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Resumen
Objetivo: Establecer cuál es la dosis de TGF-β1 más adecua-
da para la estimulación de cultivos de fibroblastos pulmonares 
humanos y el tiempo necesario de incubación de los mismos 
para obtener la máxima respuesta.
Material y métodos: Diseñamos un estudio de dosis respues-
ta con TGF-β1 sobre una línea celular de fibroblastos pulmo-
nares humanos. Analizamos la producción de factor básico 
de crecimiento de fibroblastos (b-FGF) como marcador de 
estímulo fibrogénico. Para ello se cultivaron fibroblastos hu-
manos procedentes de una línea celular (MRC5) obtenida de la 
ECCC (European Collection of  Cell Culture, UK). Las células 
se cultivaron en placas de 33cm2, cuando estuvieron confluen-
tes se les estimuló con diferentes dosis de TGF-β1 (Peprotech, 
USA): 5, 10 ng/ml. Las células se incubaron durante 12, 24, 
48 y 72 horas. Se usaron como control células no estimuladas 
con TGF-β1. Los niveles de factor básico de crecimiento de 
fibroblastos (b-FGF) se midieron por ELISA (R&D System, 
Minneapolis, MN). Se analizó la viabilidad celular mediante 
Azul Trypan a las 24, 48 y 72 horas de la estimulación con 
TGF-β1. 
Resultados: La mayor producción de b-FGF se produjo a 
las 24 horas tras la estimulación con la dosis de 10 ng/ml de 
TGF-β1, siendo la producción de b-FGF igual a 501 pg/ml. 
La viabilidad celular tiene su mayor valor a las 48 horas, dismi-
nuyendo en horas sucesivas, alcanzando los niveles más bajos 
a las 72 horas.
Conclusiones: Existe un efecto estimulador del TGF-β1 so-
bre los fibroblastos pulmonares humanos in vitro. Esta acción 
del  TGF-β1 es dosis dependiente y alcanza el nivel máximo 
de proliferación con la dosis de 10 ng/ml a las 24 horas de su 
tratamiento. 
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b-FGF: basic fibroblast growth factor.
TGF-β: beta transforming growth factor. 

the production of  basic fibroblast growth factor fo-
llowing in vitro stimulation of  human lung fibroblasts 
with transforming growth factor β1: Dose response 
Study.

Objective: To establish the most appropriate dose of  TGF-
β1 to stimulate human lung fibroblasts cultures and their ne-
cessary incubation time to obtain the maximum response. 
Material and methods: A dose response  study was designed 
with TGF - β1 based on human lung fibroblast cells. The 
production of  basic fibroblast growth factor (b-FGF) was 
analyzed as a marker for fibrogenic stimulus.  Human fibro-
blasts from a cell line (MRC5) were obtained from the ECCC 
(European Collection of  Cell Culture, UK) and cultivated.  
Cells were cultured on 33 cm2 plates; once confluent, they 
were stimulated with various doses of  TGF - β1 (Peprotech, 
USA): 5, 10 ng/ml. The cells were incubated for 12, 24, 48 and 
72 hours. Cells not stimulated with TGF - β1 were used as a 
control. The levels of  basic fibroblast growth factor (b-FGF) 
were measured using ELISA (R&D System, Minneapolis, 
MN). Cell viability was analyzed using Trypan Blue at 24, 48 
and 72 hours following the stimulation with TGF - β1. 
Results: The greatest production of  b-FGF took place 24 
hours after the stimulation with the dose of  10ng/ml of  TGF 
- β1, with the production of  b-FGF being equal to 501 pg/
ml. The cell viability reached its greatest value at the 48 hours, 
decreasing in the hours thereafter, to reach the lowest levels 
at 72 hours. 
Conclusions: TGF-β1 has a stimulating effect on human 
lugn fibroblasts in vitro. This action of  the TGF - β1 is dose 
dependent and reaches maximum proliferation levels with a 
dose of  10ng/ml 24 hours following treatment. 
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INTRODUCCIÓN
 La fibrosis pulmonar idiopática (FPI) es una enferme-
dad intersticial difusa del pulmón de etiología descono-
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cida y de mal pronóstico, con una supervivencia media 
de 3 a 5 años1,2. La hipótesis fisiopatológica actual es que 
la enfermedad se iniciaría como respuesta a agresiones 
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sobre las células epiteliales alveolares, que activarían la 
cascada fibrótica: daño epitelial, liberación de mediado-
res profibróticos, proliferación y transformación de fi-
broblastos  con la aparición de focos de miofibroblastos 
y excesivo depósito de colágeno. En los últimos años, se 
han identificado mediadores y factores de crecimiento 
implicados en la patogenia de la enfermedad como el 
factor transformador del crecimiento β (TGF-β), lo que 
ha permitido la realización de estudios en cultivos celu-
lares que nos permiten profundizar en el conocimiento 
de la fisiopatología de la FPI. Modelos animales y estu-
dios in vitro con cultivos celulares humanos demuestran 
cómo tras la estimulación de fibroblastos con TGF-β 
se produce su proliferación y transformación en mio-
fibroblastos con el consiguiente depósito de colágeno3. 
Esta activación de fibroblastos puede medirse con la 
determinación del factor de crecimiento de fibroblastos 
(b-FGF). En la literatura podemos encontrar una gran 
variedad de trabajos en los cuales se describe la utiliza-
ción de TGF-β1 a distintas dosis y durante diferentes 
periodos de incubación celular. Ante la dificultad para 
seleccionar cuál es la dosis de TGF-β1 adecuada para 
la estimulación de fibroblastos pulmonares humanos y 
el tiempo necesario de incubación de los mismos, dise-
ñamos un estudio de dosis respuesta con TGF-β1 con 
el objetivo de establecer cuál es la dosis y el tiempo más 
adecuado de estimulación. 

