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Evaluación del potencial de extractos herbales en la actividad de células madre mesenquimales 
para revertir la senescencia de fibroblastos dérmicos 

 
Resumen aprobado por: 

 
 
 
 

Dra. Johanna Bernáldez Sarabia 
Codirectora 

 Dr. Jahaziel Gasperin Bulbarela 
Codirector 

 

 

La senescencia celular es un proceso biológico caracterizado por la pérdida de la capacidad de las 
células para dividirse y funcionar adecuadamente. En particular, la senescencia de los fibroblastos 
juega un papel crucial en el envejecimiento de la piel, ya que está asociada con la pérdida de 
elasticidad, la formación de arrugas y la disminución de la regeneración cutánea. Dado este contexto, 
el estudio de estrategias terapéuticas que combatan estos signos de envejecimiento resulta 
fundamental. En este sentido, se propuso explorar el potencial de los extractos acuoso e 
hidroalcohólico de Triphala y Damiana, respectivamente, en la actividad de las células madre 
mesenquimles (MSC). Este estudio estableció un modelo inicial de senescencia celular, evaluado 
mediante dos metodologías fundamentales: la cuantificación de la actividad de SA-β-gal y la evaluación 
de la proliferación celular por citometría de flujo, tras la exposición de fibroblastos CCD-1112Sk a 
diferentes concentraciones de D-galactosa. La concentración de 150 mM fue la más eficaz para inducir 
el fenotipo senescente, lo cual fue respaldado también por la observación de cambios morfológicos y 
la sobreexpresión de genes como MMP1, CCN2, IL6 y CDKN1A (a las 96 h), al igual que la represión de 
COL1A1 y TGFB1, todos estos cambios característicos de la senescencia celular. La viabilidad celular no 
se vió afectada al evaluar ambos extractos en los dos tipos celulares empleados. El 
precondicionamiento de MSC con extractos de Triphala y Damiana no mostró potencial para modular 
la senescencia inducida por D-galactosa en los fibroblastos bajo las condiciones evaluadas. Estos 
hallazgos, constituyeron un acercamiento al establecimiento de un modelo in vitro de inducción de 
senescencia mediante D-galactosa, de utilidad para futuros estudios sobre modulación del 
envejecimiento celular. 
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Evaluation of the potential of herbal extracts on mesenchymal stem cell activity to reverse dermal 

fibroblast senescence 
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Cellular senescence is a biological process characterized by the inability of cells to divide and perform 
their functions effectively. In particular, fibroblast senescence plays a crucial role in skin aging, as it is 
associated with the loss of elasticity, wrinkle formation, and reduced skin regeneration. In this context, 
exploring therapeutic strategies to mitigate these signs of aging is of great importance. The potential 
of aqueous and hydroalcoholic extracts of Triphala and Damiana, respectively, was proposed for 
investigation in relation to mesenchymal stem cell (MSC) activity. This study established an initial 
model of cellular senescence, evaluated using two main methodologies: quantifying SA-β-gal activity 
and assessing cell proliferation by flow cytometry, after exposing CCD-1112Sk fibroblasts to various 
concentrations of D-galactose. A concentration of 150 mM was the most effective in inducing the 
senescent phenotype, which was further supported by the observation of morphological changes and 
the overexpression of genes such as MMP1, CCN2, IL6, and CDKN1A (at 96 hours), as well as the 
repression of COL1A1 and TGFB1, both of which are characteristic changes of cellular senescence. Cell 
viability was not affected when both extracts were evaluated in the two cell types used. 
Preconditioning MSCs with Triphala and Damiana extracts did not show potential to modulate D-
galactose-induced senescence in fibroblasts under the evaluated conditions. These results represented 
an approach to establishing an in vitro model for senescence induction using D-galactose, which could 
be valuable for future studies on the modulation of cellular aging. 
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Capítulo 1.  Introducción 

La senescencia celular, un fenómeno relacionado con el envejecimiento y la reducción de la capacidad de 

autorrenovación, plantea un desafío en el campo de la medicina regenerativa (Campisi, 2014). En este 

contexto, las células madre mesenquimales (MSC, por sus siglas en inglés) han surgido como una 

herramienta terapéutica prometedora, debido a su capacidad para diferenciarse en diversos tipos 

celulares y su habilidad para modular el microambiente celular (Squillaro et al., 2016). Además, se ha 

evidenciado un creciente interés en los extractos herbales como posibles agentes terapéuticos, debido a 

sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. Estudios recientes, han sugerido que los extractos 

herbales pueden tener un papel relevante en la regulación de la senescencia celular y en la promoción de 

la regeneración tisular (Udalamaththa et al., 2016). La combinación de las propiedades beneficiosas de las 

MSC y los extractos herbales puede ofrecer un enfoque innovador para revertir la senescencia celular y 

mejorar la capacidad regenerativa de la piel. Este enfoque podría ser particularmente relevante para 

combatir los signos del envejecimiento cutáneo, como la pérdida de elasticidad, la disminución de la 

producción de colágeno y la formación de arrugas, al promover la restauración de la funcionalidad dérmica 

y la mejora de su apariencia estética. 

1.1 Antecedentes 

1.1.1 Senescencia celular 

1.1.1.1 Características generales 

En la década de 1960, Hayflick y Moorhead mostraron un primer acercamiento al concepto de senescencia. 

El descubrimiento fue dado, tras la observación de que después de una serie de pases in vitro, los 

fibroblastos humanos normales entraban en un arresto irreversible del crecimiento, que difería 

fundamentalmente del comportamiento de una célula cancerosa típica (Hayflick, 1965). Posteriormente, 

otros autores describieron un fenómeno asociado con el acortamiento de los telómeros, conocido como 

senescencia replicativa (Watson, 1972). La senescencia celular se caracteriza por una forma estable de 

arresto del ciclo celular. Este proceso se establece mediante la activación de vías como p53/p21 y p16/pRB, 
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las cuales constituyen mecanismos fundamentales y complementarios de supresión tumoral (Campisi y 

d’Adda di Fagagna, 2007). A su vez, la activación de estas vías se puede producir mediante señales 

mitogénicas y estrés genómico o epigenético (Campisi, 2014). 

Los cuatro elementos principales que caracterizan a las células senescentes incluyen: la inhibición del ciclo 

celular, donde las células dejan de dividirse de manera permanente para prevenir la proliferación de 

células dañadas; el daño macromolecular, que se refiere a la acumulación de daños en el ADN, proteínas 

y otras macromoléculas, lo que actúa como desencadenante de la senescencia; el metabolismo 

desregulado, que refleja cambios importantes en la producción y uso de energía dentro de la célula 

senescente; y el fenotipo secretor, donde las células liberan una serie de moléculas inflamatorias (IL-1, IL-

6, IL-8), quimiocinas (CXCL1), metaloproteinasas de matriz (MMP-3, MMP-1, MMP-9) y factores de 

crecimiento (HGF, IGFBPs), colectivamente conocidos como el fenotipo secretor asociado a la senescencia 

(SASP, por sus siglas en inglés), que afectan su entorno, lo que contribuye a la inflamación crónica y la 

remodelación tisular (Acosta et al., 2013; Kudlova et al., 2022). Estos elementos son fundamentales para 

entender cómo las células senescentes juegan un papel importante tanto en procesos biológicos normales 

como en enfermedades relacionadas con el envejecimiento (Gorgoulis et al., 2019).  

Los fenotipos clave de la senescencia incluyen morfología celular agrandada y plana, actividad de β-

galactosidasa (SA-β-gal) detectable a pH 6.0, definida como actividad de SA-β-gal asociada a la senescencia 

(Dimri et al., 1995), y una elevada autofluorescencia debido a la acumulación de lipofuscina (von Zglinicki 

et al., 1995). Los niveles de p53, p21WAF1 y p16-INK4a a menudo aumentan gradualmente a medida que 

los fibroblastos se acercan a la senescencia (Ben-Porath y Weinberg, 2005), y las células senescentes 

producen altos niveles de especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés) y contienen niveles 

elevados de daño oxidativo en el ADN (Chen et al., 1995; Song et al., 2005). 

1.1.1.2 Dualidad funcional del proceso de senescencia celular 

La senescencia celular ejemplifica una de las paradojas más intrigantes en biología: un solo proceso puede 

actuar simultáneamente como protector y destructor del organismo (Di Micco et al., 2021). Esta dualidad 

funcional se manifiesta en su capacidad para, por un lado, salvaguardar contra el cáncer y facilitar la 

reparación tisular, y por otro, contribuir al envejecimiento y a diversas patologías relacionadas con la edad 

(McHugh y Gil, 2018). En etapas tempranas de la vida, las células senescentes desempeñan roles críticos 

en el desarrollo embrionario y en la homeostasis tisular, al actuar como centinelas contra la 
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transformación maligna (Muñoz-Espín y Serrano, 2014). Sin embargo, su acumulación progresiva con el 

tiempo puede desencadenar efectos deletéreos, al promover la inflamación crónica y el deterioro 

funcional de los tejidos (van Deursen, 2014). Esta dualidad funcional (Figura 1) sugiere que la senescencia 

celular podría representar un ejemplo de pleiotropía antagónica evolutiva, que actúa como un programa 

celular con efectos tanto beneficiosos como perjudiciales para el organismo (Di Micco et al., 2021).  

 

Figura 1. Dualidad funcional del proceso de senescencia celular. Modificado de Di Micco et al., 2021. 

1.1.1.3 Rol de la senescencia celular en el envejecimiento cutáneo y sistémico 

La conceptualización de Hayflick y Moorhead (1961) sobre la senescencia celular, enmarcada dentro del 

proceso más amplio de envejecimiento celular, se alínea estrechamente con la distinción moderna entre 

envejecimiento replicativo, senescencia celular y muerte celular, como se ilustra en la Figura 2. Esta 

perspectiva integral del envejecimiento celular abarca desde el establecimiento de cultivos primarios 

hasta la eventual muerte celular, e incluye fases críticas como el envejecimiento replicativo y la 

senescencia celular. Esta representación gráfica subraya la naturaleza continua del proceso de 

envejecimiento celular, al destacar la senescencia como un estadio crítico caracterizado por la detención 

del ciclo celular y cambios funcionales, que preceden a la muerte celular (Ogrodnik, 2021). 
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Figura 2. Dinámica del envejecimiento celular. A) Curva de vida útil del cultivo de células primarias B) Etapas del 
envejecimiento celular. Modificado de Ogrodnik (2021). 

