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Influence of fibroblast growth factor 2 on stem cells in vitro
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Resumen

Elinterésy la necesidad de estudiar las células madre en terapias regenerativas han aumentado en los Ultimos
anos debido a su capacidad de proliferacion y diferenciacion hacia multiples linajes. Desafortunadamente, el
numero de células demandado para un trasplante satisfactorio es mayor al que se logra extraer directamente
del paciente, por lo que se deben realizar cultivos in vitro de células madre. Sin embargo, con el tiempo
las células de estos cultivos se vuelven senescentes, disminuyendo asi su nimero de divisiones celulares
y su capacidad proliferativa. Para solucionar esta problematica se han propuesto factores de crecimiento
como agentes potenciadores de la proliferacion celular. Entre estos se encuentra el factor de crecimiento
fibroblastico 2, que al agregarse al medio podria promover la proliferacion y aumentar el tiempo de vida
de las células en cultivo. En la siguiente revision se recopila informacion sobre la biologia de este factor de
crecimiento y el tipo de sefalizacion que utiliza, al igual que sus aplicaciones en terapia regenerativa y su
efecto en la proliferacion celular y senescencia.
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Abstract

The interest and need to study stem cells in regenerative therapies has increased in recent years due to their
ability to proliferate and differentiate into multiple lineages. Unfortunately, the number of cells needed
for a successful transplant is greater than that obtained directly from the patient, so in vitro cultures of
stem cells must be done. However, over time the cells in these cultures become senescent, decreasing their
number of cellular divisions and their proliferative capacity. To solve this problem, different growth factors
have been proposed as promoting agents for cell proliferation. Among these is the fibroblast growth factor
2 which, when added to the medium, could promote proliferation and increase the life time of the cells in
the culture. The following review compiles information about the biology of this growth factor and the type
of signaling it uses, as well as its applications in regenerative therapy and its effect on cell proliferation and
senescence.
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INTRODUCCION

La utilizacién de Células Madre (CM) en ingenieria
de tejidos ha aumentado en las tultimas décadas
debido a que estas células representan una fuente
autéloga para posibles tratamientos de enfermedades
como Alzheimer, Parkinson, cancer y diabetes, entre
otras (Carvalho et al. 2013, Espinoza et al. 2016,
Herndndez et al. 2011, Quimby y Borjesson 2018).
Sin embargo, el nimero de CM extraidas directa-
mente del paciente es insuficiente para un trasplante
exitoso, por lo que, generalmente, se requiere realizar
una expansién in vitro (Brizuela et al. 2013, Yang
2018). Desafortunadamente, se ha observado que des-
pués de un prolongado tiempo en cultivo las células
pierden progresivamente su capacidad proliferativa
y su funcién de auto-regeneracién, ocasionando al-
teraciones en su morfologia, lo que dificulta su uso
en terapia regenerativa (Apel et al. 2009, Baker et
al. 2015, Richardson et al. 2016). Para mantener el
funcionamiento adecuado de las CM sin alterar su
respectivo fenotipo se ha propuesto el acondiciona-
miento del medio de cultivo con factores que pro-
mueven la proliferacién y benefician el metabolismo
celular, inhibiendo la muerte y el envejecimiento de
las células (Gharibi y Hughes 2012, Inoue et al. 2007).

A nivel in vitro, Mckay et al. (1989) estimularon sig-
nificativamente la divisién celular en explantes epite-
liales mediante la adicién de factores de crecimiento
fibrobldstico (FGF'). Posteriormente, Taupin et al.
(2000) demostraron que la influencia de la adicién
de factores como el FGF-2, contribuye al aumento de
la tasa proliferativa del cultivo celular. De este modo,
la implicacién de FGF en un cultivo in vitro puede
proporcionar un ambiente éptimo para la expansion
celular que estimula la capacidad de diferenciacién
de las CM.

