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Rubio et al. Efecto del factor de crecimiento fibroblástico dos en la reducción de la 
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Efecto del factor de crecimiento fibroblástico dos 
(FGF-2), en la reducción de la senescencia en células madre 
mesenquimales aisladas de gelatina de Wharton
Fibroblastic growth factor two (FGF-2), in reducing the senescent effect on 
mesenchymal stem cell isolated from Wharton´s jelly

Resumen

Introducción. Las células madre mesenquimales han generado interés en la ingeniería de 
tejidos, debido a sus propiedades proliferativas y capacidad de reparación de tejidos, sin 
embargo, para un trasplante exitoso, es necesario aumentar el número de células mediante 
un cultivo in-vitro. Durante este proceso la capacidad proliferativa disminuye, provocando 
cambios en la morfología y funcionalidad celular y afectando la viabilidad del cultivo, este 
estado se conoce como senescencia celular y como posibles causales, se ha considerado el 
estrés oxidativo y la falta de factores de crecimiento. Objetivos: Evaluar el efecto de FGF-
2 sobre la senescencia de un cultivo de células madre mesenquimales aisladas de gelatina 
de Wharton y su papel en la regulación del estrés oxidativo. Metodología. Se añadieron 
dosis de 3,5 y 7,5 ng de FGF-2 al cultivo. Durante los pasajes 5 y 7, se estimó tanto  
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la senescencia celular como la presencia de ROS (especies reactivas de oxígeno). Resultados.
Se obtuvo en el pasaje 5, una diferencia significativa del 99,5% entre el control (+) con 
respecto a los tratamientos con FGF-2, sin embargo, en el pasaje 7 se observó un aumento 
en la producción de la enzima β-galactosidasa y cambios morfológicos, confirmando un 
estado senescente en el cultivo en todos los tratamientos evaluados. Conclusión. Las dosis 
utilizadas en este estudio contribuyeron positivamente a disminuir el proceso senescente en 
el cultivo celular, además se determinó, que el FGF-2 puede prolongar el tiempo de cultivo, 
retardando parcialmente la concentración de especies reactivas de oxígeno.

Palabras claves: células madre, estrés oxidativo, especies reactivas de oxígeno, factor de 
crecimiento fibroblástico 2, gelatina de Wharton, senescencia celular.

Abstract

Introduction. Mesenchymal stem cells have been generated interest in tissue engineering, 
due to their proliferative properties and tissue repair capacity, however, for a successful 
transplant process, it is necessary to increase the number of cells in a culture expansion 
process. During this process the proliferative capacity is limited, causing changes in cell 
morphology and functionality affecting the viability of the culture, this state is known 
as cell senescence. Oxidative stress and deregulation of growth factors are considered as 
reasons. Aims. To evaluate the effect of FGF-2 on the senescence of a mesenchymal stem 
cells culture isolated from Wharton´s jelly and its role in the regulation of oxidative stress. 
Methodology: 3,5 and 7,5 ng doses of FGF-2 were added to the culture medium from 
passage 2, then the senescence of the culture was evaluated and the presence of reactive 
oxygen species was determined during passages 5 and 7. Results. We observed that in 
passage 5, there is a significant difference 99.5% between the control (+) concerning the 
FGF-2 treatments, however, in passage 7, an increase in the production of the enzyme 
β-galactosidase was observed and changes in morphology such as: increase in size and 
elongated shape of the cell, confirming a senescent state on the culture in all the treatments 
evaluated. Conclusion. The doses used in this study contributed positively to decrease 
this process in a cell culture, also, the FGF- 2 can prolong the cultivation time, partially 
decreasing the concentration of reactive oxygen species.

