inducir la translocación del factor 

apoptosis-inducing factor (AIF) desde la mitocondria al núcleo (causando la condensación y su fragmentación) 

determina como el PARP-1 genera la muerte celular. Así, el estado redox-energético de la célula parece jugar 

un papel importante en el sistema gestionado por PARP (341). Situaciones de estrés metabólico, celular y de 

inflamación, donde la generación de ROS, depleción energética y secreción de citoquinas promuevan el estado 

redox-energético desfavorable, y que en la fascia HI se ha indicado como posibles (9) (121) (342), ayudarían a la 

degeneración del tejido. De forma interesante, este tipo de estrés (redox-energético) se ha sido asociado, entre 

otros, a procesos autofágicos (303). 

 

 

6.1.3 La autofagia como posible co-inductor de la muerte celular en la fascia de pacientes con HI 

Otro aspecto interesante ha sido encontrar evidencias de que en la fascia de la HI pueden estar también 

activados mecanismos de autofagia, a juzgar por una relación incrementada de LC3 II/LC3I, y de LC·3-II en la 

sub-fracción de membranas, coincidente con en el análisis de la ultraestructura de celular de los fibroblastos en 

cultivo, donde se observaron abundantes vacuolas autofágicas y otras estructuras similares a los 

autofagolisosomas en los fibroblastos de la HI. Ambos resultados podrían evidenciar procesos autofágicos in 

vivo, pudiendo alterar el fenotipo de los FHIs y las propiedades del tejido. En este sentido, recientemente se ha 

descrito la relación entre el estrés del retículo endoplasmático (estrés RE), la autofagia, y la muerte celular (303) 

(343). Dentro del RE se produce el plegado (folding), la modificación post-traduccional, y la revisión de las 

nuevas proteínas sintetizadas. Las proteínas con plegamiento defectuoso (misfolding) son ubiquitinizadas y 

retro-translocadas por chaperonas al citosol donde son degradadas por los proteosomas,  la llamada 

degradación asociada al RE (endoplasmic reticulum-associated degradation). Si la capacidad de este sistema se 

ve sobrepasada, tanto por un exceso de las proteínas que presentan alteraciones en su plegamiento, como por 

una deficiente eliminación, aparece el estrés del RE. Entre los diferentes causantes  se encuentra las 

alteraciones en el equilibrio redox debidas a la hipoxia, agentes oxidantes (ROS) o agentes reductores, la 

hipoglucemia (inhibiendo la glicosilación) y las alteraciones en el flujo de Ca2+ (inhibición de las chaperonas 

calcio-dependientes que se encargan del plegamiento de las proteínas). Llegados a este punto se produce la 

respuesta frente a las proteínas no plegadas o unfolded protein response (UPR), que genera una respuesta 

específica de 3 vías implicadas: la de la protein kinase-like endoplasmic reticulum kinase (PERK), la de la inositol-

requiring transmembrane kinase y endonuclease 1a (IRE1a); y la activación del factor de transcripción activador 

6 (ATF6; Activating transcription factor 6). El resultado final es la inhibición de la síntesis de nuevas proteínas y 

el incremento de chaperonas del ER, con el objetivo de eliminar las proteínas aberrantes. Si a pesar de la 

activación de la UPR, a la célula no le es posible superar el estrés RE, la autofagia puede ser activada como 

mecanismo de supervivencia. Si incluso con este sistema, no es posible resolver  el estrés ER, la célula entra en 

apoptosis mediante la transcripción de factores como ATF4 (Activating transcription factor 4) y CHOPS (the 

transcription factor C/EBP homologous protein) (303) (343).  
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El sistema de degradación proteolítica asociada al RE, la respuesta UPR, y por extensión la autofagia, son 

mecanismos de protección frente a situaciones de estrés que generan un cúmulo de proteínas no funcionales 

erróneamente plegadas. Observando los resultados en los FHIs y el tejido de la fascia HI, nos podría sugerir que 

los fibroblastos de la fascia HI han sido sometidos a un estrés continuo que ha podido generar esta respuesta 

de supervivencia.  Este estrés puede haber sido causado por condiciones diversas (i.e., hipoxia, ROS, 

malnutrición y/o la acción de citoquinas inflamatorias), desde el momento post-quirúrgico, y durante el tiempo 

posterior, o incluso, de forma más interesante, podríamos elaborar la hipótesis que este estado autofágico 

fuese previo a la intervención, condicionando y comprometiendo la reparación de la pared abdominal. Uno de 

estos estímulos podría ser la sobre-expresión proteica del TNFα observado en la fascia HI (28). De hecho en 

fibroblastos humanos sinoviales provenientes de pacientes de artritis reumatoide se ha observado que la 

estimulación mediante TNFα in vitro incrementa la respuesta al estrés ER, estimulando la autofagia (344). De 

este modo, se podría comprender y sintetizar, como gran parte los factores generales asociados a la patología 

de la HI actuarían en un punto común focalizado en el fibroblasto. Además, esta hipótesis se podría extender 

aquel subgrupo de pacientes en la que no se explica la aparición de la HI por deficiencias en la técnica 

quirúrgica o complicaciones asociadas. Evidentemente queda por elucidar el estímulo inicial o factores que 

desencadena el proceso herniario a nivel molecular. A pesar de esto, la implicación de la autofagia en la 

degeneración de la fascia, ayudarían a señalar de forma principal el estado inicial del fibroblasto, sometido a un 

posible estrés RE. 

 

 

6.1.4 El fibroblasto HI  como posible inductor de la degeneración de la fascia HI 

Además, los cultivos primarios de los fibroblastos primarios de HI -obtenidos a partir de las biopsias de 

tejido- presentaban cambios morfológicos y funcionales que no habían sido descritos previamente y que 

podrían tener implicaciones diagnósticas Aparte de las diferencias morfológicas (tamaño más pequeño) y 

funcionales (proliferación y migración aumentadas, un descenso en la fuerza de adhesión, en paralelo con una 

red citoesquelética alterada, menos fibras de estrés positivas para α-SMA, y unos contactos focales más 

pequeños) observadas en los FHIs, quizás lo más destacable fue la fragilidad celular, la labilidad superior frente 

a estímulos pro-apoptóticos y las características compatibles con procesos autofágicos/lisosomales 

comprometidos, y que ya hemos ido comentando. Los resultados sugieren que la posible degeneración del 

tejido y el fenotipo del FHIs, estarían alterando las propiedades biomecánicas de la fascia, y en última instancia 

promoviendo la HI (de hecho, la desestructuración tanto de la fascia como también la del músculo en la HI, 

quedó  de manifiesto de forma indirecta desde el primer momento con la mayor facilidad de obtener cultivos 

de fibroblastos primarios de las biopsias). 

 

La MEC en la se encuentra inmerso en fibroblasto regula su fenotipo y su actividad. Una excesiva 

remodelación de la MEC puede resultar en una inflamación crónica. En esta inflamación crónica siempre se 

había focalizado sobre las células del sistema inmune, espacialmente de la respuesta adaptativa, denostando el 

papel de los fibroblastos. Esta función secundaria del fibroblasto ha ido cambiando durante esta última década, 
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recopilándose nuevas evidencias en las que los fibroblastos -representantes de la inmunidad innata- podrían 

influir en los procesos de remodelación patológicos de cierta forma autónoma. Unos de los mecanismos por el 

que los fibroblastos serían los actores principales en los procesos inflamatorios sería a través de los receptores 

toll-like receptors (TLRs). 

 

Los resultados observados en la degeneración de la fascia, indicarían que probablemente existe una generación 

de fragmentos provenientes de la MEC y de las células del tejido dañado. En este sentido, los TLRs están 

implicados en el reconocimiento de patrones de moléculas (ej. agentes infeccioso, fragmentos de 

macromoléculas), y han sido revelados como el punto de conexión entre la remodelación fallida y la MEC (345). 

La MEC genera una multitud de fragmentos endógenos durante el proceso de trauma de forma específica o 

DAMPs (damage-associated molecular patterns), procedentes, entre otros, del versicano, biglicano, hialurano y 

heparan-sulfatos. Estos DAMPs interaccionan con receptores TLR2 de los fibroblastos (de diferente origen), 

induciendo la producción de MMPs, y remarcablemente, de citoquinas pro-inflamatorias que crearían un bucle 

de retroalimentación positivo, activando a los fibroblastos a remodelar-degradar más MEC, que a vez activarían 

a otros vía TLRs (345-346; 200; 201). 

 

La inducción de la producción de  citoquinas podría a su vez, y por tanto, modificar el fenotipo del fibroblasto. 

En un estudio en nuestro grupo, en la fascia de pacientes con HI, se describió un aumento de las actividades de 

MMP-3 y MMP-9 y de la expresión proteica del MMP-1, concomitante con un incremento de la expresión del 

TNFα soluble y una disminución de TIMP-3 a nivel proteico, inhibidor de ADAM-17 (TACE) (activador de TNFα) 

(28). La acción de estas MMPs abarca tanto componentes fibrilares, como componentes del estroma, siendo 

inducida su expresión por el TNFα en los fibroblastos (347). El TNFα a pesar de tener un efecto pro-fibrótico en 

la activación de los fibroblastos y su reclutamiento en las primeras fases de la repuesta inmune (348) , tiene 

también un efecto anti-fibrótico a través de la supresión de la señal del TGFβ, interfiriendo en la señal de los 

factores de transcripción SMAD, y suprimiendo el fenotipo del miofibroblasto (349). Esto podría ser compatible 

con la ausencia de una histología fibrótica, ya que el TNFα la estaría inhibiendo. De forma similar, en la 

tendinosis (tendinopatía degenerativa) se ha observado una degeneración del tejido (muy similar a la histología 

observada en nuestro estudio), con celularidad reducida y sin componente inflamatorio aparente (123). 