Con el propésito de evidenciar el efecto que tiene la
aplicacion de FGF-2 en la supervivencia del cultivo
de CM, se presenta la siguiente revision de tema, rea-
lizada mediante una busqueda bibliografica en bases
de datos como Scopus, Scielo, Science Direct y Pub-
Med, utilizando palabras estratégicas como: “FGF-
27 “terapia celular”, “células madre”, “stem cells”,
“cell proliferation”. Los articulos fueron seleccionados
de acuerdo con su importancia y aplicabilidad para
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el tema tratado.

BIOLOGIA DEL FACTOR DE CRECIMIENTO Fl-
BROBLASTICO 2 (FGF-2)

Los FGF son un conjunto de proteinas y péptidos
bioreguladores que intervienen en el desarrollo de
diferentes tejidos. Esta familia estd compuesta por un
grupo de 23 miembros identificados en vertebrados e
invertebrados los cuales varian en peso molecular de
17 a 34 kD (Kurosu et al. 2006, Zhang y Li 2016).

El FGF-2, al igual que los otros miembros de la
familia de FGF, posee una secuencia conservada (16-
65 %), la cual tiene un dominio de 120 aminodcidos
que interactian con receptores especificos (FGF-
R) que presentan tres dominios extracelulares tipo
inmunoglobulina y un dominio intracelular tirosina
quinasa (Korsensky y Ron 2016).

De acuerdo con su funcionalidad este factor presenta
senalizacion paracrina y esta implicado en aspectos
del desarrollo celular que incluyen la proliferacién,
crecimiento y diferenciacién; también actiian sobre
diferentes tipos de células con el fin de regular funcio-
nes fisiolégicas como la angiogénesis, el crecimiento
celular, el desarrollo embrionario, la regulacién meta-
bdlica, la migracion celular y la reparacién de tejidos
(Markan y Potthoff 2016, Yonemitsu et al. 2019).

RUTAS DE SENALIZACION CELULAR IMPLICA-
DAS EN PROLIFERACION CELULAR

Los FGF realizan su accién proliferativa mediante
la activacion de diferentes vias de senalizacion ce-
lular. Estos pueden tener interacciones directas con
receptores especificos de membrana (FGF-R) o con
otras proteinas celulares ligadas a receptores HSPG,
que llevan a la activacién de receptores tirosina qui-
nasa y extienden cascadas de senalizacién de la via
RAS (Fernandes-Freitas y Owen 2015, Naugler et al.
2015).

El FGF-2 presenta senalizacién paracrina, es decir,
se encarga de realizar enlaces de alta afinidad con
receptores HSPG que sirven como cofactores para
la interaccién con los FGF-R (Coutu et al. 2011), y
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estos a su vez activan cascadas de senalizacién como
RAS/RAF/MAPK, PI3K/AKT y PLC~, cumplien-
do un papel fundamental en el desarrollo de érganos
como el corazén, el cerebro, el misculo y los rifiones
(El Agha et al. 2016).

FGF-2 Y SU IMPLICACION EN LA SUPERVIVEN-
CIA DE CELULAS MADRE

La utilizacién de las CM en terapia regenerativa ha
aumentado en la ultima década gracias a su capaci-
dad de diferenciarse hacia varios tejidos (Cui et al.
2017); lo anterior se evidencia en una busqueda en el
banco de datos del Instituto Nacional de Salud de Es-
tados Unidos (https://www.clinicaltrials.gov); utili-
zando el término Mesenchymal stem cell, el 10-06-
2019 se encontraron 757 estudios clinicos al respecto,
variando entre trasplante para enfermedades pulmo-
nares y diabetes (Can et al. 2017), reconstruccién del
epitelio corneal (Ziaei et al. 2017), tratamientos en
Alzheimer (Wang et al. 2018), etc.