 

La piel, el órgano más extenso del cuerpo humano, es una estructura compleja y multifuncional compuesta 

por múltiples capas. La capa más externa, la epidermis, está formada principalmente por queratinocitos 

organizados en estratos, con células proliferativas en la base que se diferencian a medida que ascienden 

hacia la superficie. Subyacente a la epidermis se encuentra la dermis, separada por la unión 

dermoepidérmica. La dermis es un tejido conectivo vascularizado, rico en matriz extracelular (ECM, por 

sus siglas en inglés) y poblado principalmente por fibroblastos. Estos fibroblastos son cruciales para la 

síntesis y el mantenimiento de los componentes de la ECM, lo que incluye colágeno y elastina, que 

proporcionan integridad estructural y soporte nutritivo a la piel. La composición y organización de estas 

capas son fundamentales para las diversas funciones de la piel, como la protección contra el estrés 

ambiental, la percepción sensorial, la termorregulación y la inmunovigilancia (Zargaran et al., 2022). 

El envejecimiento de la piel es un proceso multifactorial que afecta a casi todos los aspectos de su biología 

y función; está impulsado tanto por factores intrínsecos (tiempo, factores genéticos u hormonas) como 

por factores extrínsecos, exposición a los rayos UV o la contaminación (López-Otín et al., 2013). Cada vez 

hay más evidencia que sugiere que las células senescentes se acumulan en la piel cronológicamente 
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envejecida y fotoenvejecida; y pueden contribuir a los cambios y patologías de la piel relacionados con la 

edad (Chin et al., 2023). Con el paso del tiempo, se observan cambios significativos en la estructura y 

función de este órgano (Figura 3). En la dermis, los fibroblastos senescentes muestran una disminución en 

la producción de componentes de la ECM, como el colágeno, elastina y fibronectina, y un aumento en la 

secreción de metaloproteinasas de matriz (MMP, por sus siglas en inglés), lo que resulta en la degradación 

y fragmentación de las fibrillas de colágeno (Quan et al., 2012). Estos cambios alteran el microambiente 

dérmico y disminuye la tensión mecánica que normalmente mantiene a los fibroblastos en un estado 

activo. Como consecuencia, la piel envejecida presenta características fenotípicas como sequedad, 

rugosidad, pigmentación desigual, menor capacidad de cicatrización, arrugas y una red de colágeno y 

elastina deteriorada. Además, se observa una disminución en el crecimiento del cabello, deterioro en la 

función de las glándulas sebáceas, aplanamiento de las papilas dérmicas y menor recambio celular (Farage 

et al., 2013). Estos cambios no solo afectan la apariencia de la piel, sino que también comprometen sus 

funciones fisiológicas (Farage et al., 2013; Fullard et al., 2024). 

 

Figura 3. Cambios estructurales en la piel joven vs piel envejecida. Tomado de (No+Vello Portugalete, 2024) 
https://nomasvelloportugalete.es/uncategorized/todo-lo-que-debes-saber-sobre-el-funcionamiento-de-tu-piel/ 

 

La senescencia en la piel, parece tener un impacto significativo en el envejecimiento del organismo en su 

conjunto. Su desarrollo puede influir en el envejecimiento de todo el cuerpo, ya que se ha observado que 

refleja el estado de salud y la longevidad (Gunn et al., 2013). Además, la piel tiene una estrecha 

comunicación con el sistema neuroendocrino, lo que sugiere que su senescencia puede afectar la función 

cerebral y, por lo tanto, el proceso de envejecimiento del organismo. Aunque se han establecido 

correlaciones entre la senescencia de la piel y el envejecimiento general, se necesita más investigación 

https://nomasvelloportugalete.es/uncategorized/todo-lo-que-debes-saber-sobre-el-funcionamiento-de-tu-piel/
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para comprender completamente los mecanismos involucrados y su impacto en la función del hipotálamo 

y el envejecimiento sistémico (Franco et al., 2022). 

Diferentes estudios han demostrado que la piel refleja el estado de salud, el riesgo de mortalidad y la 

longevidad, ya que se han establecido correlaciones entre la reducción de arrugas en áreas protegidas del 

sol y una mayor longevidad (Gunn et al., 2013). También se ha encontrado, que la senescencia de la piel 

se correlaciona con el envejecimiento general del organismo, demostrado por la frecuencia de células 

positivas para p16-INK4a en la piel, lo cual se asocia con marcadores de inmunosenescencia de las células 

T CD4+ y la edad biológica (Waaijer et al., 2012). 

La investigación sobre el papel de las células senescentes en el envejecimiento ha avanzado 

considerablemente gracias al desarrollo de modelos murinos transgénicos, como el modelo INK-ATTAC 

con fondo genético progeroide (BubR1). Este modelo demostró que la eliminación inducida de células 

senescentes retrasa la aparición de patologías relacionadas con el envejecimiento en tejidos clave, como 

el adiposo, muscular y ocular (Baker et al., 2011). Además, los estudios han revelado que la eliminación de 

estas células no solo mejora la función física y la longevidad en ratones envejecidos (Xu et al., 2018), sino 

que también atenúa patologías asociadas al envejecimiento, como la disfunción metabólica vinculada a la 

obesidad (Palmer et al., 2019) y la arteriosclerosis (Childs et al., 2016). Estos hallazgos refuerzan la idea de 

que la senescencia celular contribuye a los fenotipos de envejecimiento y que su eliminación puede 

mejorar la funcionalidad tisular y prolongar una vida saludable (Baker et al., 2016). 

Aunque estas correlaciones son notables, es importante destacar que la senescencia celular y el 

envejecimiento no son conceptos intercambiables. El envejecimiento es un proceso intrínsecamente 

dependiente del tiempo, mientras que la senescencia ocurre constantemente, incluso durante la 

embriogénesis (Bulbiankova et al., 2023). 

1.1.1.4 Senescencia de fibroblastos 

Existen hipótesis que proponen que la senescencia de los fibroblastos es un factor clave en el 

envejecimiento de la piel, debido al aumento en la liberación de SASPs. Este proceso conduce a una 

detención irreversible de la proliferación celular (Coppé et al., 2008; Salzer et al., 2018; Wlaschek et al., 

2021). Además, la activación de esta cascada de señalización contribuye a la formación de arrugas, al 

promover la degradación del colágeno y la pérdida de elasticidad en la piel (Wlaschek et al., 2021). Los 
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fibroblastos senescentes se caracterizan por una elevada expresión de marcadores como p16-INK4a, p21, 

p53 y SA-β-gal, los cuales reflejan su estado senescente y respaldan su papel en el envejecimiento cutáneo 

(Lee et al., 2021). 

El envejecimiento cutáneo está estrechamente relacionado con la senescencia de los fibroblastos, ya que 

estos experimentan un aumento en la expresión de metaloproteinasas de matriz (MMP-1), que promueve 

la fragmentación del colágeno tipo I, como reporta Fisher et al. (2009). Esta degradación genera un ciclo 

de retroalimentación positiva entre el estrés oxidativo y la expresión de MMP-1, mediado por factores 

como AP-1 y α2β1 integrina, que perpetúan la pérdida de función fibroblástica y la detención de la 

proliferación celular, características del fenotipo secretor asociado a la senescencia. Esto refuerza el papel 

de los fibroblastos senescentes como impulsores clave del envejecimiento dérmico (Fisher et al., 2009). 

De igual menera, Varani et al. (2006) evidencian que la senescencia de los fibroblastos contribuye 

significativamente al envejecimiento cutáneo al reducir la síntesis de colágeno tipo I y III en la piel 

envejecida. Los fibroblastos de personas mayores presentan una menor capacidad de producción de 

colágeno y una reducción en la estimulación mecánica debido a alteraciones en la interacción celular con 

las fibras colágenas, lo que propicia un entorno tisular deteriorado (Verani et al., 2006). 

Se ha descrito que TGF-β es uno de los factores desencadenantes de la senescencia celular, principalmente 

mediante la inducción de inhibidores de las quinasas dependientes de ciclina, como p15Ink4b, p21 y p27, 

lo que lleva a la detención del ciclo celular y la promoción de la senescencia en diversas condiciones 

celulares (Papageorgis, 2017; Zhang et al, 2017). Además, el TGF-β no solo impulsa la senescencia, sino 

que también ejerce un control sobre su propia señalización, un mecanismo de autorregulación que 

asegura una respuesta adecuada frente al daño celular. Este proceso es crucial, ya que en principio esta 

citocina contribuye a la proliferación de fibroblastos, por lo que su auto-inhibición contribuye a la 

acumulación de células senescentes, lo que promueve el envejecimiento y la progresión de enfermedades 

relacionadas con la edad (Debacq-Chainiaux et al., 2005; Senturk et al., 2010; Minagawa et al., 2011). 

Asimismo, se ha reportado que el TGF-β regula la biosíntesis de la ECM a través de la vía TGF-β/Smad, 

crucial para la síntesis de colágeno tipo I en fibroblastos dérmicos humanos, lo que mantiene la 

homeostasis del colágeno (Semkova y Hsuan, 2021). Esta señalización estimula la producción de colágeno 

tipo I y aumenta la expresión de genes de la ECM, como fibronectina, mientras reduce la actividad de las 

MMPs (Shin et al., 2019). La interrupción de la señalización de TGF-β desencadena la inhibición en la 

síntesis de colágeno tipo I, lo que afecta negativamente la integridad y funcionalidad de la ECM (Lee et al., 

2022). El factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF) es otro marcador asociado a la vía de 
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señalización de TGF-β. Su expresión aumenta en respuesta a la concentración de TGF-β, y se ha descrito 

que su sobreexpresión se identifica como un marcador de senescencia en fibroblastos dérmicos (Kim et 

al., 2004). 