Además, recientemente se ha podido observar que los tenocitos (modelo celular similar al fibroblasto en el 

tendón) de tendones con tendinosis ofrecían una expresión proteica incrementada de TNFα, caspasa-3, 

mostrando un incremento de apoptosis celular, sobre todo en células más redondeadas (350). Esta relación 

entre la morfología más redondeada y la apoptosis también fue observada en este estudio. Serán necesarios 

nuevos estudios in vivo e in vitro para poder confirmar esta hipótesis respecto a los TLRs y su implicación en el 

papel autónomo de los FHIs en el proceso degenerativo de la fascia, para poder seguir profundizando en los 

mecanismos moleculares de la patología. 
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CARACTERIZACIÓN DE MUESTRAS DE MÚSCULO ESQUELÉTICO DE PACIENTES CON HI Y CONTROL 

 

6.2 El estado del músculo de la pared abdominal de los pacientes con HI favorecería el desarrollo 

de la HI: posible papel del componente inflamatorio 

 

El músculo de la pared abdominal, rodeado e infiltrado por la fascia (el TCI del endomisio, perimisio y 

epimisio) proporciona la mayor parte de la fuerza de la pared abdominal. Además, un depósito adecuado de 

MEC es crucial para la reparación eficiente después de una agresión o trauma (9; 66; 41) , ya que la MEC que 

rodea al músculo esquelético juega un papel importante en el mantenimiento de la estructura y refuerza la 

función contráctil muscular. Además, la MEC y como ya hemos citado anteriormente, secuestra y presenta 

factores diversos a las fibras, como HGF, FGF, etc., y otras señales a las fibras diferenciadas a través de 

complejos de distroglicanos y sarcoglicanos. Diversos mecanismos se han propuesto para la regulación 

fisiológica de las miofibrillas por parte de la MEC. Entre los posibles mecanismos se han indicado la 

mecanotransducción, la composición-conformación espacial de la MEC, y como citamos anteriormente la 

capacidad de regular la función de las citoquinas y factores de crecimiento, mediante la unión-liberación a la 

MEC (41) (351). Recientemente un trabajo ha recopilado la bibliografía entorno a la disfunción mecánica de los 

pacientes que han sido sometidos a la reparación de la HI (308). Sin embargo no existen estudios entorno a la 

estructura-características del músculo, ni del TCI, de los pacientes afectados por la HI a nivel histológico, 

molecular y/o celular. Teniendo en consideración lo descrito, pensamos que sería crucial  analizar las 

características del músculo HI con el objetivo de observar si su estado afectaría al desarrollo de la patología. 

 

Nuestros resultados indican que en el músculo esquelético de la pared abdominal, se observaron fenómenos 

compatibles con procesos de degeneración-regeneración, que de forma neta provocaban una 

desestructuración del tejido. Así, el músculo de la HI mostró de forma aislada focos característicos 

inflamatorios, con presencia de hipercelularidad, fibrosis endomisial -con deposición de colágeno 

desorganizada (de colágeno IV de forma significativa), y una tinción incrementada de azul alcián-, con presencia 

de miofibras necróticas y regenerativas (52), sin observarse la presencia de miofibroblastos.  

En el componente inflamatorio se identificaron linfocitos de tipo B y T (tanto CD4 como CD8), macrófagos, y 

neutrófilos. Estos últimos podrían denotar que el proceso de agresión al músculo es constante, provocando 

lesiones continuas, ya que son los primeros a acceder al tejido cuando se ocasiona un trauma. La descripción 

del tejido del músculo coincide con los efectos deletéreos que provocarían la expresión proteica incrementada 

de TNFα e IL-6 que se observó previamente en el músculo de HI en un estudio de nuestro grupo (28). Así 

mismo, la descripción degenerativa-regenerativa, coincidiría con una exposición crónica a las dos citoquinas. 

Ambas citoquinas pueden ser expresadas y secretadas por células inflamatorias, musculares y fibroblastos, con 

lo que el origen de cada una de ellas debería ser establecido de forma más precisa para poder indicar quien es 

el mayor productor. En este estudio previo, el músculo de HI tuvo unos niveles de expresión proteica más 

elevados de TNFα y, sobre todo, de IL-6, respecto a la fascia de la HI. Teniendo en cuenta que el músculo es un 
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tejido más dinámico respecto a la síntesis proteica y a la capacidad regeneradora, este incremento más elevado 

en el TNFα e IL6 sería una característica propia del músculo, indicando posiblemente el doble papel de estas 

dos citoquinas en el metabolismo-regeneración muscular y al mismo tiempo en su atrofia-degeneración. 

Esta apariencia de un músculo post-traumático, con fenómenos degenerativos y regenerativos, quedo también 

reflejado por los indicadores de TUNEL, PCNA y Bcl-2, en donde al igual que la fascia HI, el músculo HI 

presentaba una apoptosis celular incrementada, intentando ser compensada por mecanismos de reparación 

del DNA (PCNA), y una leve presencia anti-apoptótica (Bcl-2) (261). Del mismo modo, otros marcadores de 

regeneración muscular (como los factores de regulación miogénicos MyoD y miogenina) también resultaron 

estar incrementados (al nivel de expresión proteica) en muestras de músculo de HI. Este aparente proceso 

dinámico degenerativo-regenerativo, también se puso de manifiesto en la activación de la caspasa-3 y en la 

fragmentación de sus sustratos (desmina, vimentina, y PARP).  

En este caso la interpretación de la acción proteolítica de la caspasa-3 es más compleja que en la fascia, ya que 

ésta representa un modelo más sencillo de estudio donde el fibroblasto es el tipo celular predominante. En el 

músculo tendríamos dos tipos celulares predominantes, la célula muscular y los fibroblastos del TCI (41). Si bien, 

podemos asumir que existe una acción pro-apoptótica en el músculo de forma general, en el músculo también 

se ha descrito que la acción de la caspasa-3 puede participar en los procesos de reparación y de regeneración 

muscular (352; 353). La activación de la caspasa-3, con la expresión incrementada en paralelo de los factores 

de regeneración miogénicos sugiere que participa, en parte, en el  proceso regenerativo del músculo. El efecto 

pro-apoptótico de la caspasa-3 la vemos reflejada en la acción proteolítica sobre los filamentos intermedios de 

la fibra muscular, desmina, y sobre el del fibroblasto, vimentina. La proteólisis de la vimentina –indicador de la 

apoptosis de los fibroblastos del TCI-, se corroboró con los índices de TUNEL y PCNA, que al igual que en la 

fascia HI, fueron más altos que en los HI. Ambos tejidos conectivos, la fascia y el TCI, estarían afectados por el 

proceso degenerativo de la HI de igual forma.  

Una hipótesis que surge de esta posible capacidad de producción de las citoquinas por parte del músculo, es 

que el músculo actuase como una fuente generadora de citoquinas (354) (355) que afectase por proximidad al 

TCI (y a la fascia), y que a su vez alterado, afectase en forma de retroalimentación negativa al mismo músculo, 

perpetuando la patología (58). En esta hipótesis, no queda claro si el primero en dañarse fue el músculo o el 

tejido conectivo, o los dos al mismo tiempo. Elucidar esto, nos retraería a los primeros momentos post-

quirúrgicos. Ambos eventos, la  presencia de componente inflamatorio y la secreción de citoquinas, podría ser 

compatible con una patología crónica de baja intensidad que provocaría el debilitamiento del músculo durante 

el transcurso de la patología.  
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6.2.1 El debilitamiento del musculo podría ser debido a la conmutación detectada en los tipos de fibras 

musculares 

 

A pesar de los defectos, los cambios degenerativos-regenerativos del músculo se presentaron de forma 

focalizada, no pareciendo provocar un debilitamiento general. Es bien conocido que existe un subgrupo de 

enfermedades musculares crónicas conocidas como miositis o enfermedades inflamatorias musculares. Al nivel 

fenotípico, las miositis se caracterizan por una debilidad muscular, poca resistencia a la fatiga, y unos niveles de 

regeneración muscular mantenidos en el tiempo. También, en el músculo de las muestras con miositis se 

observa la presencia de infiltrados inflamatorios compuestos principalmente de macrófagos, de células de tipo 

T y células dendríticas, paralelamente con una pérdida mediada por mecanismos inmunológicos de fibras 

musculares, hipoxia y una incapacidad para resolver los problemas de regeneración de una manera eficiente 

(356). Aunque pobremente caracterizado, destaca en estos trastornos la pre-existencia de macrófagos  pro-

inflamatorios, de tipo M1 y citoquinas asociadas, como el TNF-α, y una incapacidad aparente para cambiar a 

macrófagos del tipo anti-inflamatorio o M2. Poco conocidas al nivel fundamental y por tanto con dificultades 

para su tratamiento por la falta y/o presencia de efectos secundarios al ser tratadas con antiinflamatorios, etc., 

la miositis son un modelo importante a seguir y que puede ayudarnos a comprender el papel complejo de las 

células inflamatorias y la presencia de citoquinas a la hora de orquestar una reparación muscular normal o 

aberrante. En el caso de este tipo de patología y en la enfermedad de la obstrucción pulmonar crónica (COPD) 

se ha observado que existe una disminución de las fibras de tipo I, correlacionada con fenómenos de hipoxia e 

hipoxemia, respectivamente (356-358). Creemos que estos mecanismos también podrían intervenir en 

debilitamiento del músculo HI, colaborando con el de la fascia de HI degradada, favoreciendo conjuntamente el 

proceso de la HI.  

 

Más en concreto, demostramos que en el músculo de la HI se produjo una disminución de la isoformas de tipo I 

de la MyHC (cadena pesada de la miosina), concomitante con un aumento de las de las isoformas de tipo IIx. 