No obstante, a nivel in vitro, las CM necesitan ser
estimuladas para prevenir el envejecimiento prema-
turo, también conocido como senescencia replicativa
(de Magalhaes y Passos 2018, Hong et al. 2019).
Debido a que con el aumento del nimero de pasajes
las caracteristicas proliferativas y el potencial de
diferenciacion de las CM se van perdiendo, su uso en
terapia celular se ve afectado (Guo et al. 2010, Hong
et al. 2019, Wang et al. 2015, Zhai et al. 2019). En
este proceso, el FGF-2 juega un papel estratégico al
desencadenar la activacion de cascadas intracelula-
res, responsables de la proliferacién y diferenciacién
que potencian la vida del cultivo (Lai et al. 2011).

La funcionalidad de los FGF es bastante extendi-
da, dada su influencia en el desarrollo embrionario
(Dermargos y Armelin 2007), encargdndose de la
migracién y diferenciacién celular que da lugar a la
formacién de érganos (Ahn et al. 2009, Chen et al.
2019, Novais et al. 2019, Ornitz y Itoh 2001). En la
etapa adulta, los FGF son mitégenos potenciales en
la cicatrizacién de heridas y angiogénesis; ademas,
algunos FGF actiian manteniendo la homeostasis de
acidos biliares, glucosa y fosfato (Brewer et al. 2016).

Actualidades

Actual. Biol. 41 (111): 45-52, 2019 | DOI:10.17533/udea.acbi.v41n111a03

Este factor es descrito como un importante mitégeno
que contribuye a preservar la multipotencialidad de
las CM. Adicionalmente, Coutu et al. (2011) sugirie-
ron que la adiciéon de FGF-2 en el medio de cultivo
podria regular el estado de senescencia a través de
los receptores FGF-R1/2. Nowwarote et al. (2015)
registraron que el FGF-2 promueve la proliferacién
celular mediante la activacién de la via PI3K/AKT,
manteniendo el cultivo celular con sus caracteristicas
de auto renovacién.

APLICACION DEL FGF-2 A UN CULTIVO CELU-
LAR

Diferentes autores mencionan que la adicién de FGF-
2 promueve la proliferacién celular. Bianchi et al.
(2014) evidenciaron que un cultivo de CM extraidas
de médula ésea de donantes sanos con edades entre 3
a 49 afos, cultivadas en una densidad de 2 a 5 x 106
células en 100 mm en medio Ham’s F-12 enriquecido
con suero fetal bovino (SFB) al 10% y 1 ng/ml de
FGF-2, logré incrementar gradualmente la formacién
de telémeros, mientras que en los cultivos control
carentes de FGF-2, la longitud de los telémeros en las
células disminuyé constantemente. Adicionalmente
evidenciaron que el FGF-2 aumentd la tasa de proli-
feracion celular y retrasé el cambio en la morfologia
de estas, el cual se vio influenciado en funcién de
la edad. La adicién de FGF-2 indujo también una
pérdida del potencial condrogénico de estas células.

Otros autores como Zheng et al. (2004), evaluaron la
capacidad de este mismo factor en la manutencién de
CM de precursor neural encontradas en la zona sub-
ventricular del cerebro de ratén, determinando que
este factor contribuye no solo a la proliferacién neural
sino que también a la astroglial y a la induccion de
progenitores oligodendrogliales.

Estos estudios son apoyados por Wang et al. (2015),
quienes aislaron células madre de médula Osea del
panda gigante (Ailuropoda melanoleuca) e investiga-
ron el potencial de proliferacion y diferenciacién de
estas células a nivel in vitro en adicion del FGF-2, el
cual ha demostrado desempenar un papel fundamen-
tal en el mantenimiento, diferenciacién y aumento de
la longitud de telémeros. Durante el procedimiento,
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las células fueron cultivadas a 37 °C, en un medio
enriquecido con 10 ng/ml de factor de crecimiento
epidérmico. Ademads, se realizaron diferentes trata-
mientos donde variaba la concentracion de FGF-2,
siendo estos: 0, 1, 5, 10 ng/ml; los autores encontra-
ron una mayor capacidad proliferativa en las células
enriquecidas con 5 ng/ml de FGF-2, demostrando
ademas que la via de senalizacion ERK es fundamen-
tal en este proceso.