Keywords: cellular senescence, mesenchymal stem cells, oxidative stress, fibroblast growth 
factor 2, reactive oxygen species, Wharton jelly.
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Introducción

Las Células Madre Mesenquimales (CMM) 
han sido utilizadas en diferentes tratamien-
tos como terapias neurodegenerativas (1,2), 
reconstrucción de tejidos (3), enfermedades 
renales (4) y del sistema nervioso (5) entre 
otros (6,7,8). Como fuentes de aislamiento, 
se encuentran el cordón umbilical (CU), te-
jido adiposo (TA) y médula ósea (MO); entre 
estos, las células obtenidas del CU, especial-
mente de la gelatina de Wharton, representan 
una nueva alternativa para las terapias rege-
nerativas, dado que su origen no comprome-
te al paciente en el momento de la extracción 
con un procedimiento invasivo, como ocu-
rre con las CMM adultas y tampoco gene-
ra problemáticas bioéticas (1). Dentro de las 
ventajas que tienen las CMM- de gelatina de 
Wharton, se encuentran su potencial prolife-
rativo, clonogénico y una baja expresión de 
antígenos activadores de respuesta inmunita-
ria (9), adicionalmente la cantidad de CMM 
obtenidas es mayor, (aproximadamente 400 
000 células) en comparación con otras fuen-
tes como la MO ( aproximadamente 10.000 
células) y su cultivo in-vitro no requiere de 
altos costos. Además se está dando uso a un 
órgano que usualmente es tratado como de-
secho biológico (10–12). 

A pesar de que las CMM- de gelatina de 
Wharton, podrían ser la mejor fuente, de uso 
clínico, para establecer un trasplante exitoso, 
es necesario aumentar el número de células 
mediante la expansión en cultivo in vitro 

(13–15). Aunque el cultivo primario de estas 
células se mantiene en condiciones estables, 
simulando su nicho celular, el crecimiento de 
estas es limitado (16,17), durante este proce-
so, la tasa de replicación celular se reduce por 
daño en el ADN generado por estrés oxidati-
vo y disminución en la producción de facto-
res de crecimiento, que provocan un estado 
de fase G0/G1 (18,19). Consecuentemente, la 
morfología, el crecimiento y las capacidades 
funcionales se alteran, afectando la viabili-
dad del cultivo; este proceso se denomina 
senescencia celular (20,21), estado que inicia 
desde el primer pasaje y que se ve ref lejado 
en un aumento de la enzima B-galactosidasa 
(20).

Para mitigar la senescencia celular y preser-
var el potencial de las CMM, se han pro-
puesto diferentes estrategias, una de ellas es 
la adición de factores de crecimiento exter-
nos al medio de cultivo (22); El FGF-2 se 
considera un factor fundamental en la etapa 
del desarrollo embrionario por su capacidad 
proliferativa y de diferenciación (23,24), su 
aplicación exógena se ha descrito como un 
componente clave para la autorrenovación y 
la pluripotencialidad, regulando además la 
actividad de la telomerasa (23), este factor ha 
sido reportado, como promotor de la reno-
vación celular y más recientemente ha sido 
descrito como supresor de la senescencia in 
vitro (25). 

El objetivo del presente trabajo fue evaluar 
el posible efecto de FGF-2 sobre la senes-
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cencia en cultivos de CMM y su papel en 
la regulación del estrés oxidativo. Se esti-
mó la senescencia y el estrés oxidativo de las 
CMM tratadas con FGF-2 a dosis de 3, 5 y 
7,5 ng durante los pases 5 y 7 mediante la 
detección de la actividad de la enzima β-ga-
lactosidasa y la presencia de especies reacti-
vas de oxígeno (ROS).

Materiales y métodos

Materiales y reactivos

Medio Eagle modificado Dulbecco bajo 
en glucosa con rojo fenol (DMEM) (Sig-
ma-Aldrish®) ref. d5523, factor de creci-
miento fibroblástico (FGF-2) (Peprotech®) 
ref.405-33, suero fetal bovino (SFB) (Gib-
co®) y 1% de penicilina-estreptomicina (P/E) 
(Biowest). Kit de ensayo de detección de es-
pecies de oxígeno (f luorescencia naranja) 
(Abcam®) ref: ab186028.

Establecimiento del Cultivo 

Las CMM fueron obtenidas a partir de ge-
latina de Wharton CMM-gW, de CU, do-
nadas por la Universidad de Antioquia e 
identificadas como el vial #4 en pasaje #1. 
Fueron descongeladas el 09/10/2017 en el 
Laboratorio de cultivo celular, de la Univer-
sidad del Tolima, en condiciones de baño 
maría a una temperatura de 37°C durante 
2 min; la solución celular se llevó a un tubo 
falcón de 15mL y se centrifugó a 1500 rpm 