Este cambio de isoformas de las MyHC -y por extensión de la proporción de tipos de fibras- altera la 

composición en el músculo y sus propiedades fisiológicas. En el músculo esquelético encontramos fibras de tipo 

I, de contracción lenta y oxidativas (pueden mantener la tensión durante un tiempo prolongado y presentan 

resistencia a la fatiga), fibras de tipo IIa, de contracción rápida y glucolíticas (son más resistentes e irrigadas que 

las de tipo IIx; pueden mantener niveles de tensión elevados durante bastante tiempo), y fibras de tipo IIx, de 

contracción rápida y que utilizan P-creatina (generan mucha fuerza pero la pueden mantener durante poco 

tiempo, fatigándose antes que las otras fibras).  

Así pues, la resistencia a la fatiga en contracciones mantenidas (isométricas), es muy superior en las fibras tipo I 

que en las tipo -II, sobre todo en la de tipo -IIx (51) . Siendo el tipo de contracción que realiza el músculo de la 

pared abdominal mayoritariamente isométrica de tipo postural y de contención, el cambio de isoforma de MHC 

que observamos del tipo I hacia el tipo IIx en el músculo HI sugeriría que la capacidad para realizar la funciones 

de contención y para contrarrestar la presión intra-abdominal, se verían comprometidas colaborando con el 
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desarrollo del proceso de la HI. Además el cambio de fibras de tipos I a II se asocia también a la inactividad 

muscular, frecuente en pacientes de miositis, y COPD (357) (358), lo que muy posiblemente ocurra también en 

los de HI.  

Aparte de las posibles causas metabólicas relacionadas con la hipoxia, y de conducta del paciente, que 

promueven la debilidad del músculo mediante el cambio de tipos de fibras, la presencia del componente 

inflamatorio observado en el músculo HI, parecería sugerir un papel significativo en el debilitamiento o fatiga 

crónica, descrito en otras alteraciones patológicas musculares (356), como la caquexia. La caquexia es un 

complejo síndrome metabólico asociado a patologías crónicas o terminales caracterizadas por la pérdida de 

masa muscular, con o sin pérdida de tejido adiposo (359). En la caquexia el debilitamiento muscular no es 

posible atribuirlo totalmente a la pérdida de masa muscular. De hecho experimentos con ratones transgénicos 

que expresaban de forma cardio-específica TNFα, presentando unos niveles de TNFα moderados, mostraban 

un fenotipo e histología no diferenciable de los ratones control. Sin embargo, al estudiar la fuerza específica 

(fuerza/área muscular), estas mostraban una  disminución del 40% en las fibras del diafragma. El resultado 

sugería que antes de aparecer la caquexia y la degeneración del músculo, aparecería el debilitamiento 

muscular. Estudios en animales de experimentación indican que el efecto mediaría a través del TNFRI, y que no 

alteraría mecanismos en el transito del calcio, si no se localizarían a nivel de las proteínas de las miofibrillas 

mediante modificaciones post-traduccionales, afectando a la contracción. Este efecto del TNFα parecería 

mediarse por el incremento de la actividad oxidante de los derivados del óxido nítrico (NO) y de los ROS. Se ha 

sugerido que el TNFRI activa alguna de las isoformas de la esfingomielinasa (SMAase), ayudada con las 

proteínas adaptadoras FAN (factor associated with SMAase activation) y RACK1 (receptor for activated C 

kinase), generando ceramida por la hidrólisis de la esfingomielina membranal que mediaría en el incremento 

de la actividad oxidativa. La vía por la que la ceramida actuaría no ha sido descrita de forma precisa, pero se 

sugiere que involucraría la acción de la proteína quinasa C- a la que se une directamente la ceramida- que 

activaría la vía ERK1/2-fosfolipasa A2, que sintetiza ácido araquidónico, necesario para producción de ROS y NO, 

a través de la mitocondria y las NO sintasas constitutivas (isoforma neuronal y endotelial). El efecto sobre la 

fuerza de la contracción de NO y ROS es directo sobre las proteínas de las miofibrillas, pudiendo actuar de 

forma oxidante sobre los grupos sulfhidrilos de las proteínas o en las proteínas que regulan la actividad 

contráctil, fosfatasas y quinasas, alterando el estado redox celular (360) (357). Además, el efecto de la hipoxia 

también induce la expresión del TNFα en el músculo, con lo que a partir de un estado hipóxico se podrían 

generar ROS y NOS, sumándose otra posible causa al debilitamiento muscular (356). 

6.2.2 Los proteoglicanos en el músculo esquelético también se muestran como posibles nuevos candidatos a 

ser marcadores biológicos en la HI 

 

Mediante el análisis de PCA, al igual que en la fascia de HI, el patrón de expresión génica conjunto del 

núcleo proteico de los PGs analizados permitió segregar los dos grupos a estudio, a pesar de tratarse de un 

tejido con composición celular heterogénea. Al igual que en la secreción de citoquinas, la secreción de PGs al 
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espacio extracelular es la suma de la producción conjunta de todos los tipos de células presentes en el músculo. 

Por tanto, el análisis de la expresión génica-proteica, sin efectuar un análisis de la localización, es difícil de 

interpretar. Lo que sí es posible es analizar el resultado total de las diversas expresiones en el medio 

extracelular. De este modo interpretamos los resultados de la expresión PGs extracelulares del biglicano 

(génica) y los versicanos (génica y proteica), mientras que inferimos que la expresión génica de PGs de 

membrana pertenece mayoritariamente a las miofibras, ya son el tipo celular predominante.  

 

De forma notable el biglicano se encontró infra-expresado a nivel de mARN en la HI. Este resultado es 

comparable al descrito en el aneurisma aórtico abdominal, enfermedad crónica de carácter inflamatorio, en la 

que se produce una progresiva degeneración de la pared de la aorta (361). El biglicano (al igual que la decorina) 

participa en la formación-ensamblaje de las fibras de colágeno y en procesos de reparación, siendo su ausencia 

un impedimento para la reparación (362). Esto sugiere que su infra-expresión podría contribuir a un 

debilitamiento de la MEC en el músculo esquelético de la HI.  

Respecto a los versicanos y sindecanos, se conoce poco en relación a la regeneración muscular en humanos. De 

hecho los estudios se han centrado en torno a la miogénesis en modelos in vitro/vivo en animales de 

experimentación. De los resultados obtenidos en estos estudios, de momento, se han intentado extrapolar a la 

regeneración muscular en el individuo adulto, ya que en cierta forma se produce una regresión a la 

organogénesis muscular (363). En nuestro caso, en el músculo de HI observamos la sobre-expresión de la 

isoforma V3 y una infra-expresión de V2, sin detectarse la expresión de V0 y V1, a nivel génico.  

El análisis de la expresión proteica (estudiado solo en el músculo, por tratarse de un estudio posterior al de la 

fascia) ayudó a clarificar algo el balance neto de la expresión del ARNm, demostrando que en los músculos HI 

existía un incremento de la expresión proteica de versicano. De forma sorprendente la sobre-expresión 

proteica se localizó en versicanos de alto peso molecular (V0, V1, V2), no observándose al nivel de V3. Lo que si 

se observó, fueron fragmentos inferiores al peso molecular de V3 (74.2 kDa; proteína core sin GAGs). Las 

divergencias entre la expresión génica y proteica, podrían ser aducidas a un diferente tratamiento del ARNm 

post-transcripcional, o muy posiblemente a que la producción de los versicanos es mayoritariamente debida a 

los componentes del TCI. El incremento de versicanos en la MEC podría indicar el desarrollo de un proceso 

inflamatorio-degenerativo del TCI, como también la posible degeneración-regeneración de las fibras 

musculares. Los versicanos son importantes para la miogénesis del músculo, ya que proporcionan el lecho 

óptimo para proliferación y diferenciación de los mioblastos, modulando el proceso (363). Un proceso crucial 

para esta regulación es la proteólisis de los versicanos mediada por MMPs (1, 2, 3, 7 y  9) y sobre todo por las 

ADAMTS. Por ejemplo, las ADAMTS rompen el enlace peptídico Glu441-Ala442 en la isoforma V1 generando 

fragmentos necesarios para el desarrollo muscular. En estudios in vitro con mioblastos se ha revelado 

determinante la acción de ADAMTS 5 o/y -15 sobre el V1, en la fusión de los mioblastos (que expresan 

miogenina) para formar miotubos multinucleados (364). Por tanto, el patrón de fragmentos de versicanos 
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sugiere que la expresión proteica incrementada es compatible con una proteólisis específica por parte de 

ADAMTS (o con otras MMPs), relacionada con la degeneración-regeneración muscular observada en la 

histología.  

En el caso de los sindecanos, en el músculo HI, se observó la infra-expresión de las isoformas de sindecanos -2 y 

-3 en la HI, no encontrándose la expresión de sindecano 1, característico de la fase pre-natal a nivel génico (60). 

Esto coincide con la infra-expresión génica generalizada de los sindecanos descrita en células satélites activadas 

in vivo en modelos animales, en la miogénesis y en el trauma inducido (60). La regulación de la expresión de los 

sindecanos es vital para la diferenciación miogénica, ya que se asocian a receptores de factores de crecimiento 

como el del HGF y FGF, regulando la trans-señalización (58). 

Adicionalmente también el colágeno tipo IV exhibió una expresión incrementada en el músculo HI, que 

coincidió con la inmunohistoquímica del tejido, restringido mayoritariamente a la lámina basal de las miofibras. 

Las miofibras y los fibroblastos activados, pueden ser inducidos a incrementar la producción de colágeno de 

tipo IV por la acción del LIF generada por el propio músculo en regeneración, siendo la expresión del LIF 

inducida, a su vez, por el TNFα (entre otras citoquinas y factores de crecimiento) (58). 