Posiblemente el FGF-2 disminuye el proceso de se-
nescencia a nivel in vitro y el envejecimiento in
vivo, donde los telomeros se van acortando debido
a la replicacién unidireccional de las polimerasas del
ADN. De esta forma, Bianchi et al. (2003) indicaron
que el FGF-2 selecciona un subconjunto de células
progenitoras con telémeros mas largos que, al culti-
varse en baja densidad y la presencia de este factor,
incrementan la vida util de las CM; adicionalmente,
este factor demostré ser fundamental en el proce-
so de autorrenovacién celular. Sin embargo, aunque
Bianchi et al. (2003) y Wang et al. (2018) describen
su potencial de diferenciacién condrogénico, la dosis
determinada para una proliferacién exitosa varia de
1 a 5 ng/ml. Por ende, es primordial conocer otros
registros de dosis de este factor junto a sus interac-
ciones con otros factores de crecimiento.

Eom et al. (2014) determinaron la capacidad prolife-
rativa de diferentes FGF, extrayendo CM de médula
Osea y adicionando factores de crecimiento tales co-
mo: FGF-2 (1 ng/ml), FGF-4 (10 ng/ml) y HGF (10
ng/ml) al medio de cultivo, donde evidenciaron el
aumento en la proliferacién celular en aquellos tra-
tamientos que contenian FGF 2. También se reportd
que hay una activacién de la via ERK por medio del
FGF-2, sugiriendo que este factor podria suprimir el
proceso de senescencia celular.

Recientemente, Lee et al. (2018) sometieron expe-
rimentalmente a las CM de médula 6sea humana a
hipoxia y aplicaron 5 ng/ml de FGF-2, diferenciando
los siguientes tratamientos: normoxia / FGF-2 (—),
normoxia / FGF-2 (+), hipoxia / FGF-2 (—) e hipo-
xia / FGF-2 (4). La hipoxia fue inducida colocando
las células en una incubadora que contenia 1% de
O3 en 37 °C; los autores denominaron normoxia
cuando la incubadora contenia 21 % de Os. Como
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resultado demostraron que las condiciones de hipoxia
y normoxia no eran significativas en la proliferacion
celular, como si lo era la presencia del FGF-2, donde
aumento significativamente el nimero de colonias en
el cultivo.

EFECTO DEL FGF-2 EN UN CO-CULTIVO DE CM

Coutu et al. (2011) demostraron que enriquecer el
cultivo con 4 ng de FGF aumenta la proliferacién
celular y que al encontrarse en un co-cultivo con adi-
pocitos, estimula la diferenciaciéon hacia este linaje
celular. Por otro lado se ha demostrado que en un
cultivo con FGF-2 y durante un periodo de 10 a 50
dias se evidencia una notable disminucion de células
senescentes, posiblemente debido a que el FGF-2
ademas de estimular la proliferacién actiia dando una
senial negativa a la expresién de la proteina TGF-52,
responsable de la senescencia celular (Ito et al. 2007).

Nawrocka et al. (2017) aislaron CM de tejido adi-
poso subcutaneo de donantes sanos y pacientes con
diabetes tipo 2, las cuales fueron mantenidas en
medio DMEM al cual se anadié 1% de antibidtico
y 10% de SFB a 37 °C, y evaluaron la accién del
FGF-2 en dosis de 5 y 10 ng/ml, el cual se agregd
directamente al cultivo y fue revisado después de 7
dias. Como resultado se obtuvo que la proliferacién
celular disminuy6 constantemente, aunque la dosis
de FGF-2 de 5 ng/ml indujo la proliferacién de
las CM de tejido adiposo. Adicionalmente en los
cultivos tratados se observé un aumento de células
alargadas con un nicleo central, las cuales, en 7
dias, formaron multiples capas; ademas en el co-
cultivo de CM extraidas de pacientes con diabetes
tipo 2 y CM de pacientes sanos, el FGF-2 aumenté la
tasa de proliferacion celular y disminuy¢ el efecto de
senescencia y apoptosis.