1.1.2 Células madre mesenquimales 

1.1.2.1 Características de las células madre mesenquimales 

Las MSC son células madre somáticas que pueden ser aisladas de diversos tejidos y tienen la capacidad de 

diferenciarse en diferentes tipos celulares, como adipocitos, osteocitos, condrocitos, células neuronales y 

neurogliales (Salehinejad et al., 2020). Estas células expresan marcadores de superficie característicos 

como CD73, CD90 y CD105, mientras que no expresan marcadores hematopoyéticos como CD45, CD34, 

CD14 y CD79 (Figura 4). Debido a sus propiedades de auto-renovación, pluripotencia e 

inmunomoduladoras, las MSC han sido utilizadas en terapia celular, ingeniería tisular y medicina 

regenerativa (Abdal et al., 2019). Hasta abril de 2023, se habían registrado 1120 ensayos clínicos con el 

uso MSC en todo el mundo, aunque solo 12 productos han sido aprobados por agencias regulatorias para 

su comercialización (Fernández-Garza et al., 2023). 

 

Figura 4. Diferenciación y caracterización de MSC. 
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Además de su capacidad de diferenciarse en diversos tipos celulares, las MSC desempeñan un papel vital 

en la inmunomodulación, lo que significa que pueden regular la respuesta inmunitaria del organismo (Song 

et al., 2020). Asimismo, las MSC están implicadas indirectamente en la hematopoyesis, el proceso de 

formación de células sanguíneas en la médula ósea (Tamma y Ribatti, 2017). También, juegan un papel 

importante en la reparación de tejidos, ya que pueden migrar a áreas dañadas del cuerpo y promover la 

regeneración de los tejidos afectados (Liu et al., 2014). Las MSC son células versátiles que tienen 

aplicaciones significativas en la terapia regenerativa (Liu et al., 2022). 

1.1.2.2 Aplicaciones de la MSC en el rejuvenecimiento de la piel 

El envejecimiento de la piel conlleva a cambios estructurales y funcionales no deseables, lo que aumenta 

la demanda de terapias de rejuvenecimiento. Las MSC han surgido como una opción alentadora para 

revertir la senescencia celular y mejorar la regeneración dérmica. Estudios han demostrado que las MSC 

tienen un impacto positivo en la regeneración de la piel envejecida y fotoenvejecida. Por ejemplo, Liu et 

al. (2017) analizaron los efectos de células madre mesenquimales derivadas de la médula ósea (BM-MSC, 

por sus siglas en inglés) en ratones con envejecimiento inducido por D-galactosa, y observaron efectos 

beneficios en la piel envejecida. Asimismo, Kim et al. (2018) reportaron que el medio condicionado de 

células madre mesenquimales derivadas de la sangre del cordón umbilical (UCB-MSC, por sus siglas en 

inglés), contiene factores de crecimiento como EGF, bFGF, TGF-β y colágeno tipo I, lo que promueve la 

regeneración de la matriz extracelular y el rejuvenecimiento cutáneo. En humanos, Prakoeswa et al. (2019) 

administraron con microagujas células madre mesenquimales derivadas de la membrana amniótica (AM-

MSC, por sus siglas en inglés) para tratar fotoenvejecimiento, quienes reportaron mejoras visibles. 

Además, Charles-de-Sá et al. (2015) evidenciaron cambios histológicos en la piel facial envejecida tras 

inyecciones de células madre mesenquimales derivadas del tejido adipos (AD-MSC, por sus siglas en 

inglés), al resaltar el aumento en colágeno y elastina. Estos hallazgos destacan el potencial terapéutico de 

las MSC en el rejuvenecimiento cutáneo.  

Las MSC juegan un papel esencial en los procesos de regeneración y rejuvenecimiento cutáneo, lo que 

interviene en la reparación de la piel a través de múltiples mecanismos, como la modulación de la 

inflamación, el estímulo de la producción de colágeno y elastina, y la promoción de la angiogénesis. Estas 

acciones permiten la restauración tanto estructural como funcional de la piel envejecida o dañada, lo que 

resalta su relevancia en la estética médica. El impacto de las MSC en la regeneración del tejido cutáneo se 

ilustra en la Figura 5 , que muestra cómo estas células contribuyen a la reparación y regeneración de la 
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piel (Li et al., 2024). Además, las vesículas extracelulares de las MSC también han mostrado efectos 

beneficiosos en la mejora del fotoenvejecimiento cutáneo. Estos hallazgos sugieren que el empleo de las 

MSC y sus productos secretados tiene un potencial terapéutico para revertir la senescencia celular y 

mejorar la salud y apariencia de la piel en procesos de envejecimiento (Jo et al., 2021). 

 

Figura 5. Rol de las MSC en la regeneración y rejuvenecimiento cutáneo. Modificado de Li et al., 2024 

1.1.3 Extractos herbales  

1.1.3.1 Importancia de la utilización de los extractos herbales  

Los extractos herbales, provienen principalmente de prácticas antiguas de la medicina tradicional china, 

la medicina ayurvédica india y otras tradiciones medicinales del sudeste asiático y Medio Oriente 

(Udalamaththa et al., 2016). Si bien los extractos herbales individuales han demostrado ser beneficiosos, 

las combinaciones de diferentes extractos también lo han sido. Estos beneficios han sido mostrados en 

resultados prometedores según la sabiduría acumulada en la medicina tradicional. Las diversas partes de 

las plantas, como las raíces, las hojas, los tallos y los frutos, se utilizan en preparaciones que abordan una 

amplia gama de enfermedades y afecciones. El creciente interés científico por los extractos herbales en el 

tratamiento de diversas enfermedades ha llevado a la identificación y aislamiento de sus compuestos 
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activos, con el fin de explorar su integración como terapias complementarias en la medicina moderna 

(Udalamaththa et al., 2016). Por ejemplo, la curcumina, principal componente de la cúrcuma (Curcuma 

longa), ha mostrado propiedades antiinflamatorias y antioxidantes efectivas en enfermedades como la 

artritis reumatoide al reducir biomarcadores inflamatorios (Chandran y Goel, 2012). De manera similar, el 

resveratrol, presente en la piel de las uvas, ha sido estudiado por su impacto en la salud cardiovascular y 

en enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, al destacar por su capacidad antioxidante (Baur 

y Sinclair, 2006). Asimismo, el ginseng (Panax ginseng), contiene ginsenosidos que mejoran la memoria y 

combaten la fatiga, con evidencias de mejora en la función cognitiva en personas mayores (Reay et al., 

2005). Los saberes ancestrales y la ciencia moderna, se combinan para su investigación como estimulantes 

celulares basados en la medicina tradicional (Udalamaththa et al., 2016).  

1.1.3.2 Damiana  

La Damiana (Turnera diffusa), un arbusto silvestre, se distribuye ampliamente en México, América Central 

y el Caribe, así como en algunas regiones de América del Sur. En México, esta planta se desarrolla en áreas 

áridas y semiáridas, especialmente en la región de Los Cabos (Alcaraz-Meléndez et al., 2004). Las hojas de 

Damiana contienen flavonoides, glucósidos de maltol, fenoles, glucósidos cianogénicos, monofenoides, 

sesquiterpenoides, triterpenoides, politefenfenol-11, ácidos grasos y cafeína (Alcaraz-Meléndez et al., 

1994). 

Kim et al. (2022), demostraron que el extracto de hojas de Damiana disminuyó la actividad de la 

señalización AP-1 y potenció la expresión de las enzimas antioxidantes reguladas por la vía de señalización 

Nrf2/ARE. Estas enzimas desempeñan un papel crucial en la inhibición del daño celular inducido por la 

generación de ROS, al proporcionar protección a las células HaCaT y HDF contra el fotoenvejecimiento y 

el daño celular (Figura 6). A concentraciones adecuadas, el extracto no mostró citotoxicidad significativa, 

lo que sugiere que su uso en dosis apropiadas puede ser seguro y beneficioso para el cuidado de la piel. 

Además, el extracto protegió las células de la piel contra la radiación UVB, lo que disminuyó la producción 

de ROS y la degradación del colágeno inducida por la radiación in vitro. En conjunto, los efectos 

antioxidantes y protectores del extracto de Damiana contribuyen a mantener la función y la vitalidad de 

los HDFs, lo que podría mitigar los efectos asociados a la senescencia. 
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Figura 6. Mecanismos fotoprotectores del extracto de Damiana a través de las vías AP-1 y Nrf2/ARE. Tomado de Kim 
et al., 2022. 

1.1.3.3 Triphala 

Triphala es una fórmula de la medicina tradicional india, conocida como Ayurveda, que se compone de 

tres frutas diferentes generalmente en proporciones iguales: Amalaki (Emblica officinalis), también 

conocida como grosella espinosa india o amla; Bibhitaki (Terminalia bellirica), conocida como belerica o 

beleric myrobalan y Haritaki (Terminalia chebula), también llamada chebulic myrobalan. La combinación 

de estas tres frutas se ha utilizado en la medicina tradicional durante más de 1000 años. 

Triphala representa una fórmula esencial, ya que promueve la digestión, la absorción, la eliminación y el 

rejuvenecimiento de manera eficiente (Peterson et al., 2017). 

Los principales componentes de la fórmula son: los taninos, el ácido gálico, el ácido elágico y el ácido 

chebulínico. Estos componentes son potentes antioxidantes y explican, en parte, la actividad 

inmunomoduladora observada de la fórmula. Triphala también contiene otros compuestos bioactivos 

como flavonoides, saponinas, antraquinonas, aminoácidos, ácidos grasos y varios carbohidratos. 

Además, los polifenoles derivados de Triphala, como el ácido quimioplínico, también son transformados 

por el microbiota intestinal humano en metabolitos bioactivos, que han demostrado potencial in vitro para 

prevenir el daño oxidativo (Olennikov et al., 2015).  
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Se han identificado diversas acciones terapéuticas, como actividad antiinflamatoria, antioxidante, 

antibacteriana, antidiabética, antitumoral y antivírica, entre otras (Figura 7). Además, se destacan efectos 

específicos como la neuroprotección, hepatoprotección, prevención de la obesidad, protección radiológica 

y mejora de la función gastrointestinal. Estas propiedades sugieren que Triphala posee un perfil 

farmacológico amplio y diverso, lo que respalda su uso potencial en el tratamiento y prevención de 

diversas patologías (Wang et al., 2023). Estudios in vitro señalan que el extracto de Triphala ejerció efectos 

antienvejecimiento altamente protectores en las células de la piel humana. La formulación estimuló la 

expresión génica de colágeno tipo 1 y los genes sintetizadores de elastina. Asimismo, el extracto, mostró 

una actividad significativa de eliminación de radicales libres en el daño celular inducidos por el peróxido 

de hidrógeno  y una protección en los efectos senescentes relacionados con la sobreexpresión de SA-β-gal 

(Varma et al., 2016). El mecanismo biológico detallado del extracto de Tripala detrás de la acción 

protectora de la piel, aún está en investigación a nivel celular y molecular (Peterson et al., 2017). 