durante 3 min, luego, el sobrenadante fue re-
movido y completado a un volumen de 1mL 
utilizando medio de cultivo, DMEM con 
rojo fenol, suplementado con 15% de SFB y 
1% de P/E. El recuento de células se realizó 
mediante cámara de Neubauer y las células 
se sembraron en un Flask T75 (Flasks de 75 
cm2 - NEST®) a una densidad celular de 1 x 
106 y se incubaron a 37°C con CO2 al 5%. 
El primer cambio de medio, se realizó des-
pués de 4 días, cuando las células alcanzaron 
una confluencia del 80 al 100%, se tripsini-
zaron con Trypsin-EDTA 0,05% (Gibco®) y 
se cultivaron en f lasks T23 (FlaskT25 cm2 
- TPP®) a una densidad de 2 x 105 células en 
DMEM con 15% FBS y 1% de P/E. Pasadas 
24 horas se realizó cambio de medio, el cual 
se realizó en cada pasaje hasta llegar al sex-
to pase. Para los ensayos experimentales, las 
células se sembraron en placas de 96 pozos 
a una densidad celular de 1x103, y se man-
tuvieron bajo las condiciones descritas ante-
riormente; para los tratamientos con FGF-2, 
este se añadió en el medio de cultivo en dos 
concentraciones diferentes: 3,5 y 7,5 ng, du-
rante cada cambio de medio, es decir, cada 
2 días, consecutivamente desde el estableci-
miento del cultivo. 

Senescencia asociada a la actividad de 
la β-galactosidasa

Las CMM se cultivaron en placas de 96 po-
zos, luego se fijaron con paraformaldehído 
al 4 % durante 5 minutos, posteriormente 
se tiñeron durante 12h en solución X-Gal (1 
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mg/ml de 5-bromo-4-cloro3-indolil-D-ga-
lactopiranósido, 2 mM de MgCl2, 5 mM de 
K4F6, 5 mM de K3Fe6, 150 mM  de NaCl, 
disueltas en tampón de ácido cítrico/fosfa-
to (concentraciones finales: ácido cítrico 20 
mM, fosfato de sodio 40 mM, pH 5,5) .

Ensayo de estrés oxidativo

Se identificaron las ROS, durante los pasa-
jes 5 y 7. Esta prueba se realizó en placas de 
96 pozos, donde se cultivó una densidad de 
2,5x103 células/cm2, hasta obtener una con-
f luencia entre 50-70%. Las células se tiñeron 
con el kit de ensayo de detección de ROS 
(Orange Fluorescence, Abcam) (ab18608) 
(abcam®) de acuerdo con las instrucciones 
del fabricante. Como control positivo, se 
utilizaron células tratadas con peróxido de 
hidrógeno (H2O2) 0,2 mM en  PBS (1x). Pa-
ralelamente, el grupo control fue tratado con 
la misma solución de PBS sin H2O2 durante 
4 h. Finalmente las células se observaron por 
medio del Floid™Cell Imaging Station a in-
tensidad de 570nm.

Viabilidad nuclear

La viabilidad celular, se determinó mediante 
cuantificación con  tinción de azul de tri-
pán, en una cámara neubauer. La integridad 
nuclear se determinó con tinción de DAPI, 
identificando, los cambios morfológicos que 
presentan los núcleos y diferenciando aque-
llos que presentaban cromatina condensada 
y fragmentación, durante los pasajes 5 y 7. 

Análisis estadístico

Se realizaron 5 pruebas en el cultivo de 
CMM-gW tratadas con las dos dosis de 
FGF-2 (3,5 ng y 7,5 ng) durante los pasajes 
5 y 7; se llevaron a cabo 5 réplicas por expe-
rimento. Se utilizó el programa estadístico 
Infostat (versión 2014) donde la distribución 
de datos fue analizada con el test de Shapi-
ro- Wilks, y el análisis de comparación entre 
grupos fue realizado con el test ANOVA con 
medidas repetidas para los datos paramé-
tricos y el test de Kruskall - Wallis para los 
datos no paramétricos. Las diferencias es-
tadísticas fueron consideradas con un valor 
p<0,05.