MATERIALES Y MéTODOS
Cultivo celular
 Se cultivaron fibroblastos humanos procedentes 
de una línea celular (MRC5) comercial obtenida de la 
ECCC (European Collection of  Cell Culture, UK). Las 
células se cultivaron en monocapa con medio MEM su-
plementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) inac-
tivado por calor, 100U/ml de penicilina-estreptomicina 
y 2 mM L-glutamina (PAA Laboratories, GmbH). Los 
fibroblastos eran incubados a 37ºC, 5% de CO2 y 95% 
de humedad. 

Estimulación con tGf-β1
 Las células se cultivaron en placas de 33 cm2, cuan-
do estaban confluentes se las estimuló con diferentes 
dosis de TGF-β1 (Peprotech, USA): 5, 10 ng/ml. Las 
células se incubaron durante 12, 24, 48 y 72 horas. Se 
usaron como control células no estimuladas con TGF- 
β1. El sobrenadante fue recogido tras cada punto de 
incubación, tripsinizando posteriormente  las células y 
analizando la viabilidad de las mismas por la técnica de 
Azul Trypan. Este es un método cualitativo que mide 
mediante absorbancia distintas intensidades de color en 
función del número de células viables en el cultivo. A 

mayor absorbancia, más células viables. El experimento 
fue repetido 6 veces. 

Medida de citoquinas 
 Los niveles de b-FGF se midieron por ELISA (R&D 
System, Minneapolis, MN) de acuerdo con las indicacio-
nes del fabricante. Los resultados se expresan en pico-
gramos por ml (pgr/ml).

Análisis de resultados
 Los datos se expresan como medias ± desviación 
típica. Las diferencias entre grupos fueron analizados 
mediante el test de t-Student (SSPS 14). Se consideró 
una diferencia estadísticamente significativa a un valor 
de p<0.05.