 

Figura 7. Composición y acción farmacológica de la Triphala. Modificado de Wang et al., 2023. 

1.1.3.4 Efectos de los extractos herbales en células madre mesenquimales 

Los extractos herbales han demostrado, en diversos estudios, un impresionante potencial en cuanto a la 

estimulación de la proliferación y diferenciación de las MSC (Figura 8). Por ejemplo, el extracto de una 
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fórmula herbal tradicional china, conocido como ZD-1, estimula la proliferación y regula marcadores 

osteogénicos (Chen et al., 2009), mientras que el Foeniculum vulgare promueve la proliferación y 

diferenciación de MSC hacia osteoblastos mediante actividad estrogénica (Mahmoudi et al., 2013). 

Además, se ha observado que el extracto de Tithonia diversifolia muestra actividad antiadipogénica al 

reducir las especies reactivas de oxígeno (Di Giacomo et al., 2015); y la Aloe-emodina inhibe la 

diferenciación adipocítica en MSC (Subash-Babu y Alshatwi, 2012). En el ámbito neurogénico, el extracto 

de Mucuna gigantea y el extracto de Angelica sinensis han demostrado estimular la proliferación y 

expresión de marcadores neuronales en MSC y mejorar su diferenciación neuronal (Huang et al., 2008; 

Kongros et al., 2012). Por otro lado, el extracto de hoja de olivo y la curcumina han mostrado promover la 

diferenciación de MSC en células endoteliales y células progenitoras endoteliales, respectivamente, al 

fomentar la génesis endotelial/vascular y la angiogénesis (Quesada-Gómez et al., 2012; Widowati et al., 

2012). Estos hallazgos sugieren el potencial de los extractos herbales para modular el comportamiento de 

las MSC y promover diversas vías de diferenciación celular (Udalamaththa et al., 2016). Estos estudios 

indican que los extractos herbales podrían tener diversas aplicaciones terapéuticas en el campo de la 

medicina regenerativa y la terapia con células madre. 

 

Figura 8. Efecto de los extractos herbales en las MSC. Modificado de Li et al., 2022 
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1.2 Justificación  

La senescencia celular es un proceso biológico que se caracteriza por la pérdida progresiva de la capacidad 

de las células para dividirse y funcionar adecuadamente. A medida que envejecemos, nuestras células 

experimentan cambios que pueden resultar en la acumulación de células senescentes en diversos tejidos, 

incluida la piel, lo cual contribuye a la aparición de diversas enfermedades relacionadas con la edad. Por 

lo tanto, el desarrollo de estrategias que puedan revertir o prevenir la senescencia celular se ha convertido 

en un área de gran interés en la investigación biomédica. 

Las células madre mesenquimales son un tipo de células progenitoras con propiedades únicas que las 

hacen atractivas para la terapia regenerativa. Se ha demostrado que las MSC tienen la capacidad de 

modular la respuesta inflamatoria y secretar factores de crecimiento que promueven la regeneración 

tisular.  

En los últimos años, ha surgido un creciente interés en el uso de extractos herbales como posibles agentes 

terapéuticos para revertir o prevenir la senescencia celular. Las plantas medicinales han sido utilizadas 

durante siglos en la medicina tradicional debido a sus propiedades terapéuticas y su potencial para 

promover la salud y el bienestar. El enfoque combinado de extractos herbales junto con las células madre 

mesenquimales, se ha convertido en una línea de investigación altamente prometedora en el ámbito de 

la regeneración celular. Estudios recientes, han evidenciado el potencial terapéutico de las plantas y, de 

manera destacada, la capacidad específica de ciertos extractos para influir en la actividad de las MSC. Estos 

hallazgos han convergido, para generar una base sólida de evidencia científica, que respalda la perspectiva 

de emplear los extractos herbales, en la estimulación de la capacidad regenerativa de las células madre 

mesenquimales. Por tales motivos, se hace necesario conocer el potencial de extractos herbales en la 

actividad de las células madre mesenquimales para revertir la senescencia de los fibroblastos dérmicos.  

1.3 Hipótesis  

El preacondicionamiento de células madre mesenquimales derivadas de cordón umbilical con extractos 

de Triphala o Damiana, potencia la capacidad para revertir la senescencia celular inducida por D-galactosa 

en fibroblastos dérmicos CCD-1112Sk (ATCC). 
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1.4 Objetivos 

1.4.1 Objetivo general 

Evaluar el efecto de extractos herbales en la actividad de células madre mesenquimales para modular la 

senescencia de fibroblastos dérmicos. 

1.4.2 Objetivos específicos 

1. Obtener los extractos herbales acuoso e hidroalcohólico de Triphala y Damiana, respectivamente. 

2. Determinar la concentración óptima de los extractos herbales que garantice la viabilidad celular, 

para el preacondicionamiento de las MSC. 

3. Establecer un modelo de senescencia celular en fibroblastos CCD-1112Sk mediante la adición 

controlada de D-galactosa. 

4. Evaluar la eficacia del preacondicionamiento de células madre mesenquimales con extractos 

herbales de Damiana y Triphala en un co-cultivo, mediante el análisis de la proliferación celular 

por citometría de flujo. 
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Capítulo 2.  Metodología 

2.1 Obtención de extractos 

2.1.1 Extracción acuosa de Triphala 

El proceso de obtención del extracto acuoso de Triphala fue ejecutado conforme a la metodología 

adoptada por Rubio-Elizalde et al. (2019). El polvo de Triphala fue adquirido en Banyan Botanicals 

Albuquerque, NM 87113 USA, Lot No.750069-327. 

La preparación del extracto se realizó con una relación 1:10 (masa/volumen) en 100 mL de agua destilada, 

previamente calentada a 75 °C. La mezcla se agitó de forma continua durante cinco minutos. En este 

proceso, se cubrió el vaso de precipitado con papel de aluminio para evitar la posible pérdida de 

compuestos por evaporación. Se realizó una primera filtración del sobrenadante con dos filtros de papel 

de poro de 20 µm, con el fin de separar el sobrenadante y minimizar cualquier potencial de ruptura que 

pudiera ocurrir al entrar en contacto con el extracto. Posteriormente, se continuó con el proceso de 

centrifugación a temperatura ambiente (TA) durante cinco minutos a una velocidad de 2151 x g (Kendro 

Heraeus Multifuge 1 S-R). A continuación, se llevó a cabo una segunda filtración, con el propósito de 

eliminar cualquier residuo que pudiera haber quedado tras el proceso de centrifugación. El filtrado 

resultante se almacenó en un recipiente a una temperatura de - 80 °C, para su posterior liofilización que 

incluyó una etapa de congelación a - 40 °C y un secado final bajo condiciones de vacío de 0.01 mbar 

(FreeZoneTM, LABCONCO). Una vez liofilizado, se pesaron 4 mg y se resuspendieron en 1 mL de PBS. 

Seguidamente, se prepararon las soluciones de trabajo a concentraciones de 400, 200, 100, 50 y 25 µg/mL, 

con el medio de cultivo específico para cada línea celular evaluada como diluyente, las diluciones fueron 

preparadas justo antes de su aplicación. El extracto fue almacenado a 4°C. 

2.1.2 Extracción hidroalcohólica de Damiana 

El protocolo de extracción hidroalcohólica de Damiana se realizó a partir de modificaciones al protocolo 

de extracción acuosa para Triphala. La planta fue recolectada manualmente en su entorno natural (La Paz, 
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Baja California Sur, septiembre del 2023). La identificación taxonómica de la especie vegetal fue realizada 

por la Dra. Carolina Gutiérrez, investigadora del Instituto de Medio Ambiente y Desarrollo de la 

Universidad Autónoma de Baja California (UABC). El proceso de secado de la planta transcurrió a TA, hasta 

que la planta estuvo completamente seca. Posteriormente se procedió a la separación de los órganos de 

la planta, donde únicamente se emplearon las hojas para la preparación del extracto (Figura 9). 

 

Figura 9. Separación de los diferentes órganos de la planta de Damiana. A) Bolsas con tallos y hojas secas, B) Tallos 
separados de las hojas y C) Hojas secas listas para la preparación del extracto. 

 

Se procedió a macerar 5 g de hojas de Damiana en 50 mL de etanol al 70 %, se tapó la boca del matraz con 

parafilm y se cubrió con papel de aluminio, para mantenerlo en agitación continua durante 12 h a TA. Una 

vez concluido el proceso de agitación, se procedió con el clarificado del macerado, de igual manera que 

en el protocolo de extracción acuosa de Triphala. Posteriormente, el solvente fue eliminado mediante un 

proceso de evaporación en el Rotavaporador® R-100 (Buchi), con una temperatura del baño de agua 

controlada entre 40-50 °C y una presión de trabajo de 175 mbar. Luego, la muestra fue sometida a 

liofilización, que incluyó una etapa de congelación a - 40 °C y un secado final bajo condiciones de vacío de 

0.01 mbar. Seguidamente, se pesaron 4 mg de extracto liofilizado y se resuspendieron en 1 mL de DMSO 

al 20 %.  Se prepararon las soluciones de trabajo al realizar las diluciones correspondientes hasta obtener 

las concentraciones a ensayar (400 - 25 µg/mL), con medio de cultivo como diluyente, las diluciones fueron 

preparadas justo antes de su aplicación. Finalmente, el extracto fue almacenado a 4 °C. 