Resultados

Cultivo de CMM

Durante la aplicación de los tratamien-
tos con FGF-2 no se observaron cambios 
en la morfología celular respecto al grupo 
control. Adicionalmente durante los pasa-
jes 3, 4 y 5 no se detectaron cambios entre 
los tratamientos de FGF-2 y controles. Por 
otra parte, en el pasaje 4, se evidencia un in-
cremento en la proliferación celular de 7% 
para el tratamiento 3,5 ng y de 18% en el 
tratamiento de 7,5ng, respecto al control. 

La proliferación celular se fue reduciendo 
durante cada aumento de pasaje, este efecto 
se observó tanto en los controles como en 
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los tratamientos, que, aunque también pre-
sentaron una disminución de la viabilidad, 
el porcentaje de células en cultivo fue ma-
yor en las células tratadas con FGF-2.

En el pasaje 5, el control presentó una con-
f luencia (61%), el tratamiento de FGF-2 3,5ng 
(68%) mientras que el tratamiento de FGF-
2 7,5ng permaneció estable (86%), para el pa-
saje 6 se presentó una tendencia al descen-
so de la proliferación, en el cultivo control  

En el pasaje 5, la viabilidad celular, mostró, 
que los datos no tienen una distribución 
normal (p<0,0001), por lo tanto se realizó 
la prueba de Kruskal Wallis, donde se evi-
denciaron núcleos sin daño en los grupos 
experimentales FGF-23,5ng y FGF-27,5ng con 
una significancia 99,5 (p<0,001). Este re-
sultado también se comprobó en el porcen-
taje de núcleos que presentan daño por frag-
mentación, donde las dos dosis de FGF-2,  

(39%), FGF-2 3,5ng (55%), FGF-2 7,5ng (79%); 
para el pasaje 7, la conf luencia del cultivo 
control (34%), y los tratamientos FGF-2 

3,5ng (53%), FGF-2 7,5ng (62%). Las dosis de 
FGF-2, muestran un mayor porcentaje de 
proliferación celular respecto al control y 
una disminución de la viabilidad del cultivo 
de manera acentuada demostrando que la 
aplicación de este factor, reduce el proceso 
de senescencia y muerte celular prolongan-
do la vida útil del cultivo (figura 1).

Figura 1. Viabilidad celular. Método Azul de tripán.

presentan una diferencia significativa res-
pecto al control positivo ( en este caso se 
indujo a daño celular con H2O2) (p<0,01) 
.La viabilidad de núcleos en el pasaje 7, evi-
denció una diferencia significativa entre los 
tratamientos de FGF-2 y el control positivo, 
(p<0,001). Estas diferencias no se presentan 
en el control negativo, que es el cultivo sin 
tratamientos de FGF-2 (figura 2 y 3).
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Figura 3. Viabilidad de Núcleos, utilizando DAPI, en el pasaje 7. Diferencias significativas (*) 
p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001; (****) p<0,0001.

Figura 2. Viabilidad celular mediada por la fragmentación nuclear viabilidad de Núcleos, 
utilizando DAPI, en el pasaje 5. 

Senescencia asociada a la actividad de 
la β-galactosidasa

Para determinar la senescencia celular se 
analizó el porcentaje del área total de cé-
lulas senescentes en el pasaje 5 y pasaje 7; 
los resultados en el pasaje 5, muestran una 
diferencia significativa (p<0.0001;) entre 
los tratamientos de FGF-2 con respecto al 
control positivo, cambios que se ven ref le-
jados en la morfología, como aumento de 

tamaño y forma alargada, que junto con 
la presencia del color azul generado por la 
producción lisosomal de la enzima β-galac-
tosidasa, confirman el estado senescente del 
cultivo (Figuras 4 y 5).  Esta diferencia sig-
nificativa en el pasaje 7 fue (p<0,001) entre 
FGF-2 3,5 ng con respecto a ambos controles 
(+) y (-), pero FGF-2 7,5 ng. El pasaje 7 no 
mostró una diferencia estadística, respecto 
al control negativo.
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Figura 4. Ensayo de β-galactosidasa asociada a la senescencia. 

A) Control positivo mediante UV, en el 
paso 5. B). Control positivo mediante UV, 
en el paso 7. C). Control negativo, en el pa-
saje 5. D) Control negativo en el pasaje 7. 
E) FGF-2 3,5 ng en el pasaje 5, F) FGF-2 

3,5 ng en el pasaje 7. G) FGF-2 7,5 ng en el 
pasaje 5 H) FGF-2 7,5 ng en el pasaje 7. Mi-
crografías tomadas en microscopio inverti-
do a (20X), barra de escala = 10 µm
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Figura 5. Ensayo de β-galactosidasa asociada a la senescencia. Diferencias significativas frente al control 
*p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001 y ****p<0,0001. Los datos se representan como media ± SEM.