En resumen, los resultados obtenidos en el análisis de los PGs, son compatibles con los obtenidos en la 

histología y en los procesos degenerativos-regenerativos descritos en el músculo HI, en este estudio. Esto 

habilitaría a los PGs del músculo como posibles marcadores biológicos que podrían ayudar al diagnóstico (y 

pronóstico de la HI), y que podrían ser potenciados mediante el uso biochips de expresión génica, para su 

posterior validación y análisis cuantitativo. En este sentido, y como ya ha sido comentado para la fascia, los 

resultados del biochip de fibroblastos primarios del TCI, presentados en la tesis citada [J Guillem: 

http://hdl.handle.net/10803/117381],   indicaron también que los genes encontrados alterados estaban 

relacionados una función de reguladora de la MEC. Uno de ellos, al igual que en la fascia, fue el agrecano, que 

se encontró infra-expresado (a nivel génico y proteico en el proceso de validación) tanto en los fibroblastos de 

fascia como de músculo, sugiriendo, que si la expresión era en el mismo sentido en el tejido, podría afectar a la 

integridad y funcionalidad del TCI y del músculo por extensión. 

 

http://hdl.handle.net/10803/117381
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CARACTERIZACIÓN MORFOLÓGICA Y FUNCIONAL DE LOS FIBROBLASTOS PRIMARIOS DE HI EN 

RESPUESTA A SUSTRATOS DE DIFERENTE RIGIDEZ 

6.3 Estudio de los fibroblastos en presencia de sustratos rígidos. Los FHIs presentan un fenotipo 

característico y diferencial in vitro 

 

Respecto a los experimentos in vitro, los resultados indican que tanto los FHIs derivados de la fascia como 

los del músculo (TCI) habían adquirido un fenotipo in vivo en el tejido que se mantuvo de forma constante 

durante los diferentes pases de los cultivos primarios, alterándose los procesos fundamentales celulares.  

Una de las dificultades de trabajar con fibroblastos de los tejidos conectivos es la falta de marcadores 

génicos específicos. Recientemente se ha identificado al factor de transcripción Tcf4 (TCF7L2) como un 

importante marcador potencial de fibroblastos de músculo, aunque faltan más estudios que validen su utilidad 

(365). Durante el proceso de redacción de este manuscrito, hemos tenido la oportunidad de evaluar su 

expresión (y también la de Thy1) en fibroblastos del TCI del músculo esquelético por reacción de RT-PCR, 

confirmando su presencia y encontrando ligeras diferencias en los valores de fold-change (FC) entre FHIs vs no-

FHIs para TCF7L2  (FC: 1.513, P = 0.032), sin cambios significativos para Thy1 (FC: 1.204, P = 0.164).  

En los estudios iniciales en placa de poliestireno y vidrio (asociados al estudio de la fascia y el músculo 

esquelético), los FHIs de ambos tejidos mostraron un menor tamaño celular, una proliferación y capacidad de 

migración mayor, y una menor adhesión al sustrato (posiblemente relacionadas con la menor formación de AFs) 

respecto a los no-FHIs. Además presentaban un citoesqueleto alterado, con una menor estructuración de los 

filamentos de vimentina y de los microfilamentos de actina compatible con la fragilidad observada en los 

estudios de ultraestructura celular. Incluso en un sustrato altamente rígido (placa de poliestireno y vidrio) no 

eran capaces de producir filamentos de α-SMA, característicos de los miofibroblasto y encargados finalmente 

de la retracción de los bordes del trauma en el proceso de reparación, con la misma abundancia que los 

fibroblastos control no-FHIs.  

De igual forma los FHIs, en cultivos confluentes, mostraron casi nula capacidad de formar conexiones 

célula-célula similares a las de tipo fibronexus, no formándose la red intercelular de microfilamentos de actina 

que sí que se observó en los fibroblastos control no-FHIs (ni tampoco la mayor expresión de los filamentos de 

α-SMA), que refuerza la adhesión global de la capa células del cultivo, haciéndolos más resistentes a esfuerzo 

mecánicos y a estímulos apoptóticos (317). Esta falta de capacidad de adhesión y de contracción apuntaría a 

una incapacitación de la función en el proceso de reparación in vivo. 
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6.3.1 Los FHIs son más lábiles a estímulos pro-apoptóticos: posible mediación de la autofagia y de los 

mecanismos de adhesión a través de las adhesiones focales 

 

De forma relevante también los FHIs de músculo esquelético fueron más sensibles a los estímulos pro-

apoptóticos inducidos por la acción combinada del TNFα/cicloheximida (CHX).  En concreto en los FHIs del TCI 

se analizó el grado de fosforilación de la vimentina exhibiendo una mayor fosforilación, proceso en el participa 

la caspasa-3 a través de la activación constitutiva de ROCK 1, que a su vez fosforila la vimentina promoviendo 

su despolimerización (322). 

 

En ensayos preliminares en nuestro laboratorio, el estímulo del TNFα por sí solo no fue capaz de inducir la 

apoptosis en los FHIs. En diversos modelos in vitro, el TNFα es capaz inducir las vías apoptóticas y las anti-

apoptóticas, dependiendo del modelo celular y de la situación, gracias en parte a la intersección de la dos vías y 

el NFKβ (366; 367; 368). Cuando aparece un desequilibrio entre ellas, se puede habilitar la inducción de las vías 

apoptóticas. En concreto, la CHX permite que este desequilibrio se desplace favoreciendo la apoptosis. La CHX 

actúa inhibiendo la síntesis proteica, bloqueando la elongación en la traducción, uniéndose al ribosoma e 

inhibiendo la translocación mediada por eEF2 (eukaryotic translation elongation factor-2) (369). La inducción 

combinada del TNFα/CHX da a lugar, por tanto, a la activación de las vías apoptóticas, ya que la síntesis 

proteica se detiene. La acción del NFKβ anti-apoptótica activa la transcripción de genes anti-apoptóticos (ej. A1, 

A20, c-FLIP, cIAP1, cIAP1) (370)  que finalmente  requieren la síntesis de novo de proteínas para poder ejercer 

su función. La detención de la síntesis proteica, por tanto, evita la respuesta anti-apoptótica y habilita la 

apoptótica, activándose finalmente las caspasas (370). En el caso de algunas proteínas anti-apoptóticas parece 

ser más acentuado este efecto, como en el caso de FLIP (Caspase 8 and FADD-like apoptosis regulator). Este 

proteína anti-apoptótica ve drásticamente reducida su expresión una vez aplicado el tratamiento con CHX, 

revelándose como un sensor del estado celular (371; 372). 

El caso particular de los FHIs de la fascia, en donde se observaron autofágicas, sugiere que la posible autofagia 

activada previamente en el tejido, suponga un esfuerzo no superable para los FHIs en cultivo cuando se aplica 

la CHX. Debido al mecanismo de acción de la CHX, este esfuerzo no superable podría actuar a través de una 

mayor sobrecarga en el sistema de eliminación de proteínas defectuosas (que inducirían la transcripción de 

genes pro-apoptóticos) y/o a la inhibición suplementaria de la traducción de genes anti-apoptóticos, que al 

final induciría la apoptosis (303). Un signo de la predisposición a la apoptosis, se podría inferir es que los FHIs 

del TCI, sin estímulo pro-apoptótico, presentaban una fosforilación de la vimentina superior. Esta fosforilación 

podría provenir de una actividad basal de caspasa-3 mínima debido al estrés ER (que nosotros no fuimos 

capaces de detectar), que despolimerizaría el citoesqueleto de vimentina. La vimentina tiene un papel 

importante en la estabilización de la superficie celular, teniendo la capacidad de soportar mayores grados de 

estrés mecánico que los microtúbulos y los microfilamentos. Además el citoesqueleto de vimentina es capaz de 

enfrentarse al estrés de cizallamiento (shear stress), incrementando su rigidez. Una mayor fosforilación-

disociación de la vimentina ha sido asociada, también, a la motilidad celular (medida por Rac), y a la entrada en 
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la mitosis en el ciclo celular mediada por CDK1 (318). Por tanto la desestructuración del citoesqueleto de 

vimentina conllevaría una fragilidad más acentuada del FHIs, que fue observada remarcablemente en la 

preparación de los FHIs de fascia para el análisis de la ultraestructura celular. Esta fragilidad podría tener 

efectos perniciosos en la estructura y funcionalidad de la fascia in vivo. 

Aparte de las hipótesis sobre la autofagia y su implicación en la labilidad de los FHIs frente a estímulos 

apoptóticos, los FHIs presentaron una adherencia inferior a los sustratos rígidos y un área de AFs/célula inferior, 

lo que probablemente limita las señales de supervivencia que genera la propia rigidez del sustrato mediante 

mecanismos de mecanotransducción (316). Y es que, de forma general el aumento de rigidez del sustrato 

comporta un aumento de la adhesión al sustrato, que incrementa la supervivencia  y resistencia a estímulos 

pro-apoptóticos, además de la proliferación, y el área de la superficie celular. En este proceso de adhesión, 

diversos heterodímeros de integrinas de la membrana citoplasmática contactan con al sustrato en forma de 

mecano-sensores, reclutando en las adhesiones focales (AFs) de forma directa (ej. vinculina, talina), o indirecta 

(ej. paxilina, FAK), proteínas, las que a su vez se asocian con los Rho guanine nucleotide exchange factors (GEFs) 

y Rho GTPase-activating proteins (GAPs) que regulan la actividad de las Rho-GTPasas (ej. Rac, Rho and CDC42). 

La actividad de las Rho-GTPasas regula el ensamblaje y el desmontaje de las adhesiones, activando vías que 

comportan la contracción y la polimerización de la actina, formándose pequeños filamentos y fibras de estrés. 

Esta contracción se realiza entre los microfilamentos de actina y la miosina II (complejos actomiosina), que 

necesita la fosforilación de ROCK inducida por las Rho-GTPasas (242). El sistema de adhesión celular funciona 

en forma de bucle, de tal manera que una célula que intenta migrar o contactar sobre un sustrato forma AFs, 

trasmitiendo las fuerzas de tracción a través de los microfilamentos de actina asociados. La propia tensión 

creada y la formación de filamentos de actina, hace que su vez se formen más AFs aumentando la adhesión al 

sustrato, el tamaño y su diversidad en proteínas. La maduración final de la AFs finaliza en estructuras 

especializadas como las adhesiones supermaduras y fibrilares, estas últimas típicas de células no motiles (315; 

316).  