2.2 Cultivo celular de fibroblastos 

Se trabajó con la línea celular CCD-1112Sk (ATCC® CRL-2429), que corresponde a fibroblastos derivados 

del prepucio de neonatos humanos de origen caucásico, tomados de tejido normal. El cultivo de estas 

células, se realizó en un ambiente controlado a una temperatura de 37 °C con CO2 al 5 % y se trabajó entre 
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los pases 6 y 12 (Figura 10). Esta línea celular presenta un tiempo de duplicación aproximado de 43 h (Lu 

et al., 2012). Se empleó medio de Dulbecco Modificado por Iscove (IMDM, por sus siglas en inglés), 

suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10 % y antibiótico/antimicótico (A/A) al 1 %. El cambio de 

medio se realizó cada 3-4 días hasta que las células alcanzaron una confluencia mayor al 80 %. Esta 

confluencia fue alcanzada entre 5-10 días. Los subcultivos se realizaron, con una relación de expansión 

celular desde 1:4 hasta 1:8. Este proceso fue repetido en varias ocasiones según la necesidad de células. 

 

Figura 10. Microfotografía de contraste de fases de fibroblastos de neonato CCD-1112Sk en pase 12. A) Objetivo 10x, 
la barra indica 400 μm, B) Objetivo 20x, la barra indica 200 μm. 

2.3 Cultivo celular de MSC 

 

Figura 11. Microfotografía de contraste de fases de células madre mesenquimales (MSC) en pase 8. A) Objetivo 10x, 
la barra indica 400 μm, B) Objetivo 20x, la barra indica 200 μm. 
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Las MSC derivadas del cordón umbilical empleadas en este proyecto fueron donadas por la compañía 

REGEN by TRINITY. Las MSC fueron recibidas en pase 4 y se activaron en una placa de 100 mm en medio 

Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, por sus siglas en inglés), con bajo contenido de glucosa y 

suplementado con SFB al 20 % (Figura 11). El mantenimiento de estas se realizó en condiciones estándar 

(37 °C con un 5 % de CO2), con cambio de medio cada 3-4 días, hasta alcanzar una confluencia de 80-90 %. 

Posteriormente, se procedió a realizar la subdivisión celular con expansiones de 1:3 hasta 1:6. Los ensayos 

fueron realizados entre los pases 5 y 8.  

2.4 Estandarización de la concentración de células por pozo para ensayos de 

viabilidad celular 

Se estandarizó el proceso de siembra celular en placas de 96 pozos, para ensayos de viabilidad celular. Se 

realizaron análisis comparativos donde se utilizaron tres cantidades celulares distintas: 5x103, 7.5x103 y 

1x104 células/pozo. Después de 24 h de incubación, mediante un registro fotográfico se determinó la 

densidad celular óptima, que mostrara una confluencia adecuada. Este proceso de evaluación, se aplicó 

tanto a los fibroblastos como a las MSC.  

2.5 Efecto de los extractos de Triphala y Damiana en la viabilidad celular  

Como parte de la etapa de estandarización, se realizaron ensayos de viabilidad celular para evaluar el 

efecto de los extractos de Damiana y Triphala. Se analizó la viabilidad celular en ambos tipos de células 

expuestas a diferentes concentraciones (400-25 μg/mL) de los extractos herbales de Triphala y Damiana. 

El análisis se realizó por triplicado, en placas de cultivo celular de 96 pozos. La siembra celular se realizó a 

7.5x103 células/pozo para los fibroblastos dérmicos y 1x104 células/pozo para las MSC, seguida de una 

incubación por 24 h a 37 °C con CO2 al 5 %. Posteriormente, se cambió el medio de cultivo por 

preparaciones a las diferentes concentraciones de los extractos, y se incubó durante 24 h en las mismas 

condiciones. La evaluación de la viabilidad celular se llevó a cabo con un ensayo colorimétrico basado en 

MTS, para ello se retiró el medio de las células, los pozos se lavaron con 100 μL de PBS y se adicionó a cada 

pozo 10 μL del reactivo CellTiter 96® AQueous One Solution (Promega) diluidos en 90 μL de medio de 

cultivo. Las células se incubaron durante un periodo comprendido entre 1 h y 3 h. Posteriormente, las 

placas se leyeron en un espectrofotómetro de placas EPOCH (BioTek) a una longitud de onda de 492 nm. 
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La viabilidad celular se expresó como un porcentaje en relación con la absorbancia del grupo control 

(células sin extracto). 

2.6 Inducción de la senescencia en fibroblastos dérmicos humanos (CCD-

1112Sk) 

2.6.1 Evaluación de la proliferación celular 

La molécula de éster de succinimidil-carboxifluoresceína (CFSE, por sus siglas en inglés), es un tinte no 

fluorescente permeable a las células. Una vez que la molécula está dentro de la célula, el grupo acetato es 

escindido por esterasas celulares y la molécula de carboxifluoresceína verde fluorescente resultante ya no 

es permeable a la membrana, por lo que no puede salir de la célula. Este compuesto, se une a grupos 

amina libres a través del grupo éster succinimidílico y genera conjugados colorante-proteína covalentes 

(Pereira et al., 2020). Cuando la célula se divide, el CFSE se reparte equitativamente entre las células hijas 

(Figura 12), por lo que cada generación de células tiene la mitad de la intensidad de fluorescencia que la 

generación anterior (Quah et al., 2010). 

 

Figura 12. Mecanismo molecular del CFSE. A) Representación de los eventos moleculares que ocurren en el interior 
de la célula durante el marcaje con CFSE. B) En cada división celular, la célula hija contiene la mitad del CFSE presente 
en la célula madre. (Tomado de Quah et al., 2010; Pereira et al., 2020). 
 

Para determinar la concentración óptima de CFSE, que permita apreciar el proceso de división celular en 
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fibroblastos dérmicos humanos CCD-1112Sk mediante citometría de flujo, se realizó la siguiente curva de 

concentración: 1.25 µM, 2.5 uM y 5.0 µM. Las diferentes soluciones de trabajo se prepararon a partir de 

una solución madre de CFSE a 5 mM. Todo el proceso se realizó en condiciones de oscuridad. 

El marcaje de las células con CFSE se realizó luego de disociar las células con 1 mL de Tripsina-EDTA (0.25%-

0.02%). Posteriormente, se realizó el conteo celular con azul tripano y se calculó el volumen necesario para 

sembrar 1.2x105 células/pozo. La suspensión celular, correspondiente al volumen calculado, fue 

centrifugada (Eppendorf Centrifuge 5810 R) por cinco minutos a 125 x g, para retirar el medio. 

Adicionalmente, se realizaron tres lavados exhaustivos con PBS para eliminar restos de medio y SFB (el 

volumen de PBS, debe de ser 5 veces el volumen de la suspensión celular). Seguidamente, las células 

fueron resuspendidas en 1 mL de las soluciones de trabajo de CFSE (1.25 µM, 2.5 µM, 5.0 µM) e incubadas 

por 20 minutos a 37 °C sin CO2, protegidas de la luz. Transcurrido el periodo de incubación, se añadieron 

5 mL de medio de cultivo completo para detener la reacción de marcaje (5 veces el volumen de la solución 

de CFSE). Posteriormente, las células fueron sedimentadas (5 minutos a 125 x g), para retirar el 

sobrenadante y resuspendidas en medio completo precalentado (baño María a 37 °C). Finalmente, los 

fibroblastos teñidos se cultivaron en placas de 6 pozos (1.2x105 células/pozo) y se incubaron en 

condiciones estándar (37 °C, 5 % CO2), protegidos de la luz con papel de aluminio, por 72 h y 96 h según el 

ensayo realizado. 

Después del periodo de incubación, se retiró cuidadosamente el medio de cultivo de cada pozo. Las células 

se lavaron con 1 mL de PBS y posteriormente se tripsinizaron (150 µL de tripsina por 4 min sin CO2). 

Seguidamente, las células se diluyeron con 450 µL de facs buffer (PBS suplementado con BSA 1%, EDTA 

0.5 mM, azida de sodio 0.1 %). La suspensión celular, fue recuperada en microtubos de 1.5 mL, protegidos 

de la luz con papel de aluminio, adicionalmente, se añadió yoduro de propidio (PI) a una concentración de 

0.5 µg/mL, como marcador de viabilidad celular, para su posterior análisis por citometría de flujo (Attune, 

Applied Biosystems). 

Una vez definida la concentración óptima de CFSE, se cultivaron fibroblastos marcados con este reactivo, 

para analizar el impacto de la D-galactosa a distintas concentraciones (150 mM, 175 mM, 200 mM, 300 

mM y 450 mM). El protocolo de tratamiento incluyó una exposición de 96 h, con reemplazo de medio de 

cultivo con D-galactosa a las 48 h. Finalmente, las células fueron procesadas y preparadas para su análisis 

por citometría de flujo. 

Los datos se obtuvieron en un citómetro de flujo, con el empleo de un láser de excitación a 488 nm y filtros 
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específicos para la detección de fluorescencia de CFSE (BL1, 530/30) y PI (BL3, 695/40). Los análisis 

incluyeron la exclusión de dobletes (FSC-H vs FSC-A), discriminación de células vivas/muertas (BL3-A), y 

evaluación de la proliferación (intensidad de CFSE en BL1-A), como se muestra en la Figura 13. 

 

Figura 13. Análisis de viabilidad y proliferación celular por citometría de flujo. 1) Selección de células, 2) Exclusión de 
dobletes, 3) Discriminación de células vivas/muertas (PI) y 4) Evaluación de la proliferación celular (CFSE). Los 
porcentajes indicados corresponden a las subpoblaciones de interés. 

2.6.2 Cuantificación de la enzima β-galactosidasa (SA-β-gal) mediante el kit "Beta-

Glo® Assay System" 

El ensayo Beta-Glo® (Promega) es un sistema para la detección de β-galactosidasa en células de mamífero, 

que consta de dos componentes que se combinan para formar el reactivo Beta-Glo®. Este reactivo 

proporciona una reacción enzimática acoplada al utilizar un sustrato de luciferina-galactósido (6-O-β-

galactopiranosilluciferina) (Figura 14). Este sustrato es escindido por la SA-β-gal para formar luciferina y 

galactosa lo que genera luz. 