DISCUSION

Caracteristicas como la capacidad proliferativa, la
regeneracién de tejidos y la plasticidad fenotipica,
han hecho que las CM sean postuladas como una
fuente potencial para la terapia regenerativa (Can
et al. 2017, Huang et al. 2011, Katsares et al. 2009).
Sin embargo, para un trasplante exitoso es necesario
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obtener suficiente cantidad de células, por lo que
es fundamental un proceso de expansién in vitro;
no obstante, su potencial de diferenciaciéon y creci-
miento celular se ve comprometido después de un
largo tiempo en cultivo, dando lugar a un proceso
de detencion celular denominado senescencia (Chen
et al. 2015, Cui et al. 2017, Drela et al. 2014). El
FGF-2 es propuesto como un factor capaz de atenuar
procesos como la senescencia y el estrés oxidativo
(Dolivo et al. 2016). Aunque entre los estudios ex-
puestos durante esta revisién se discriminan diferen-
tes concentraciones del FGF-2, al analizar las dosis
tratadas se puede considerar que el mejor resultado
en la manutencién del cultivo se logré aplicando 5
ng/ml de FGF-2. A pesar de que en estos cultivos
las células muestran un aumento en la proliferacién
celular, después de un largo tiempo in vitro, entran en
un estado de senescencia celular o limite de Hayflick
(Meng et al. 2017). Ito et al. (2007) reportan que
la estimulacion del FGF-2 en un cultivo de CM al
dia 50 presentaba el 40 % de células senescentes, no
obstante, en los tratamientos control (en ausencia de
FGF-2) el porcentaje de células senescentes a los 50
dias, fue 57,6 %, por lo que es posible concluir que
este factor de crecimiento logra atenuar el proceso de
senescencia celular, prolongando el tiempo de vida de
las células.

Rubio-Vargas et al. (2018) encontraron que la adicién
de FGF-2 en el cultivo disminuyé la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS), evidenciando
que este factor no solo contribuye al mantenimiento
del cultivo, sino que también promueve la regulacién
de ROS intracelulares. Cabe resaltar que las ROS
son los principales mediadores de senescencia celular
durante la expansién in vitro; ademas de los danos
causados por el estrés oxidativo como lo son el dano
de ADN y la ruptura de membrana, se ha demostrado
que las ROS inducen a la diferenciacién de las células,
lo que limita su utilizacién a nivel in vitro.

Por lo anterior, el FGF-2 podria actuar como un
factor antioxidante, reduciendo la concentracién de
ROS vy, en consecuencia, el estado de senescencia
celular. Sin embargo, para corroborar esta hipdtesis,
es necesario realizar un estudio de senalizacién de
vias celulares. Pese a los resultados positivos que se
obtienen de la aplicacion del FGF-2 en el medio,
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algunos estudios como el de Preda et al. (2015),
quienes cultivaron CM con medio enriquecido con
factor de crecimiento transformante beta 1 (TGFB1)
(10 ng/ml) y FGF-2 (50 ng/ml), demostraron que
aunque la aplicacion del FGF-2 promueve un au-
mento en la proliferacién celular, presenta un efecto
citotéxico al producir un colapso en el indice celular.