La falta de adhesión de los FHIs observada en sustratos rígidos (no funcionalizados con FN) conllevaría una 

disminución de las señales de supervivencia, que estaría en concordancia con la susceptibilidad incrementada a 

estímulos apoptóticos (TNFα/CHX), conjuntamente con la sugerida autofagia, que sería un nuevo factor pro-

apoptótico a sumar. Esta falta de adhesión operaría a través de la ineficiente estructuración de AFs que pueden 

activar vías anti-apoptóticas, reclutando integrinas y la FAK. La asociación de la FAK con las integrinas induce la 

auto-fosforilación en su Tyr397 (FAK-p), que permite la asociación con la familia de las quinasas Src, y la 

fosforilación de residuos de tirosinas adicionales de la FAK que regulan su actividad biológica. La activación de 

la FAK promueve la supervivencia y el crecimiento celular a través de vías quinasa dependiente y quinasa 

independiente. Las vía quinasa independiente implican la cascada de señalización PI3K–AKT, PI3K–AKT/mTOR 

que finalmente activan factores de transcripción con acción anti-apoptótica como el NFKβ y el YBX1 (Nuclease-

sensitive element-binding protein 1). FAK-p protege delante de la apoptosis de diversos tipos, incluyendo por la 
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pérdida de adherencia al sustrato (Anoikis), y en algunos tipos de carcinoma puede promover la supervivencia 

independiente de adhesión al sustrato vía SRC (302; 373). FAK-p también facilita el progreso del ciclo celular, vía 

SCR/JNK incrementando la expresión de la ciclina D1, o mediante los incrementos de la rigidez de la MEC a 

través de FAK-p, p130CAS (Breast cancer anti-estrogen resistance protein 1), Rac y RAPH (the actin binding 

protein lamellipodin), que reorganizan el citoesqueleto.  De hecho Rac participa en la formación del anillo 

contráctil de división en las células en la mitosis, ayudando en la formación de AFs y la tensión necesaria 

modulando la miosina II (374).  La vía quinasa independiente se activa después del estrés oxidativo (in vitro), 

translocándose la FAK hacia el núcleo uniéndose a MDM2-ligasa que ubiquitiniza p53 para su posterior 

degradación proteasomal, lo que hace reducir los niveles p21, inhibidor del ciclo celular, promoviendo la 

proliferación (375).   

La capacidad de migrar superior de los FHIs también  nos indicaría una posible desregulación entre la 

adhesión y la señal mediada por FAK-p ya que la auto-fosforilación Tyr397, independiente de la adhesión al 

sustrato, está elevada en otras situaciones, como por ejemplo en células cancerosas con alta motilidad e 

invasivas. La auto-fosforilación Tyr397 altera la dinámica del reciclaje de las integrinas facilitando la migración. 

En las AFs, Src se une FAK-p Tyr397, fosforilándose el residuo de FAK-p Tyr861 que media la unión a talina y a 

paxilina, incrementando su actividad quinasa. Asimismo, se fosforila el residuo Tyr925 necesario para la unión 

con Grb2, que recluta la dinamina en las AFs. El complejo formado FAK/Grb2/dinamina activa la endocitosis de 

las integrinas de la AFS, facilitando el reciclaje y la migración. La defosforilación de FAK-p Tyr397 se produce 

después contactar con los microtúbulos con las AFs desmantelándolas. El balance de auto/de-fosforilación rige 

la estabilidad de las AFs. Si el reciclaje de la AFs es superior a la formación, encontramos de células de tamaño 

reducido. Por contra, si la formación es superior al reciclaje se desarrollan células de mayor tamaño, no motiles, 

como los fibroblastos control no-FHIs, y si existe un balance adecuado, más  polarizado, facilita la migración 

(376; 245)  como parece que ocurriría en los FHIs de pacientes con HI. 

6.3.2 La proliferación de los FHIs es superior con una menor adhesión en sustratos rígidos 

A pesar de ser más sensibles al estímulo pro-apoptótico del TNFα/CHX, una vez los FHIs fueron liberados 

del tejido (fascia y músculo esquelético) al cultivo celular, presentaron una proliferación muy superior a los no-

FHIs. Una primera impresión, podría indicar que se trata con una contradicción con lo observado y sugerido en 

el tejido, respecto a los eventos de autofagia y a las características apoptóticas de la fascia HI.  Siguiendo 

nuestra hipótesis en la que los FHIs se encuentran sometidos a un estímulo deletéreo, una vez fuera del tejido 

pueden verse liberados de su microentorno tisular fatal, pero todavía mantener una respuesta incrementada 

anti-apoptótica de supervivencia, que les permitiría proliferar de forma incrementada respecto a los 

fibroblastos control no-HIFs. De hecho los cultivos de FHIs no presentaban apoptosis si no se aplicaba el 

estímulo pro-apoptótico, al igual que los no-FHIs. Además no se encontró un incremento evidente de la 

actividad autofágica en los FHIs de la fascia en cultivo (si bien tenían existía una sobre-expresión de LC3- I), 

contraponiéndose a lo observado en el tejido, indicando una posible disminución del estrés RE en cultivo. 
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Resultados previos de nuestro grupo [J Guillem: http://hdl.handle.net/10803/117381], mediante biochips de 

expresión génica, mostraron que los cultivos de FHIs de fascia presentaban genes diferencialmente expresados 

relacionados con el ciclo celular (ej. CDK1, CHI3L1). En la validación del biochip se observó que los FHIs 

expresaban (al nivel génico y proteico) y secretaban de forma incrementada la proteína chitinase 3-like protein 

(CHI3L1). La CHI3L1 está asociada a procesos inflamatorios crónicos y de remodelación del tejido, 

incrementando la proliferación en los fibroblasto, con un efecto anti-apoptótico asociado. Su expresión está 

regulada por diversas citoquinas y factores de crecimiento,  haciendo que a su vez la CHI3L1 induzca la 

expresión de citoquinas pro-inflamatorias (377-379). Las vías señalización son poco conocidas, pero 

recientemente se ha asociado su acción inflamatoria a través de los receptores TLR (380), que como 

mencionamos anteriormente estarían relacionados con el posible papel del fibroblasto como inductor 

autónomo en la respuesta inflamatoria. Esto podría indicar, además, que posiblemente la acción de la CHI3L1  

estarían promoviendo la proliferación de forma independiente de la adhesión al sustrato in vitro (remarcado 

por la menor área de AFs/célula), muy similar a lo observado por mediación de citoquinas en los fibroblastos 

sinoviales de sinovitis crónicas (381) y en células cancerosas (382). Se debería profundizar en la regulación del 

ciclo celular en el tejido de los fibroblastos estudiados para poder interpretar mejor los resultados obtenidos in 

vitro (si aún no lo hemos hecho es debido por una parte a las dificultades encontradas para obtener un número 

de células suficiente para el análisis por citometría de flujo, a partir exclusivamente de fibroblastos primarios; y 

por otra parte, al resultado infructuoso de utilizar un kit -Premo™ FUCCI Cell Cycle Sensor (Life Technologies)- 

para el estudio de la progresión del ciclo celular in vivo mediante técnicas inmunocitoquímicas. A pesar de que 

este sistema ha demostrado ser útil en diversas líneas celulares (en nuestro caso, lo hemos utilizado en 

fibroblastos murinos NIH-3T3), ha mostrado efectos nocivos sobre las líneas primarias de fibroblastos humanos, 

especialmente sobre proliferación y viabilidad celular, en las diversas concentraciones de reactivos que se han 

ensayado.  

El estímulo deletéreo dentro del tejido,  podría ser la combinación de diversos factores que se retro-alimentan 

entre sí. Entre ellos entre ellos la acción de las citoquinas de forma directa, y las propiedades de la MEC. La 

acción de las citoquinas es evitado en los fibroblastos en cultivo, al menos aparentemente (para una conclusión 

fehaciente se debería estudiar la acción paracrina en cultivo de las citoquinas y de la MEC producidas). En 

referencia a las propiedades de la MEC, en las que se podrían incluir la desestructuración de la matriz de 

colágeno, el patrón característico de los PGs expresado a nivel génico, y la posible pérdida de rigidez, estas 

podrían ser revertidas al pasar las células a un sustrato altamente rígido (1 GPa de rigidez) como la placa de 

cultivo/vidrio, permitiendo la supervivencia del fibroblasto. 
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6.4 Estudio de los fibroblastos en sustratos blandos (PDMS) in vitro 

 

6.4.1 La rigidez del sustrato modifica el fenotipo de los fibroblastos del TCI de forma diferencial en los FHIs 

Los resultados obtenidos en la fascia y el músculo de los HI en torno a la desestructuración del tejido, la 

posible alteración en la deposición de la ME (y de ciertos PGs), y el fenotipo diferencial de los cultivos primarios 

de fibroblastos en sustratos rígidos, sugería una posible alteración de la rigidez de la MEC de ambos tejidos. Por 

otro lado, la rigidez de la MEC es uno de los factores que puede modular el comportamiento celular (383). De 

este modo, como primer paso para el estudio de la mecanotransducción en estas células, decidimos estudiar el 

efecto de la rigidez del sustrato en los fibroblastos del TCI en cultivo mediante el uso de sustratos 

comercializados de PDMS regulados para diferentes valores de rigidez con el fin de comprender mejor la 

interrelación existente entre el entorno físico de estas células y la señalización intracelular, y así avanzar en 

revelar los mecanismos que rigen el desarrollo de la HI. Valoramos la estructura del citoesqueleto, los valores 

de proliferación y la potencial inducción de muerte celular por mecanismos de apoptosis o necrosis a baja 

rigidez.  