La preparación del reactivo de ensayo Beta-Glo® se realizó según las indicaciones del fabricante. Se 

transfirió el contenido del tampón de ensayo Beta-Glo® al sustrato de ensayo Beta-Glo® y se mezcló 

suavemente por inversión, hasta que el sustrato se disolvió completamente. Posteriormente, se realizaron 

alícuotas del reactivo y se almacenó a - 20 °C. 
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Figura 14. Reacción enzimática acoplada del sistema de ensayo Beta-Glo®. Tomado del manual del fabricante 
(Promega). 

 

Los ensayos preliminares para la cuantificación de la actividad de la SA-β-gal se realizaron con el uso de un 

luminómetro (Cary Eclipse, Agilent). Sin embargo, estos experimentos no arrojaron resultados 

satisfactorios debido a la baja sensibilidad del equipo, lo que dificultó la detección de señales lumínicas en 

las muestras analizadas. Dada esta limitación, y con el objetivo de obtener datos más confiables, se decidió 

al final de la metodología, realizar una prueba adicional con un fotodocumentador de 

quimioluminiscencia. Para ello, se determinó la capacidad de este para detectar el rango óptimo de 

concentración de  SA-β-gal, especificado para el reactivo Beta-Glo. Se realizó primeramente una curva 

estándar, cuyo control de SA-β-gal fue, tabletas de Lactasa 10.000 U/tableta (D-Lactase, HL&F), con 0.1 g 

de Lactasa por tableta. Para ello, se trituró la tableta y se disolvió en PBS a una razón de 2 mg/mL de 

lactasa. Posteriormente, se prepararon las diluciones en PBS (2 μg, 20 ng, 200 g, 2 g, y 0.2 g,) y se 

adicionaron 100 μL de dilución en una placa negra de 96 pozos. Seguidamente, se añadieron 100 μL/pozo 

del reactivo Beta-Glo®, se mezcló el contenido de la muestra durante 30 segundos en un agitador de 

placas, para su posterior incubación durante 30 minutos a TA lo que permitió que la señal se estabilizara. 

Finalmente, se realizó el análisis de la placa en el fotodocumentador Chemidoc XRS+ (BioRad) con el 

sistema de detección de quimioluminiscencia “Chemi Hi Sensitivity” donde el modo de acumulación de 

señal fue (total: 5 minutos, 50 imágenes). La imagen de mayor señal con el menor error de fondo, fue 

analizada con ImageJ, para determinar el promedio por pozo de la intensidad de la señal en escala de 

grises. 
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Un vez determinda la capacidad de detección del fotodocumentador, se procedió a evaluar el efecto de la 

D-galactosa en fibroblastos. Tras 48 h, 72 h y 96 h de incubación de las células expuestas a D-galactosa 

(150 mM y 175 mM), se añadieron 100 μL del reactivo Beta-Glo® y se homogenizó con la pipeta. Se 

transfirió el lisado celular a una placa negra de 96 pozos y se cubrió la placa con papel de aluminio. 

Seguidamente, se mezcló el contenido de la muestra durante 30 segundos con un agitador de placas. 

Posteriormente, se incubaron las muestras durante 30 minutos a TA lo que permitió que la señal se 

estabilizara. Finalmente, se realizó el análisis de la placa en el fotodocumentador. 

Estos ensayos adicionales realizados con el fotodocumentador, confirmaron los resultados obtenidos por 

citometría de flujo al aportar evidencia consistente que validó la interpretación de los efectos relacionados 

con la senescencia celular. 

2.6.3 Análisis de la expresión de genes 

Para el análisis de la expresión génica de IL6, CCN2, CDKN1A, COL1A1, TGFB1 y MMP1, se procedió a la 

preparación de placas de cultivo de 24 pozos, con 5×104 células/pozo, con triplicados para cada 

concentración de D-galactosa. La extracción de ARN y el subsecuente análisis de expresión génica se 

realizaron a las 24 h, 48 h y 96 h (en algunos casos) de exposición al agente inductor de senescencia. Para 

este análisis se empleó como gen endógeno a ACTB. 

2.6.3.1 Extracción del ARN total 

La extracción de ARN total se realizó luego de retirar el medio y añadir 200 μL del reactivo Tri® (Sigma 

Aldrich) a cada pozo de la placa de 24 pozos. Se homogenizó con pipeta y se transfirió el lisado celular a 

un tubo de 1.5 mL. Este se incubó a TA por 5 minutos, se añadieron 20 μL de 1-bromocloropropano (BCP), 

se agitó vigorosamente por 15 segundos y se incubó nuevamente a TA por 5 minutos. Luego se centrifugó 

a 12,000 x g (Eppendorf Centrifuge 5417 R)  por 15 minutos a 4 °C y se colectó la fase acuosa en un tubo 

de 1.5 mL. Se añadieron 100 μL de isopropanol, se agitó de 5-10 segundos e incubó por 10 minutos a TA. 

Se sedimentó el ARN total por centrifugación a 12,000 x g durante 8 minutos a 4 °C; se descartó el 

sobrenadante. La pastilla fue lavada con 200 μL de etanol al 75 %. Posteriormente, se centrifugó a 7500 x 

g durante 5 minutos a 4 °C y se decantó el etanol. La pastilla se dejó secar a TA y finalmente, se resuspendió 

en 16 μL de agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) al 0.1 %. 
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Seguidamente, se hicieron diluciones 1:5 para su cuantificación por espectrofotometría en el rango de luz 

UV (Nanodrop 2000, Thermofisher Scientific). El material se cuantificó por lectura de absorbancia a 260 

nm y se revisó su pureza, mediante la relación de absorbancia A260/280, cuyos valores óptimos se hayan 

en el rango de 1.8-2.2. La integridad del ARN obtenido se determinó mediante un gel de agarosa (1.6 %) 

donde se empleó bromuro de etidio para la observación de las bandas de las subunidades ribosomales 

18S y 28S al iluminarlas con luz UV. 

Posteriormente, se realizó la síntesis del ADN complementario (ADNc), por medio del kit SuperScript® III 

First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen), de acuerdo a las indicaciones del fabricante, con el uso de 

hexámeros y el oligonucleótido dT20. La reacción se realizó para un volumen final de 10 μL y se emplearon 

3 μL de ARN total por muestra (de acuerdo con el límite máximo de cantidad de ARN recomendado por el 

fabricante). El ADNc obtenido, se almacenó a - 20 °C hasta su uso en qPCR. 

2.6.3.2 PCR cuantitativa (qPCR) 

Se seleccionó el gen endógeno ACTB como referencia interna y se validó su expresión en ADNc obtenido 

de fibroblastos de prepucio (CCD-1112Sk), junto con los oligonucleótidos para IL6, CCN2, CDKN1A, COL1A1, 

TGFB1, MMP1; cuyas secuencias fueron obtenidas de publicaciones previas, las cuales se muestran en la 

Tabla 1. 

Table 1. Genes probados, secuencia y longitud del transcrito. F: Forward, R: Reverse, pb: pares de base 

Gen Secuencia Tamaño del amplicón Referencia 

IL6 F: GGAGACTTGCCTGGTGAAA 90 pb Robinson et al., 2020 

R: CTGGCTTGTTCCTCACTACTC  

CCN2 F: 
GCTACCACATTTCCTACCTAGAAATCA 

84 pb Juárez et al., 2012 

R: GACAGTCCGTCAAAACAGATTGTT 

CDKN1A F: GAGACTCTCAGGGTCGAAAA 92 pb Chikenji et al., 2021 

R: TTAGGGCTTCCTCTTGGAGA 

COL1A1 F: TGTTCAGCTTTGTGGACCTC 126 pb Septembre-Malaterre et al., 
2022 R: TCTGTACGCAGGTGATTGGT  

TGFB1 F: ACACATCAGAGCTCCGAGAA  140 pb Jiao et al., 2023 

R: GAGGTATCGCCAGGAATTGT  

MMP1 F: CAAGAGCAGATGTGGACCA 145 pb Gasperin-Bulbarela et al., 2021 

R: AAAGGAGAGTTGTCCCGATG  

ACTB F: GCGAGAAGATGACCCAGATC 103 pb Kobayashi et al., 2014 
R: CCAGTGGTACGGCCAGAGG 

 



27 

Se utilizó el umbral de ciclos (Ct, por sus siglas en inglés) para calcular el número de copias iniciales de 

ADNc. El valor de Ct corresponde al número del ciclo en el que la señal fluorescente de la reacción atraviesa 

el umbral especificado (Thermo Fisher Scientific, 2012 ). Todas las reacciones se realizaron con el mix Fast 

SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems) y una concentración de oligos y ADNc de 250 nM y 2.5 

ng/µL, respectivamente. 

2.7 Co-cultivo celular de MSC precondicionadas con extractos herbales y 

fibroblastos dérmicos humanos CCD-1112Sk senescentes 

Se realizó un co-cultivo celular para evaluar la capacidad de las MSC, previamente tratadas con extractos 

de Damiana y Triphala, para revertir el fenotipo de senescencia en fibroblastos, inducido por D-galactosa. 

Los fibroblastos fueron teñidos con 2 µM de CFSE y posteriormenete fueron sembrados en placas de 24 

pozos a una densidad de 5x104 células/pozo y expuestos a D-galactosa a una concentración de 150 mM 

durante 96 h bajo condiciones estándar de cultivo, con cambio de medio a las 48 h. Las MSC fueron 

sembradas en insertos para placas de 24 pozos, a una concentración de 1x104 células/pozo y tratadas con 

los extractos de Damiana y Triphala (50 μg/mL y 100 μg/mL) durante 24 h. Después de los periodos de 

incubación, los insertos que contenían a las MSC se transfirieron a los pozos con fibroblastos. Además, se 

colectó el medio de cultivo condicionado por las MSC, el cual fue transferido también a pozos con 

fibroblastos dérmicos senescentes. Las células en co-cultivo fueron incubadas por 48 h. Posteriormente, 

se procedió al análisis mediante citometría de flujo para evaluar los efectos de las MSC precondicionadas 

con extractos herbales, sobre la proliferación celular.  
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Capítulo 3.   Resultados 

3.1 Obtención de extractos herbales de Triphala y Damiana 

3.1.1 Preparación del extracto acuoso de Triphala 

La obtención del extracto, se basó en la metodología descrita en la sección 2.1.1 (Figura 15). Las 

propiedades organolépticas que caracterizaron al extracto acuoso de Triphala fueron las siguientes: color 

marrón oscuro a amarillento, consistencia de polvo fino y seco, y un aroma intenso, donde predominaron 

las notas herbáceas y frutales características de los componentes de Triphala (Figura 15F).  