Estos resultados son contradictorios ya que otros
autores como Sah et al. (2019) han utilizado el FGF-2
en la elaboracién de matrices sintéticas que permiten
conservar el fenotipo inicial de las CM de muisculo
esquelético; las células cultivadas en dicha matriz
fueron aisladas de los musculos de las extremidades
posteriores de ratones ICR (Institute of Cancer Re-
search) de 6 a 8 semanas de edad y sembradas en
medio de crecimiento (Ham-F10 con suero de caballo
al 20%, 1% penicilina-estreptomicina, 5 ng/ml de
FGF2 humano, en una incubadora con 5% de CO2
a 37 °C), registrando un estado indiferenciado de las
células cultivadas en dicha matriz y demostrando una
fuerte capacidad de proliferacién. Este estudio fue
corroborado por los andlisis de Endo et al. (2019).
Estos estudios informan que el acondicionamiento
del medio de cultivo con FGF-2 promueve la proli-
feracién de CM mediante la adicién de 10 ng/ml de
FGF-2 a partir del pasaje 0, debido a que el FGF-
2 mejora el potencial mitético y no conduce a las
células a diferenciacién, regulando la expresion del
gen SOX2.

CONCLUSIONES

Los FGF cumplen variadas funciones en el desarrollo
embrionario como mitégenos y proteinas senaliza-
doras de proliferaciéon, migracién y diferenciacion
celular; en la etapa adulta, los FGF son esenciales
como moléculas homeostéticas encargadas de regular
diferentes procesos metabdlicos, como la produccién
de acido biliar, fosfatasa y glucosa en el individuo.

Diferentes estudios han registrado sobre la accién
del FGF-2 en la proliferacion celular a nivel in vi-
tro caracteristicas que los postulan como elemen-
tos claves en la terapia regenerativa y la ingenieria
de tejidos. Adicionalmente se ha demostrado que
el FGF-2 puede retrasar el tiempo de senescencia
celular en el cultivo y posiblemente puede disminuir
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la cantidad de ROS en la célula. Sin embargo, las
concentraciones analizadas varian desde 1 ng hasta
10 ng, encontrandose hasta el momento como mejor
opcién la concentracion de 5 ng/ml, la cual facilita la
proliferacion celular sin promover una diferenciacién
especifica de la célula; ademds, ain son pocos los
estudios a nivel molecular que se han realizado sobre
las vias de senializacién de los FGF-2 en las CM, y
no se tiene claridad sobre los mecanismos implicados
en este proceso, por lo que se requiere realizar mas
estudios del FGF-2 para comprender su biologia y
sus diferentes vias de accién.

Estudios recientes reportan que el FGF-2 es un me-
diador del estado pluripotente de las células, el cual
influencia la activacién de la ruta de senalizacién
MAPK, y, a partir del enriquecimiento del medio
con diferentes tratamientos de FGF-2 (100 ng/ml;
5 ng/ml y sin adicién de FGF-2), concluyeron que
las CM requieren la presencia de este factor de
manera exogena para mantener la auto-renovacién
y la capacidad de diferenciarse; ademés, mediante la
deteccion de proteinas se encontré que la ruta MAPK
es activada por FGF-2 y permite a las células estar en
su estado indiferenciado (Haghighi et al. 2018), por
lo que se necesita conocer qué rutas de senalizacién
estan implicadas en los procesos de proliferacién
cuando se utiliza FGF-2 de manera exégena.

Finalmente, se requiere conocer el comportamiento
del FGF-2 en cultivo en conjunto con otros compues-
tos para potenciar la vida 1til del cultivo; al respecto,
Park et al. (2018) compararon el efecto del FGF-
2 y el del selenio, (previamente descrito como un
supresor de senescencia celular) en conjunto y por se-
parado, y determinaron en 5 ng/ml la concentracién
6ptima de selenio y 4 ng/ml la de FGF-2, debido
a que estas concentraciones registraron una mayor
tasa de proliferacién. Por lo anterior, el FGF-2 puede
promover sus funciones proliferativas con el uso en
conjunto de otros compuestos, mejorando los efectos
en terapia de CM en la regeneracion de tejidos.
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