En el estudio del comportamiento de los fibroblastos derivados del TCI de músculo esquelético en sustratos de 

PDMS a diferentes rigideces funcionalizados con fibronectina (FN), se pudo observar que el incremento en los 

valores de rigidez provocaba un aumento de la superficie celular, del área de las AFs/célula (y también su área 

individual). La proliferación de los fibroblastos control no-FHIs fue superior o igual en todas las rigideces, 

invirtiendo lo que previamente se había observado en las placas de poliestireno y de vidrio. En los no-FHIs la 

introducción de la FN en el material de referencia de vidrio (Glass) incremento el índice de proliferación casi 2 

veces, en cambio en los FHIs no se apreció ningún incremento. De hecho, a pesar de que los FHIs mostraron un  

incremento mayor del área de AFs/célula (y su área individual), de fibras de estrés y geodomos, ni el efecto 

pro-proliferativo de la FN (384)  ni las diferentes incrementos en los valores de rigidez (375), aumentaron la 

proliferación de los FHIs observada en vidrio (glass). Esto sugiere un posible desacoplamiento entre la adhesión 

al sustrato y la señal de proliferación en los FHIs, ya sugerida previamente en los estudios realizados en 

presencia de sustratos rígidos.  

La capacidad de formar más AFs y todo el sistema contráctil de actina asociado, en presencia de fibronectina en 

los sustratos, sugería que en los FHIs los receptores de membrana que reconocen a la FN e integran su señal 

(385), podrían estar sobre-expresados. En este sentido, no en los FHIs del músculo, pero si en el tejido de la 

fascia se observó un incremento en la expresión génica del sindecano-4, muy probablemente de los 

fibroblastos debido a que es la célula mayoritaria en la fascia. El sindecano-4 y el dímero α5β1 de integrinas se 

unen conjuntamente a la FN, mediando  la expansión del  área celular, la proliferación, y la capacidad de 

contracción de la MEC, a través de FAK y la Rho GTPasa (384). Una de las funciones del sindecano-4 (que carece 

de actividad enzimática) es facilitar la interacción de la FN con las integrinas, además de reclutar proteínas 

adaptadoras y con actividad enzimática para la señalización (384). Asimismo en condiciones inflamatorias los 
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fibroblastos incrementan la expresión de integrinas de diferente tipo mediada por citoquinas (386). Si 

extendemos la sobre-expresión del sindecano-4, a los FHIs de músculo, podemos realizar la hipótesis que la 

sobre-expresión de sindecano 4 y las integrinas α5β1 en los fibroblastos del tejido, se mantendría en cultivo. 

Esta hipótesis podría a ayudar a explicar el incremento del área de AFs/célula y la estructuración superior de la 

actina. Para confirmar esta hipótesis, necesitaríamos estudiar la expresión proteica de las integrinas y de 

sindecanos y su localización en el tejido e in vitro.  

6.4.2 Los FHIs no incrementan la proliferación con el aumento de la rigidez 

El hecho de que a pesar que los FHIs tengan aparentemente las vías de supervivencia activadas -sugerido a 

través de la formación de AF-, y esto no se refleje una proliferación comparable a los no-FHIs, podría indicar 

algún tipo de mecanismo que este interfiriendo. En los FHIs de fascia se observaron eventos de autofagia con 

formación de autofagolisosomas, probablemente causada por el estrés ER, indicando ser uno de los posibles 

candidatos para frenar la proliferación, también en los FHIs del TCI.  

 

La autofagia constitutiva (no patológica) participa en la regulación del ciclo celular, y en la estabilidad genómica. 

En situaciones de privación de nutrientes, estrés oxidativo e hipoxia causa el enlentecimiento del ciclo celular, y 

finalmente la parada en G1 (para entrar G0), y G2/M. En el caso de la privación, la autofagia ayuda a superar 

esta privación suministrando los aminoácidos (del procesado de orgánulos y proteínas) necesarios para la 

síntesis proteica en la división celular y citoquinesis, permitiendo la progresión del ciclo celular. Si la autofagia 

no realiza esta función de forma adecuada, causa un retraso permanente del ciclo celular, provocando 

divisiones nucleares aberrantes, con crecimiento celular disminuido, y un crítico aumento de la frecuencia de 

aneuploidías afectando a la viabilidad celular (387) . 

En células de glioma, mediante la inducción de un agente anti-tumoral (resveratrol), la autofagia se halló 

involucrada en el arresto en S-G2/M del ciclo celular, y en la apoptosis. De forma directa la autofagia era capaz 

de modular el ciclo celular regulando los niveles de las ciclina A y B. A pesar de que el resveratrol inducía la 

apoptosis incrementando Bax (Apoptosis regulator BAX;  agente pro-apoptótico) y la activación de la caspasa-3, 

lo hacía de forma residual, debido al efecto protector anti-apoptótico  dominante mediado por la autofagia. Los 

autores argumentaban que los efectos en el ciclo celular, la apoptosis y la autofagia, estarían relacionados 

entres si por el daño mitocondrial, ya que la autofagia de la mitocondrias dañadas (mitofagia)  frenaría la 

apoptosis, pero al mismo tiempo, la reducción de la mitocondrias (debido al déficit energético y el incremento 

de p21, mediado por el aumento del estrés oxidativo) retrasaría la progresión del ciclo celular (388). De este 

modo, cualquier impedimento el desarrollo adecuado de la autofagia condenaría a la célula a la muerte. Esta 

función anti-apoptótica de la autofagia está limitada en el tiempo y por la magnitud, ya que si se mantiene, y/o 

es de gran intensidad provoca la muerte celular autofagocítica (389), y mediante la transcripción de los factores 

ATF4 y CHOPS induce la apoptosis (303) (343). Esta descripción podría coincidir con lo observado en los FHIs del 
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tejido de la fascia, en donde la proliferación celular podría está inhibida y al mismo tiempo la apoptosis-

autofagia incrementada.  

De forma remarcable, un análisis en proceso en nuestro grupo muestra que un cierto porcentaje de los FHIs 

sufren enlentecimiento en la mitosis, con una segregación aberrante cromosómica en la anafase, en placa de 

poliestireno, que podría afectar a la estabilidad genómica. Esta inestabilidad genómica tienen el potencial de 

afectar globalmente a los cromosomas con aneuploidías, y también facilitando la adquisición de mutaciones 

que promuevan el crecimiento descontrolado. La mitosis prolongada provoca la activación de las vías de 

apoptóticas mediante la permeabilización del citocromo c desde las mitocondrias, que activa la cascada de las 

caspasas, a su vez activando la ADNasa CAD (mediante la proteólisis de su inhibidor ICAD), degradando el ADN 

cromosómico. En ciertos casos de mitosis levemente prolongadas, se ha descrito leves liberaciones de 

citocromo c (sin activar de forma total las caspasas), provocando algunas roturas en el ADN, dañándolo sin 

proceder la muerte celular. Este evento podría llevar a la transformación celular, una vez reparado el ADN, que 

podrían escapar de los controles del ciclo celular (390).  Por el contrario, las células hijas no-transformadas de 

células que no han sufrido transformaciones, pero si daño cromosómico, son arrestadas en G1. En otros 

eventos de la mitosis como la formación de los cromosomas merotélicos (i.e cuando un único cinetocoro de un 

cromosoma está unido a microtúbulos proveniente de más de polo) y la citoquinesis, también se han postulado 

como mecanismos de generación de daño en el ADN, por  la tensión que ejerce sobre él (390). 

En nuestro caso, la mitosis prolongada en los FHIs, en la que podría participar la autofagia, los haría más lábiles 

a estímulos pro-apoptóticos en el cultivo primario, ya que posiblemente existiese alguna liberación basal de 

citocromo c. Además la posible inestabilidad genómica generada, podría ayudar a explicar la proliferación 

independiente de la adhesión al sustrato, y por extensión, los eventos de reparación del DNA (indicados por el 

PCNA) y apoptosis encontrada en la fascia y el TCI del músculo esquelético.  

6.4.3 Los FHIs son más lábiles a la apoptosis en sustratos de baja rigidez 

Los FHIs también fueron más lábiles frente al estímulo apoptótico que supone la disminución de la rigidez 

en sustratos de PDMS-FN. Los FHIs a pesar de presentar un mayor área de  AFs/célula y un citoesqueleto 

(vimentina y actina) más estructurado en el rango de rigidez de 5 kPa-100 kPa, el cambio a una rigidez de 2 kPa 

produjo un brusco cambio fenotípico pro-apoptótico en los FHIs. El área AF/célula (y el área de las AFs 

individual), disminuyó de forma dramática equiparándose a los no-FHIs. De hecho los FHIs a la rigidez de 2 kPa, 

mostraron menos fibras de estrés, más células sin ningún tipo de filamento de actina, y sobre todo la presencia 

de microfilamentos periféricos poco definidos (peripheral actin bundling) y células con aparente pérdida de 

adherencia. Al igual que cuando aplicamos el estímulo pro-apoptótico con el TNFα/CHX, unos de los factores 

que podría colaborar sería la posible autofagia presente en los FHIs, dificultando o excediendo los mecanismos 

de supervivencia en un sustrato poco rígido que genera pocas señales de supervivencia a la célula.  
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Las señales de supervivencia proporcionadas mediante las AFs, disminuyen al disminuir la rigidez del 

sustrato con lo que llegaríamos al lindar en donde los estímulos pro-apoptóticos superarían a los anti-

apoptóticos habilitando la apoptosis. La disminución de la rigidez puede disminuir la auto-fosforilación de la 

FAK (menos formación de AFs y de fibras de estrés) inhibiendo las vías de supervivencia mediadas por ERK1/2, 

la actividad transcripcional y la condensación de la cromatina, conduciendo  a la célula a la apoptosis (245). En 

el caso de los FHIs sería posiblemente más crítico, debido a la actuación de la posible autofagia y de sus 

mecanismos pro-apoptóticos ya activados, descritos anteriormente. Además la falta de rigidez del sustrato 

podría afectar más críticamente a la segregación de los cromosomas de los FHIs,  como ya se observó en 

sustratos rígidos, disminuyendo la actividad GTPasa de Rac-1, implicada en la citoquinesis celular (244), 

activando las vías apoptóticas de los puntos de control del ciclo celular.  