 

Figura 15. Proceso de obtención del extracto acuoso de Triphala. A) Pesaje de 10 g de polvo de Triphala, B) Calentar 
agua hasta 75 °C, C) Baño María con temperatura entre 70-75 °C, D) Coloración y consistencia del extracto, E) 
Liofilización, F) Consistencia final del extracto. 

El rendimiento del extracto se evaluó al considerar la cantidad inicial del polvo vegetal y el peso obtenido 

del extracto después de la liofilización, el cual fue de aproximadamente 36.1 % (Tabla 2). 
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Table 2. Rendimiento en % de los extractos acuoso (Triphala) e hidroalcohólico (Damiana) 

Extractos Tipo de 

extracto 

Peso inicial del 

material vegetal (g) 

Peso del extracto 

después de liofolizar (g) 

Rendimiento 

(%) 

Triphala Acuoso 10 3.61 36.1 

Damiana Etanólico 5 0.39 7.8 

3.1.2 Preparación del extracto hidroalcohólico de Damiana 

Se siguió la metodología descrita en la sección 2.1.2. Algunas de las propiedades organolépticas que 

caracterizaron al extracto fueron: color verde oscuro, consistencia líquida, así como el fuerte aroma 

característico de plantas. Una vez eliminado el etanol mediante la rotavaporación, la consistencia cambió 

a tipo aceitosa y la coloración se tornó hacia un verde más intenso (Figura 16). Posteriormente, el extracto 

se sometió a un proceso de liofilización para retirar el exceso de agua. El extracto final mostró un 

rendimiento aproximado de 7.8 % (Tabla 2). 

 

Figura 16. Proceso de obtención del extracto hidroalcohólico de Damiana. A) Pesaje de 5 g de hojas de Damiana B) y 
C) Agitación constante por 12 h, D) Eliminación del remanente sólido después del proceso de centrifugación, E) 
Volumen final luego del proceso de filtración, F) Rotavaporación, G) Liofilización. 
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3.2 Estandarización de las condiciones experimentales para ensayos de 

viabilidad celular 

Se evaluaron distintas cantidades celulares (5x103, 7.5x103 y 1x104 células/pozo) en fibroblastos dérmicos 

humanos CCD-1112Sk y en células madre mesenquimales (MSC), cultivadas en una placa de 96 pozos 

durante 24 h. La densidad de 7.5x10³ células/pozo fue seleccionada para los experimentos posteriores en 

fibroblastos, ya que mostró la mejor confluencia entre las tres densidades evaluadas, lo que aseguró un 

crecimiento celular adecuado para los análisis posteriores. En el caso de las MSC, la densidad óptima 

determinada fue de 1x104 células/pozo, al mostrar resultados consistentes en términos de viabilidad y 

comportamiento celular. 

3.3 Ensayo de viabilidad celular de  fibroblastos CCD-1112Sk y MSC tratados 

con extractos de Triphala y Damiana 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Viabilidad celular de fibroblastos CCD-1112Sk y MSC tratados con extractos de Triphala y Damiana. A) 
Viabilidad celular de fibroblastos CCD-1112Sk expuestos al extracto acuoso de Triphala, B) Viabilidad celular de 
fibroblastos CCD-1112Sk expuestos al extracto hidroalcohólico de Damiana, C) Viabilidad celular de las MSC 
expuestas al extracto acuoso de Triphala, D) Viabilidad celular de las MSC expuestas al extracto hidroalcohólico de 
Damiana. Gráficas de barras representativas de 3 réplicas por grupo. Control negativo de viabilidad: DMSO 7%, 
células sin tratamiento: control positivo de viabilidad (DMEM), Experimental: células tratadas con extracto de 
Triphala o Damiana [400 μg/mL, 200 μg/mL, 100 μg/mL, 50 μg/mL, 25 μg/mL]. Las barras corresponden al promedio 
de tres réplicas técnicas ± desviación estándar. Los asteriscos indican diferencias estadísticamente significativas 
respecto al control: (*p < 0.05, **p < 0.01, ****p < 0.0001; ns: no significativo). ANOVA de una vía, post hoc de 
Dunnett. 
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Para seleccionar las concentraciones que resultaran ser más viables para las células, se realizó un ensayo 

de viabilidad celular con el reactivo MTS. Los resultados de estos experimentos no mostraron un efecto 

citotóxico de los extractos herbales de Triphala y Damiana a ninguna de las concentraciones ensayadas ni 

en fibroblastos ni en MSC (Figura 17). 

3.4 Inducción de la senescencia en fibroblastos dérmicos humanos (CCD-

1112Sk) 

3.4.1 Evaluación de la proliferación celular 

3.4.1.1 Curva de concentración de CFSE 

La Figura 18 ilustra los resultados obtenidos mediante citometría de flujo para las diferentes 

concentraciones de CFSE evaluadas (0 μM, 1.25 μM, 2.5 μM y 5.0 μM).  

 

Figura 18. Histograma de la curva de concentración de CFSE en fibroblastos dérmicos CCD-1112Sk. 

 

Se observó un incremento en la intensidad de fluorescencia proporcional a la concentración de CFSE. El 

control no marcado (0 μM) presentó un pico estrecho cerca del origen, indicativo de la autofluorescencia 

basal de las células. Al aumentar la concentración de CFSE, se observó un incremento en la intensidad de 

fluorescencia celular registrada en el canal BL1-A. La concentración más alta evaluada (5.0 μM) exhibió el 

pico con la mayor intensidad de fluorescencia, lo cual indica que las células asimilaron una mayor cantidad 
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de CFSE. La evidente separación entre los picos de las diferentes concentraciones indicó, que los niveles 

de marcaje celular fueron distinguibles entre sí, lo cual resultó crucial para la selección de la concentración 

de CFSE más adecuada para los siguientes experimentos. 

Las observaciones por microfotografías (Figura 19) evidenciaron que las concentraciones más altas de 

CFSE, particularmente 5 μM, presentaron signos de citotoxicidad. Esto se manifestó en alteraciones 

morfológicas de los fibroblastos, lo cual puede ser apreciado por un aumento en el número de células no 

adheridas (células completamente redondas) y la pérdida de la morfología fusiforme, típica de los 

fibroblastos. 

 

Figura 19. Microfotografía de campo claro de fibroblastos dérmicos CCD-1112Sk marcados con CFSE. A) Células no 
marcadas con CFSE. B) Fibroblastos marcados con 1.25 μM de CFSE. C) Fibroblastos marcados con 2.5 μM de CFSE. 
D) Fibroblastos marcados con 5 μM de CFSE. Las imágenes fueron capturadas con un objetivo 10x donde la barra 
indica 400 μm. 

 

Con base en estos resultados, se determinó que una concentración intermedia —2 μM de CFSE— podría 

proporcionar un equilibrio óptimo entre intensidad de señal y viabilidad celular donde se pueda obtener 

una detección clara de la fluorescencia sin inducir efectos citotóxicos significativos. 

3.4.1.2 Efecto de la concentración de D-galactosa en la proliferación celular 

Este ensayo permitió evaluar la capacidad de división celular de fibroblastos dérmicos humanos CCD-
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1112Sk tratados con diferentes concentraciones de D-galactosa, al utilizar el CFSE como marcador de 

proliferación celular. Las placas se incubaron durante 96 h, para permitir al menos dos ciclos de duplicación 

celular. A las 48 h, se realizó un cambio de medio, el cual fue reemplazado por medio completo sin adición 

de D-galactosa. 

 

Figura 20. Fibroblastos dérmicos CCD-1112Sk marcados con CFSE (2uM) y diferentes concentraciones de D-galactosa. 
A) Control (sin tratamiento); B) D-galactosa 150 mM; C) D-galactosa 225 mM; D) D-galactosa 300 mM; E) D-galactosa 
450 mM. Las imágenes fueron tomadas después de 96 h de incubación en condiciones estándar (37°C con 5% de 
CO2). Se observa una disminución progresiva en la densidad celular y cambios morfológicos a medida que aumenta 
la concentración de D-galactosa. Las imágenes fueron capturadas con un objetivo 10x donde la barra indica 400 μm. 

 

Las observaciones microscópicas (Figura 20) revelaron un efecto dependiente de la concentración de D-

galactosa sobre los fibroblastos. Mientras que el control mostró una proliferación y morfología normal, el 

aumento en la concentración de D-galactosa resultó en una disminución progresiva de la densidad celular 

y alteraciones morfológicas. A concentraciones más altas (300 mM y 450 mM), se observó una marcada 
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reducción en el número de células y cambios morfológicos significativos, indicativos de un severo estrés 

celular o muerte. Para los siguientes ensayos, fueron descartadas estas concentraciones. 

Los resultados del histograma de citometría de flujo (Figura 21A) demostraron un efecto inhibitorio dosis-

dependiente de la D-galactosa sobre la proliferación celular, evaluado mediante la dilución de CFSE. El 

grupo control (células sin D-galactosa) mostró el menor pico de fluorescencia, indicativo de la máxima 

proliferación celular. A medida que aumentó la concentración de D-galactosa (150 mM, 225 mM, 300 mM 

y 450 mM), se observó un menor desplazamiento hacia la izquierda en los picos de fluorescencia. 

 

Figura 21. Efecto de la D-galactosa sobre la proliferación celular en fibroblastos dérmicos CCD-1112Sk. A) Efecto 
inhibitorio de D-galactosa sobre la proliferación celular en fibroblastos humanos CCD-1112Sk. B) Intensidad de 
fluorescencia media (MFI) del CFSE en relación con la concentración de D-galactosa. Las barras corresponden a la 
media ± error estándar. Los asteriscos indican diferencias estadísticamente significativas respecto al control: (****p 
< 0.0001). ANOVA de una vía, prueba post hoc de Dunnett. 