RESULTADOS
 Los resultados de nuestro estudio mostraron niveles 
de b-FGF más elevados en los cultivos estimulados con 
TGF-β1 respecto a los no estimulados a partir de las 24 
horas (p<0.05) dado que a las 12 horas no existen dife-
rencias entre el grupo de estimulación y el control. Los 
niveles de b-FGF fueron mayores con la dosis de 10 ng/
ml de TGF-β1 frente a la dosis de 5 ng/ml a las 24 horas, 
a partir de ese momento aunque hay diferencias con res-
pecto al grupo control, no hay diferencias entre ambas 
dosis de estimulación a las 48 y 72 horas. El máximo 
nivel de b-FGF se alcanzó a las 24 horas de tratamiento 
tras estimular con 10 ng/ml de TGF-β1, siendo el va-
lor de b-FGF igual a 501 pg/ml (Figura 1), estos niveles 
eran significativamente mayores que los alcanzados a las 
24 y 72 horas (p<0.05) y con los alcanzados en el mis-
mo tiempo con la dosis de 5 ngr/ml (p<0.05). Por otra 
parte analizamos la viabilidad celular tras la estimulación 
con TGF-β1 a las dosis de 5 y 10 ng/ml durante 24, 
48 y 72 horas (Figura 2). En los cultivos celulares esti-
mulados con TGF-β1 se produjo un discreto aumento, 
de la viabilidad celular, durante las primeras 48 horas de 
estimulación con TGF-β1, respecto a los cultivos no tra-
tados. El nivel de mayor viabilidad celular se alcanzó a 
las 48 horas, sin que existieran diferencias en la viabilidad 
en función de la dosis de estimulación. En horas poste-
riores se produjo una disminución considerablemente, 
alcanzando el nivel más bajo de viabilidad de los fibro-
blastos a las 72 horas del inicio del tratamiento en todos 
los cultivos tratados y no tratados.
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Figura 1. Niveles de b-FGF tras la estimulación de TGF-β1
Producción de b-FGF. Representa los niveles de b-FGF (medias en pg/ml) tras la estimulación con diferentes dosis de TGF-β1 (en ngr/ml) durante diferentes  tiempos. En la gráfica se puede apreciar 
que los niveles de FGF-b son mayores en los cultivos tratados con TGF-β1 respecto a los no cultivos no tratados (control) excepto a las 12 horas. A partir de las 24 horas los niveles son mayores en 
aquellos cultivos estimulados con 10 ng/ml respecto a los estimulados con 5 ng/ml. Los niveles de b-FGF significativamente más elevados, se obtuvieron  a las 24 horas tras la estimulación con 10 ng/ml 
de TGF-β1, apreciándose un claro descenso en horas posteriores.

Figura 2. Viabilidad de fibroblastos tras la estimulación con TGF-β1
La gráfica representa la viabilidad celular medida en función de la absorbancia de luz con una longitud de onda igual a 450 nm. En los cultivos estimulados con TGF-β1se produce un discreto aumento de 
la viabilidad celular alcanzando el  máximo nivel a las 48 horas, disminuyendo posteriormente presentando la menor viabilidad a las 72 horas. No hay diferencias significativas en la viabilidad celular entre 
ambas dosis administradas.
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DISCUSIÓN
 Son múltiples los estudios que describen la implica-
ción del TGF-β1 en la proliferación y transformación 
de fibroblastos humanos y animales, así como sus me-
canismos de acción3, 4, 5, 6, 7; sin embargo la dosis y tiem-
po de tratamiento para obtener una mayor estimulación 
no están establecidos de manera uniforme en la litera-
tura. Coker et al4 estudiaron el efecto pro-fibrótico del 
TGF-β1 sobre una línea celular de fibroblastos para 
lo cual estimularon los fibroblastos con diferentes do-
sis de TGF-β1 entre 0,05 y 5 ng/ml durante 24 horas. 
Encontraron que los cultivos estimulados con 5 ng/ml 
de TGF-β1presentaron el mayor nivel de procolágeno 
comparado con dosis menores. En nuestro trabajo, con-
firmamos el papel del TGF-β1 en la activación de fibro-
blastos humanos sin embargo encontramos que la dosis 
más estimulante es la de 10 ng/ml y que el momento 
de máxima proliferación se produce a las 24 horas. Es-
tos datos son concordantes con los de algunos autores 
como Filippo et al6 quienes encuentran que la dosis más 
adecuada es la de 10 ngr/ml.
 Nuestros resultados nos indican que la estimulación 
de la proliferación de fibroblastos es dosis-dependiente 
y  que para analizar in vitro la proliferación de fibroblas-
tos se necesita un periodo de tiempo de al menos 24 
horas. A partir de ese punto, la producción de FGF-b 
decrece. Un dato a destacar es que al doblar la dosis de 
TGF-β1, no se produce un efecto lesivo sobre el cultivo 
celular como podemos comprobar al analizar la viabili-
dad celular, similar con ambas dosis.
 El TGF-β1 pertenece a una familia de factores de 
crecimiento: todas las células del organismo, incluidas 
epiteliales, endoteliales, hematopoyéticas, neuronas y las 
células del tejido conectivo producen TGF-β y disponen 
de receptores para éste8. Entre sus diversas funciones se 
encuentran la regulación de la proliferación y diferen-
ciación celular, el desarrollo embrionario, la cicatrización 
de heridas y la angiogénesis. Tanto el incremento como 
el descenso en su síntesis han sido relacionados con nu-
merosas enfermedades, incluidas la arteriosclerosis y la 
fibrosis de diferentes órganos como pulmón, hígado y 
riñón8. Han sido descritos diferentes mecanismos en la 
patogénesis de estos procesos, como son las mutaciones 
de genes codificadores de TGF-β, de sus receptores o 
alteraciones en las señales intracelulares. Existen tres iso-
formas, TGF-β1, TGF-β2 y TGF-β3, la predominante 
es la isoforma TGF-β19, 11. Regulan procesos intracelu-
lares, directa o indirectamente, mediante su alta afinidad 
a receptores de superficie celular conocidos como tipo 
I, II y III, siendo este último el más abundante8. Aunque 
en el contexto de la reparación tisular el TGF-β tiene un 
papel fundamental en la producción de matriz extrace-
lular, su sobreproducción puede provocar un excesivo 