La mayor sensibilidad de los FHIs al estímulo apoptótico de la baja rigidez del sustrato, fue acompañado de una 

disminución de la proliferación, más acentuada que en FHIs que en los no-FHIs, y que podría inferirse de la falta 

de adhesión al sustrato (y de presencia de AFs) que genera la respuesta de supervivencia. Adicionalmente, se 

ha evidenciado también recientemente que el núcleo puede integrar las señales mecánicas de rigidez del 

sustrato a través del citoesqueleto de los filamentos intermedios del citoplasma  (ej. vimentina) y del núcleo 

(lamina). A baja rigidez, mediante este mecanismo, se ha descrito que se mantiene la cromatina condensada 

(eucromatina) inhibiendo la actividad deacetilasa y protegiendo el DNA. Esto permite a la célula sobrevivir en 

un sustrato que no permite una buena adhesión, pero sin proliferar (o incluso entrando en quiescencia) (247), 

que podría otro mecanismo que ayudaría a explicar la disminución más dramática de la proliferación en los 

FHIs. 

6.4.4 La actividad MMP 2 y -9 es regulada por la rigidez del sustrato de forma diferencial  en los FHIs 

Los resultados obtenidos indicarían que los FHIs respondían de forma proporcional al incremento de la 

rigidez del sustrato con el aumento de la actividad gelatinasa secretada MMP-2 y MMP-9 en los medios 

condicionados. Esto fue sobre todo muy evidente para la actividad MMP-9 en los FHIs, la cual mostró 

actividades incrementadas en todos los sustratos en comparación con los valores observados a partir de los 

medios condicionados por los fibroblastos control no-FHIs. El incremento de la actividad MMPs es 

característico de fibroblastos de diferente origen cuando se ven estimulados mediante TNFα y otras citoquinas 

in vitro. De hecho la MMP9 se ha descrito que la actividad MMP9 se puede incrementar hasta 100 veces, 

mientras que la actividad MMP2 lo hace modestamente (347). 

La sobre-expresión (y la actividad) de las MMPs en fibroblastos está asociada a condiciones patologías 

inflamatorias (200; 201), y en procesos cancerosos, en los fibroblastos asociados al área tumoral (cancer-

associated fibroblast o CAF) (391), en donde la remodelación tisular y la fibrosis son procesos continuos sin fin. 

Así también la rigidez puede mediar la síntesis y actividad MMP-9 y MMP-2. Un estudio in vitro demostró que 

fibroblastos cardiacos de pollo aumentaba la actividad secretada de MMP-2 y MMP-9 a rigideces altas-
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extremas crecientes entre 46-1000 kPa, en sustratos 2D de PDMS sin funcionalizar con FN (392). Por otro lado 

estudios in vitro con fibroblastos sinoviales humanos a muy baja rigidez entre 0.1-6.4 kPa demostraban, 

también un incremento de la actividad secretada MMP-2 y MMP-9 (393). En el primer estudio se asociaba a 

este incremento a fenómenos fibróticos, y en el segundo a fenómenos de invasividad de fibroblastos en heridas 

o células tumorales. Ambos estudios a pesar de parecer contradictorios serían complementarios, ya que muy 

posiblemente existan mecanismos de regulación que a rigideces extremas –bajas y altas- respondan a las 

necesidades del  tejido. Nuestro estudio abarca de 2 kPa-100 kPa (rango entorno al teórico del músculo de 10-

30 kPa) (323)  con lo que nuestros resultados estarían, en concordancia con el primer estudio.  

Por otro lado, de forma interesante, la unión a la FN incrementa la secreción de la MMP-2 y MMP-9 en células 

normales y tumorales, mediada por FAK. El mecanismo mejor estudiado es el de la MMP-9, que en estudios 

recientes in vitro en una línea celular de cáncer de mama, implicaba la vía de señalización α5β1 integrina/FAK-

PI3K-ERK (394). Por tanto, el incremento de la actividad secretada de MMP-9 en los FHIs, podría ser el 

resultado del incremento de rigidez y de la presencia de FN en el sustrato. Además, al tener los FHIs una mayor 

área de AFs/célula sugeriría que la causa primordial que hace que tengan una actividad incrementada seria la 

unión a la FN, y la trans-señalización posterior mediada por las integrinas/FAK-p. En el caso de la MMP2 parece 

mediar algún otro factor adicional, ya que si bien la FN incrementa la actividad, esta lo hace prácticamente por 

igual en los dos grupos a estudio. Lo que si se observa es que existe un incremento de la actividad MMP-2 

secretada, con un incremento de la rigidez. Se deberían realizar estudios del mecanismo del incremento de 

secreción-activación de la dos MMPs para poder comprender mejor la causa de estas diferencias entre las 2 

MMPs. 

La capacidad que tiene el sustrato de modificar el fenotipo de los fibroblastos es una oportunidad de mejora en 

el diseño de biomateriales y prótesis, tanto el caso de la HI como en el caso de otras patologías. En nuestro 

estudio se pone de manifiesto que mediante la rigidez del sustrato y su funcionalización, podemos pasar de un 

fibroblasto apoptótico a uno con características (patológicamente) de remodelación aumentada sobre-

expresando MMPs. El diseño adecuado de las prótesis podría modular el  fenotipo con el objetivo de rescatar 

aquellos fibroblastos afectados y al mismo tiempo proteger a aquellos que no lo están, permitiendo la correcta 

función reparadora y mejorando el pronóstico de la patología. Por extensión, los resultados in vitro podrían 

reflejar los observados in vivo, con una rigidez disminuida que incrementase la apoptosis y disminuyese la 

proliferación de los FHIs, y con una actividad MMP-9 incrementada. Esta actividad incrementada podría ser 

debida también a una extrema baja rigidez y/o a la estimulación por citoquinas. Esta falta de estrés mecánico 

también se ha visto in vitro que puede disminuir la proliferación en fibroblasto de la línea alba de rata, así 

como también afectar a la orientación y la capacidad de contracción de las fibras de colágeno por parte de los 

fibroblasto (252). 
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La reveladoras evidencias sobre la HI remarcan que su reparación tendría que tener en consideración el 

estado inicial celular del tejido, para el éxito de esta. Si no es así,  la aparición de la HI sería una cuestión de 

tiempo, dependiendo de la magnitud de la afectación. Las recidivas (ejemplo del continuo fracaso de la 

reparación) sería el claro ejemplo de cómo el estímulo deletéreo activado en la primera intervención, y que se 

repitió diversas veces, empeoró el estado del tejido y agravó la patología. La hipótesis de la autofagia como 

posible nuevo mecanismo desencadenante y amplificador después del primer estímulo generado por la 

laparotomía, permitiría observar si el resto de comorbilidades asociadas a la HI (ej. obesidad, diabetes, 

enolismo, malnutrición), activan o utilizan este mecanismo para colaborar con el desarrollo de la HI. De forma 

interesante, en fases preliminares de nuestro estudio se realizaron cultivos primarios de fibroblastos obtenidos 

de pacientes no afectados por la HI, pero si afectados por diabetes, COPD y patologías auto-inmunes, y estos 

presentaban un fenotipo equiparable al observado a los FHIs: más proliferantes, menor área celular y adhesión 

al sustrato, y más actividad MMPs. Esto indicaría que las comorbilidades podrían actuar sensibilizando el tejido 

frente a la laparotomía, de forma que el fibroblasto por falta de capacidad de respuesta o por vías de 

señalización deletéreas que afectaron al fibroblasto previamente a la cirugía, no podría realizar su función 

adecuadamente (Figura 57).   

Por otro, lado las alteraciones estructurales y moleculares (cambio de isoforma de la MyHC) en el músculo 

IH, acompañado del componente inflamatorio, nos indicarían un nuevo papel del músculo en el desarrollo de la 

HI. Él músculo podría actuar como instigador de una patología inflamatoria de baja intensidad crónica 

afectando al propio musculo, y muy probablemente también a la fascia. Las características contráctiles de 

miofibras podrían ser adquiridas a partir de la laparotomía, o al igual que en la hipótesis de la autofagia, ya 

presentes en los pacientes de forma silente. El estudio de los dos tejidos en los IH sugiere una acción conjunta 

que favorecería la HI, apuntado posibles mecanismos celulares y moleculares que deberían ser detallados para 

la mayor compresión de la patología y mejora del tratamiento. 
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Figura 57. Esquema de la hipótesis sobre el papel de la autofagia en el fibroblasto como mecanismo 
inductor del inicio  y desarrollo de la hernia incisional. En una primera fase los estímulos deletéreos de los 
factores de riesgo técnicos, comorbilidades y característica intrínsecas del paciente, cursarían a través de 
mecanismos celulares y moleculares, comunes algunos de ellos, induciendo al fibroblasto a la respuesta de 
estrés RE y UPR (unfolded protein response). En una segunda fase, sin la presencia del componente inflamatorio 
(de forma diferida en el tiempo respecto al momento de la cirugía), una vez superada las capacidades de la UPR 
y la autofagia, se produciría la inducción del fenotipo patológico del fibroblasto, y finalmente la muerte por 
apoptosis de estos. Este fenotipo patológico del fibroblasto, conduciría a la degeneración del tejido, de forma 
autónoma sin la presencia de componente inflamatorio, debilitando la pared abdominal.  
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A partir del presente estudio, centrado en el nicho conectivo local con la perspectiva de una biología de la 

hernia, en el que hemos comparado muestras peroperatorias humanas derivadas de tejidos de la pared 

abdominal (fascia y músculo esquelético) de pacientes con historia de HI y pacientes control, y de acuerdo con 

los objetivos planteados en este proyecto de Tesis Doctoral, podemos concluir lo siguiente:  

 

1. Bajo un PRIMER OBJETIVO DE CARACTERIZACIÓN TISULAR, y teniendo en cuenta los pacientes estudiados 

y las técnicas empleadas, concluimos que:   

 

1.1. Son cambios comunes a la fascia y al músculo esquelético de la HI, la presentación de alteraciones de 

tipo degenerativo con pérdida de estructura y morfología, acompañados de cambios cuantitativos y 

cualitativos en diversos componentes de la MEC, que en última instancia podrían ser responsables de 

la pérdida funcional y biomecánica de la pared abdominal y su eventual ruptura. 