Ensayo de estrés oxidativo

El estado senescente ha sido asociado con 
la producción de radicales libres, por tal 
motivo se evaluó la producción de estos, 
tanto en el pasaje 5 como en el pasaje 7 
donde se determinó a partir de la intensi-
dad de la f luorescencia presentada por la 
actividad de ROS en las CMM. Se deter-
minó que la producción de ROS  se presen-

tó tanto en los controles positivos, como 
en los negativos (figura 6). En el pasaje 
5, solo el tratamiento con FGF-2 7,5 ng 
mostró una disminución en la detección 
de ROS con respecto al control negativo 
(p<0,0001). Lo mismo ocurrió en el pasaje 
7, las CMM tratadas con FGF-2 7,5 ng de-
mostraron una disminución significativa 
(p<0,0001;) entre el control negativo y el 
positivo (Figuras 6, 7 y 8). 
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Figura 6. Estrés oxidativo de MSC en el Paso 5. Microfotografías (20X), barra de escala = 10 µm.
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Figura 7. Estrés oxidativo de MSC en el Paso 7. Microfotografías, tomadas de Floid™ (20X), 
barra de escala = 10 µm
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Figura 8. Estrés oxidativo de MSC en los pasajes 5 y 7. Diferencias significativas frente al control 
*p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001 y ****p<0,0001. Los datos se representan como media ± SEM.

Discusión

El proceso de senescencia celular fue descri-
to por Hayf lick en 1961, donde la capacidad 
proliferativa del cultivo disminuye progre-
sivamente (26), presentando cambios en la 
morfología y funcionalidad de las células, el 
cual se asocia con una disminución de la en-
zima telomerasa y la producción de radica-
les libres (27–29). En las células senescentes 
aumenta el tamaño y se activa la actividad 
de la enzima β-galactosidasa (10,19,30), es-
tas células, además, secretan factores como 
citoquinas, que afectan el crecimiento y la 
migración celular, experimentando una de-
tención irreversible del crecimiento, pero 
siendo metabólicamente activas (19). 

En las CMM cultivadas in-vitro, la acti-
vación de la senescencia se da de manera 

prematura y se denomina senescencia repli-
cativa, la cual se ve inducida por el estrés 
oxidativo, afectando no solo la proliferación 
celular, sino también la capacidad de las cé-
lulas de diferenciarse hacia linaje: osteogé-
nico y adipogenico (19). En este estudio se 
encontró que la aplicación exógena FGF-2 
en diferentes dosis, puede reducir este efec-
to. Sin embargo, en el cultivo a largo plazo 
se observó un aumento de células senescen-
tes, tanto en los tratamientos con FGF-2 
como en el control, este cambio se generó 
de manera consecuente con el aumento del 
pasaje celular (Figura 4).

La enzima β-galactosidasa utilizada como 
marcador de senescencia en este estudio, es 
una hidrolasa localizada en el lisosoma que 
cataliza la hidrólisis de terminal residuos 
de galactosa ligados a β en glicoproteínas 
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y glicolípidos (27). La actividad de la en-
zima β-galactosidasa, disminuye durante la 
proliferación y solo se detecta cuando hay 
inducción de senescencia, al haber un au-
mento lisosomal (28), por lo que se sugie-
re, que el aumento de vesículas lisosomales, 
productoras de esta enzima, son causados 
por una acumulación de proteínas, lípidos, 
ARN y ADN, que afectan las condiciones 
celulares. 

Otros autores refieren que los cambios mor-
fológicos asociados a la senescencia también 
pueden estar relacionados con un posible 
bloqueo en la división celular, dado por el 
acortamiento de los telómeros, y la activa-
ción de genes como el P53 (32–34). 