depósito de tejido cicatricial dando lugar a fibrosis9,10. 
Posiblemente sea el promotor más potente y eficaz de 
la producción de matriz extracelular11. En modelos ani-
males, la sobreexpresión de TGF-β ha sido relacionada 
con fibrosis de diferentes órganos12. Del mismo modo 
en la fibrosis pulmonar (FP) inducida por bleomicina se 
ha evidenciado un aumento en la producción de TGF-β 
respecto a los controles, con predominio de su isoforma 
TFG-β113, observándose al mismo tiempo una dismi-
nución de la fibrosis y del contenido total de colágeno 
a nivel pulmonar, al añadir anticuerpos frente TGF-β4. 
Parece clara la implicación del TGF-β1 en la prolifera-
ción de fibroblastos y en la evolución hacia la fibrosis. 
Han sido numerosos los trabajos que han utilizado esta 
citoquina como estimulante de fibroblastos en fases 
iniciales para diferentes estudios14, 15. Los resultados de 
nuestro estudio confirman el efecto estimulador de este 
factor de crecimiento. Los datos de nuestro trabajo su-
gieren que el efecto estimulador del TGF-β1 sobre los 
fibroblastos humanos a las 48 horas de tratamiento es 
dosis-dependiente, obteniéndose los mayores niveles de 
b-FGF con 10 ng/ml de TGF- β1. Sin embargo a partir 
de las 48 horas, su efecto disminuye siendo el descenso 
de su acción tiempo dependiente, detectándose los me-
nores niveles de b-FGF a las 72 horas del tratamiento. El 
nivel inferior de b-FGF coincide con el punto de menor 
viabilidad celular que como podemos ver en la gráfica 2 
se produjo a las 72 horas. 

12 horas 24 horas 48 horas 72 horas
CONTROL 92±4 197±12 51±8 24±7
5  ngr/ml 81±10 400±30 180±17 37±9
10 ngr/ml 98±15 501±18 176±15 83±11

Tabla 1. Niveles de FGF-b en picogramos/ml tras estimula-
ción con distintas dosis de TGF-β. Datos expresados como 
medias ± desviación típica.

 En conclusión, los datos obtenidos en nuestro tra-
bajo muestran que la acción del TGF-β1 es dosis de-
pendiente y alcanza el máximo nivel de estimulación de 
los fibroblastos pulmonares humanos con la dosis de 10 
ng/ml a las 24 horas de su tratamiento. Esta dosis no 
afecta a la viabilidad celular.
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