 

1.2. Son cambios comunes a la fascia y al músculo esquelético de la HI, una mayor deposición de PGs/GAGs, 

a juzgar por la tinción con azul alcián, asociada a alteraciones en la expresión génica de diferentes 

(isoformas de) PGs, de acuerdo con un perfil específico para cada tejido. Los cambios son compatibles 

con los observados en procesos de inflamación (crónica). El análisis de los resultados mediante el 

método estadístico de PCA segrega los pacientes afectados por HI de los que no lo están, señalando 

que el perfil de expresión del núcleo proteico de los PGs podría ser considerado como un potencial y 

nuevo marcador biológico útil para el diagnóstico o el pronóstico de la patología.  

 

1.3. Son cambios comunes a la fascia y al músculo esquelético de la HI, la observación de índices de TUNEL 

aumentados, asociados a un aumento de la caspasa-3 activada (así como de su firma de 

procesamiento), compatibles con la inducción in situ de mecanismos de apoptosis (en el caso del 

músculo, estos procesos apoptóticos se encuentran asociados tanto a las miofibras como al tejido 

conectivo intramuscular). La fragmentación observada de los componentes del citoesqueleto informa 

de un proceso dinámico de disrupción celular. Destaca la elevada proteólisis de la vimentina junto a 

unos niveles altos de vimentina soluble y fosforilada en la HI. 

 

1.4. Son cambios comunes a la fascia y al músculo esquelético de la HI, los niveles aumentados de antígeno 

nuclear de células en proliferación (PCNA) sin un aumento paralelo de Ki-67+, lo que hace pensar en la 

activación de mecanismos de reparación del ADN sin compensación eficaz al nivel de la proliferación 

celular. En músculo se observaron también unos índices ligeramente elevados de Bcl-2.  

 

1.5. Son cambios propios de la fascia de la HI, una disminución de la densidad de células del estroma 

(fibroblastos), la ausencia de infiltrados inflamatorios, y niveles elevados de LC3-II asociado a 

membranas y un aumento de la relación LC3-II/LC3-I, compatible con la activación de procesos de 
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autofagia (desconocemos si estos cambios relacionados con la autofagia se producen también en el 

músculo esquelético, ya que no han sido aquí investigados).   

 

1.6. Son cambios propios del músculo esquelético de la HI, la presentación simultánea de alteraciones 

degenerativas/regenerativas, la hipercelularidad en el TCI, la presencia de pequeños cúmulos de 

infiltrados inflamatorios discretos y localizados, y la conmutación del tipo de fibras musculares 

asociado a cambios en el patrón de diferentes isoformas de las cadenas pesadas de la miosina.  

 

 

2. Bajo un SEGUNDO OBJETIVO DE CARACTERIZACIÓN DE LOS FIBROBLASTOS PRIMARIOS, y teniendo en 

cuenta los pacientes estudiados y las técnicas empleadas, concluimos que:   

 

2.1. Son cambios comunes a los fibroblastos primarios de fascia y de músculo esquelético de la HI, la 

adquisición in vivo de un fenotipo diferencial que se mantiene en condiciones de cultivo a lo largo de 

diferentes pases, y que afecta a procesos celulares fundamentales. Destaca la reducción del tamaño 

celular, el aumento de las tasas de proliferación y migración celular, la disminución de la fuerza de 

adhesión, paralelos a una red citoesquelética alterada, una disminución de fibras de estrés positivas 

para alfa-actina de músculo liso (α-SMA), y la presencia de contactos focales pequeños.  

 

2.2. Son cambios comunes a los fibroblastos primarios de fascia y de músculo esquelético de la HI, una 

sensibilidad incrementada a estímulos pro-apoptóticos. Estos cambios pueden ser debidos a una 

desorganización del citoesqueleto celular que induciría la fragilidad celular, y a otros factores propios 

del propio microentorno tisular (i.e., activación extrema de enzimas de degradación como las MMPs u 

otras alteraciones de la MEC).  

 

2.3.  Son cambios propios de los fibroblastos primarios de fascia de la HI, la presencia de cambios ultra-

estructurales, y otras características compatibles con procesos autofágicos y lisosomales 

comprometidos (desconocemos si estos cambios relacionados con la utltraestructura y la autofagia se 

producen también en los fibroblastos primarios del músculo esquelético, ya que no han sido aquí 

investigados).  

 

2.4. Son cambios propios de los fibroblastos primarios del TCI del músculo esquelético, la manifestación de 

respuestas diferenciales en función de si han sido cultivados en condiciones de confluencia o de no 

confluencia. Los cambios difieren entre los fibroblastos con HI y control. 

 

2.5. La autofagia es un aspecto nuevo en el campo de la HI. Podría contribuir a la muerte celular observada, 

y/o representar una ventaja para la supervivencia celular durante la pérdida de contacto con la MEC. 

La susceptibilidad aumentada a los estímulos apoptóticos (consistente con los hallazgos encontrados 
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al nivel tisular ex vivo, lo que sugiere que puede ser un fenómeno relevante in vivo) puede ser 

indicativa de un daño inicial al ADN superior en la HI respecto al control, o bien a alteraciones en su 

capacidad de reparación o de hacer frente mecanismos lesivos.  

 

2.6. Estos cambios podrían estar ya activados antes de la cirugía (i.e., a causa de las comorbilidades 

asociadas), y/o ser debidos a una característica intrínseca, silente, del paciente, sensibilizando frente a 

la cirugía, lo que podría ayudar a explicar el grupo de pacientes que desarrollan la patología al cabo de 

diversos años después de la laparotomía. El estado inicial del tejido, por tanto, sería un factor 

significativo a considerar tanto en la primera cirugía aplicada como en las recidivas, para poder aplicar 

posibles tratamientos preventivos, incluido el uso de prótesis. 

  

 

3. Finalmente, bajo un TERCER OBJETIVO DE CARACTERIZACIÓN DE LOS FIBROBLATOS PRIMARIOS DE 

MÚSCULO ESQUELÉTICO en presencia de sustratos de rigideces controladas,  y teniendo en cuenta los 

pacientes estudiados y las técnicas empleadas, concluimos que:   

 

3.1. Cambios en la en la rigidez del sustrato son suficientes para provocar alteraciones fenotípicas y 

funcionales en los fibroblastos primarios estudiados, confirmando que la modulación de la rigidez del 

sustrato permite una aproximación in vitro al estudio de determinados aspectos de la fisiología de 

fibroblasto (como por ejemplo, el estudio de mecanismos de mecanotransducción) al simular, al 

menos en parte, los cambios de rigidez del microentorno tisular afectado. 

  

3.2. La respuesta a los cambios de rigidez del sustrato difiere entre fibroblastos primarios derivados de 

pacientes con HI y fibroblastos primarios derivados de pacientes control, traduciéndose en un cambio 

de fenotipo en la morfología celular, en las características de las adhesiones focales (AFs) y del 

citoesqueleto de actina y vimentina, y en los patrones de secreción de gelatinasas (MMP-2 y MMP-9). 

A su vez, se observan cambios en los niveles de proliferación celular (en general, el aumento de rigidez 

tiende a incrementar la proliferación celular; los cambios discretos en los valores de rigidez afectan 

especialmente a los fibroblastos control). Finalmente, los fibroblastos de HI resisten peor la exposición 

a valores de baja rigidez del sustrato respondiendo con signos de un incremento en los valores de 

muerte celular por necrosis y apoptosis.  

 

3.3. Esta modulación del fenotipo por la acción de sustratos con valores de rigidez controlados es 

interesante, ya que potencialmente podría ayudar a rescatar a los fibroblastos con un fenotipo 

patológico, mediante el diseño de prótesis con rigideces (y funcionalizaciones) adecuadas, y así 

contribuir a mejorar la reparación del defecto y la prestación funcional de la pared abdominal en su 

conjunto.  
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En resumen, nuestros datos aportan evidencias indirectas pero convincentes de que el microentorno de la 

MEC local puede influenciar el desarrollo de la HI. La atrofia y la dismorfología pueden ser un agente activo, al 

mediar señales de transducción que afecten la supervivencia celular, el fenotipo funcional y (probablemente) la 

expresión génica. También identifican a los fibroblastos y la fragilidad celular como agentes activos en la HI. El 

daño a los fibroblastos puede ocasionar la muerte celular patológica en forma de apoptosis o autofagia, que 

provoca la auto-digestión celular. El cúmulo de fibroblastos proclives a la muerte celular dificulta el 

mantenimiento de la estructura y función normales del tejido y aumenta la destrucción tisular en contextos de 

baja proliferación celular.  A nuestro parecer, estos hallazgos pueden ser relevantes ya que ayudan a identificar 

nuevos actores en el proceso HI, tal y como sucederían in vivo, y aportan información para poder definir 

nuevas dianas que podrían ayudar a diferentes niveles, como: a.- una (nueva) mejor identificación y 

estratificación de pacientes; b.- mejorar los resultados clínicos actuales incidiendo en el diagnóstico precoz, la 

prevención y el tratamiento; y también c.- contribuir a adaptar el diseño de biomateriales para mejorar el 

rendimiento clínico, basándose en la investigación translacional y la innovación, para que coincidan con los 

tipos de tejidos y estados de enfermedad específicos.   
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