Al realizar el ensayo de la producción de 
la enzima β-galactosidasa en el pasaje 5, se 
evidencia una diferencia significativa entre 
el control y tratamientos con FGF-2 y a pe-
sar del aumento de células senescentes en 
todos los tratamientos, esta diferencia tam-
bién se presenta en el pasaje 7 (Figuras 4 
y 5). Este resultado concuerda con los ge-
nerados en el estudio  de Ito y colaborado-
res (25), donde se observó que el cultivo de 
CMM – obtenidas de medula ósea-, a largo 
plazo, detuvo su crecimiento celular en fase 
G1, y que la aplicación  de FGF-2 supri-
mió durante los primeros 10 días  de cultivo 
este efecto senescente; sin embargo,  al día 
50 el cultivo presentó 40% de senescencia, 
no obstante, en los tratamientos control (en 
ausencia de FGF-2) el porcentaje de células 

senescentes a los 10 días fue del 20,5% y a 
los 50 días este porcentaje había aumentado 
al 57,6%; finalmente después de 150 días de 
cultivo, todas las células incluyendo las del 
tratamiento con FGF-2  mostraron una dis-
minución en su capacidad proliferativa (25). 

De esta manera se concluye con los resulta-
dos obtenidos, que el FGF-2 podría actuar 
como un atenuante del efecto senescente 
más no como un supresor de la senescen-
cia en cultivo, dado a que actúa retrasando 
su efecto en el cultivo. A esto cabe resaltar 
la importancia que tiene la fuente de ob-
tención de las CMM y una adecuada suple-
mentación con factores de crecimiento para 
ampliar la vida útil del cultivo (31).  Adi-
cionalmente la suplementación de FGF-2 en 
el medio de cultivo no solo podría pospo-
ner la aparición de la senescencia, sino que 
también ayudaría a mantener la capacidad 
desdiferenciación de las células. 

Otros autores han reportado que la deficien-
cia de FGF2 acelera el proceso de senescen-
cia, dado a que el FGF-2 contribuye a man-
tener activa la división celular, evitando que 
las células entren en fase G1, (35,36).

La senescencia celular puede ser inducida 
por especies reactivas de oxígeno (ROS), las 
cuales son moléculas inestables y su acumu-
lación conduce al estrés oxidativo, daño al 
ADN y daño a las proteínas, en un ambien-
te in-vivo, este proceso se ve mediado por 
con antioxidantes (27). El estrés oxidativo 
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resultante del aumento de la producción de 
ROS, puede causar daños severos a las ma-
cromoléculas biológicas, afectando la proli-
feración celular y provocando la senescencia 
celular (37,38). En este estudio se demostró 
que el FGF-2 en las CMM no solo contri-
buye al mantenimiento del cultivo, también 
promueve la regulación de las ROS intra-
celulares, dado que los resultados indican 
que en el pasaje 5 y 7, la diferencia entre los 
tratamientos con FGF-2 y controles, pre-
sentan diferencia significativa con respecto 
al control (-).

Sin embargo, las ROS se han implicado 
progresivamente en la regulación fisiológi-
ca y la coordinación de diferentes procesos 
celulares, su inf luencia en el destino de las 
células madre podría revelar cómo el en-
vejecimiento de las células madre está re-
lacionado con la enfermedad asociada con 
la edad (39), pero los niveles altos de ROS 
causan la senescencia de las células madre 
y muerte (40), por lo que se requieren estu-
dios sobre las proteínas responsables de la 
senescencia y muerte celular en condiciones 
altas de ROS en células madre (41).

Conclusión

En este estudio, se encontró que el FGF-
2 redujo el efecto del estrés oxidativo so-
bre el cultivo de las CMM  a pesar que el 
efecto senescente y la producción de ROS 
es un estado irreversible del cultivo celular.
Las dosis evaluadas contribuyeron a ate-

nuar este proceso, prolongando la vida útil 
del cultivo y de esta manera promover a las 
CMM de  gelatina de wharton por sus ca-
pacidades proliferativas, como un potencial 
terapéutico que junto con la exposición de 
factores de crecimiento, como el FGF-2,  
podrían mejorar su utilidad,  en cultivo  
invitro, generando la cantidad necesaria 
para un trasplante exitoso. Adicionalmente 
la suplementación de FGF-2 en el medio de 
cultivo no solo podría retrasar la aparición 
de la senescencia, sino que también ayuda-
ría a mantener la regulación de ROS en el 
cultivo, de esta manera se propone, ampliar 
los estudios en este campo de investigación. 
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