 

La Figura 21B muestra el incremento de la intensidad de fluorescencia media (MFI) conforme aumenta la 

concentración de D-galactosa. Altos niveles de fluorescencia están relacionados con concentraciones más 

altas de D-galactosa, lo que refleja una menor tasa de proliferación celular, dado que la dilución de CFSE 

disminuye con cada división celular. 

Estos resultados demuestran que la D-galactosa tiene un efecto inhibitorio dependiente de la 

concentración sobre la proliferación de fibroblastos CCD-1112Sk. También se realizaron ensayos 

preliminares con un rango de concentraciones más reducido (Figura 22), donde se descartaron las 

concentraciones más altas, con el objetivo de considerarse las concentraciones adecuadas que 

proporcionaran un equilibrio óptimo entre la inhibición de la proliferación celular, característico del estado 

de senescencia, y el mantenimiento de la viabilidad celular. 
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Figura 22. Intensidad de fluorescencia media (MFI) del CFSE con relación a la concentración de D-galactosa en 
fibroblastos dérmicos CCD-1112Sk. Las barras corresponden a la media ± error estándar. Los asteriscos indican 
diferencias estadísticamente significativas respecto al control: (****p < 0.0001). ANOVA de una vía, prueba post hoc 
de Dunnett. 

 

Para los siguientes ensayos, el efecto de la D-galactosa sobre la proliferación celular en fibroblastos 

dérmicos CCD-1112Sk, se representará mediante gráficos que relacionan la concentración de D-galactosa 

con la MFI. Este enfoque permite una representación más evidente de las diferencias entre los diversos 

tratamientos. 

Para confirmar que el efecto de inhibición de la proliferación celular se mantenía después de una 

exposición inicial de 48 h a 150 mM y 175 mM de D-galactosa, seguida por 48 h adicionales sin el agente 

inductor de senescencia, se evaluaron las células a las 96 h totales desde el inicio del ensayo (Figura 23). 

Adicionalmente, se evaluó la viabilidad celular de las muestras mediante la adición de yoduro de propidio 

(PI) a una concentración de 0.5 μg/mL. Este análisis permitió descartar la presencia de células no viables 

que pudieran haber influido en los resultados, al asegurar que la disminución observada en la proliferación 

celular estuviera relacionada específicamente con el efecto de la D-galactosa. Para ambas 

concentraciones, la viabilidad celular fue superior al 93%. 

Los resultados obtenidos mostraron un incremento en la MFI con el aumento de la concentración de D-

galactosa, lo que indica un efecto inhibitorio sobre la proliferación celular. Además, se observaron 

diferencias estadísticamente significativas entre las concentraciones de 150 mM y 175 mM respecto al 

grupo de células no tratadas. Dado que ambas concentraciones demostraron potencial para la inducción 
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de cambios celulares consistentes con un fenotipo senescente, la discriminación entre estas para los 

subsiguientes análisis se fundamentará en los resultados obtenidos mediante qPCR. 

 

Figura 23. Evaluación de la fluorescencia de fibroblastos dérmicos humanos CCD-1112Sk expuestos a D-galactosa por 
48 h y evaluados a las 96 h. Fueron considerados 1x104 eventos para cada muestra. Las barras corresponden a la 
media ± error estándar. Los asteriscos indican diferencias estadísticamente significativas respecto al control: (****p 
< 0.0001). ANOVA de una vía, prueba post hoc de Dunnett. 

3.4.2 Cuantificación de la enzima β-galactosidasa (SA-β-gal) mediante el kit "Beta-

Glo® Assay System" 

El sistema Beta-Glo® es un ensayo basado en la emición de luminicencia proporcianal a la concentración 

de SA-β-gal, por lo que requiere de un luminómetro para la detección de la señal lumínica. Sin embargo, 

dado que no se encontró con un lector de placa capaz de detectar el rango óptimo estimulado para Beta-

Glo®, se decidió evaluar la capacidad de un fotodocomentador para westernblot. Para ello, se creó una 

curva estándar con lactasa y se evaluó con el sistema de detección de quimioluminscencia, donde se 

demostró su capacidad para detectar en el rango picomolar de enzima (Figura 24). 

Se evaluó el impacto de diferentes concentraciones de D-galactosa en la inducción de senescencia celular 

en fibroblastos dérmicos humanos CCD-1112Sk, al cuantificar la actividad de SA-β-gal a las 48 h, 72 h y 96 

h de exposición. Tras 48 h, el tratamiento con 175 mM de D-galactosa mostró un incremento 

significativamente mayor (p < 0.01) en la actividad de SA-β-gal en comparación con el control (células sin 

tratamiento), mientras que con 150 mM el aumento fue menos destacado (p < 0.05). A las 72 h y 96 h, 

todas las concentraciones de D-galactosa evaluadas mostraron niveles elevados de fluorescencia respecto 
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al grupo control (p < 0.01). Estos hallazgos sugieren que, bajo las condiciones experimentales establecidas, 

la D-galactosa produce un aumento dependiente de la concentración y el tiempo en la actividad de SA-β-

gal (Figura 25). 

 

Figura 24. Curva de concentración de la lactasa. Las diluciones se realizaron en 100 μL de PBS, y se transfirieron a 
una placa negra de 96 pozos. Seguidamente, se añadieron 100 μL del reactivo Beta-Glo® y se incubó por 30 minutos 
para su posterior análisis. 

 

 

Figura 25. Efecto de diferentes concentraciones de D-galactosa en la actividad de SA-β-gal en fibroblastos dérmicos 

humanos CCD-1112Sk tras 48, 72 y 96 horas de tratamiento. Los datos se normalizaron respecto al grupo control (sin 
tratamiento). Las barras corresponden al promedio de dos ó tres réplicas técnicas ± desviación estándar. Los 
asteriscos indican diferencias estadísticamente significativas respecto al control: (*p < 0.05, **p < 0.01). ANOVA de 
una vía, prueba post hoc de Dunnett. 
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3.4.3 Análisis de la expresión de genes 

3.4.3.1 Extracción de ARN total 

La concentración de ARN total obtenido de fibroblastos dérmicos expuestos a diversas concentraciones 

de D-galactosa durante 24 h y 48 h, se presenta en las Figuras 26A y 27A, respectivamente. En todos los 

casos, la relación de absorbancia 260/280 nm estuvo entre 1.8 - 2.2. La integridad del ARN total se evaluó 

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.6 %. Como se observa en las Figuras 26B y 27B, todas las 

muestran exhiben bandas intactas y bien definidas, correspondientes a las subunidades ribosomales 28S 

y 18S. 

 

Figura 26. Evaluación de ARN de fibroblastos expuestos a D-galactosa (0 mM, 150 mM, 175 mM y 200 mM) por 24 h. 
A) Concentración de ARN total obtenida en la extracción con Tri Reagent®. B) Revisión de la integridad del ARN total 
en gel de agarosa al 1.6 %. 

 

 

Figura 27. Evaluación de ARN de fibroblastos expuestos a D-galactosa (0 mM, 150 mM, 175 mM y 200 mM) por 48h. 
A) Concentración de ARN total obtenida en la extracción con Tri Reagent®. B) Revisión de la integridad del ARN total 
en gel de agarosa al 1.6 %. 
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3.4.3.1.1 Evaluación de la expresión de genes asociados a la senescencia celular en fibroblastos 

dérmicos senescentes 

A las 24 h de exposición con D-galactosa, se observó una disminución significativa en la expresión de 

COL1A1 proporcional con el aumento de la concentración de D-galactosa. Las células tratadas con 175 mM 

y 200 mM de D-galactosa mostraron una reducción estadísticamente significativa (p<0.0001) en 

comparación con el control (células no tratadas). La expresión de COL1A1 disminuyó aproximadamente 

un 50 % y 60 % respectivamente para estas concentraciones. A las 48 h, la inhibición en la expresión del 

gen de colágeno fue más evidente en todas las concentraciones evaluadas (Figura 28). 

 

Figura 28. Niveles de expresión del ARNm de genes asociados con la matriz extracelular (MMP1, COL1A1 y CCN2) a 
las 24 y 48 horas. La evaluación se realizó mediante RT-qPCR en fibroblastos dérmicos humanos tratados con D-
galactosa (0, 150, 175 y 200 mM). Los datos se normalizaron respecto a la expresión del gen de referencia (ACTB) y 
se presentan como expresión relativa en comparación con el control sin tratamiento (0 mM). Las barras 
corresponden al promedio de tres réplicas técnicas ± desviación estándar. Los asteriscos indican diferencias 
estadísticamente significativas respecto al control: (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001; ns: no 
significativo). ANOVA de una vía, prueba post hoc de Dunnett. 

 

El tratamiento con 200 mM de D-galactosa indujo un aumento estadísticamente significativo en los niveles 

de ARNm de MMP1 (p<0.001) desde las 24 h en comparación con el control. A las 48 h, la exposición a 150 

mM de D-galactosa resultó en un incremento estadísticamente significativo en la expresión de MMP1 
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(p<0.0001), al alcanzar aproximadamente 4 veces el nivel de las células sin tratamiento. En contraste, las 

concentraciones de 175 mM y 200 mM no mostraron diferencias estadísticamente significativas con este 

periodo de exposición (Figura 28). 

CCN2 a las 24 h de exposición, tuvo un aumento significativo (p<0.05) en su expresión en células tratadas 

con 150 mM de D-galactosa en comparación con el control. Las concentraciones de 175 mM y 200 mM 

también mostraron un ligero incremento, aunque no estadísticamente significativo. A las 48 h, se observó 

un aumento altamente significativo (p<0.0001) en la expresión de CCN2 en células tratadas con 150 mM 

de D-galactosa, con un incremento de aproximadamente 9 veces respecto al control. Las concentraciones 

de 175 mM y 200 mM también mostraron un ligero aumento, aunque no significativo estadísticamente 

(Figura 28). Estos resultados indican una fuerte inducción de CCN2 en respuesta a la D-galactosa, 

especialmente a las 48 h de exposición. 

 

Figura 29. Niveles de expresión del ARNm de genes asociados a procesos inflamatorios (IL6 y TGFB1) a las 24h y 48h. 
La evaluación se realizó mediante RT-qPCR en fibroblastos dérmicos humanos tratados con D-galactosa (0, 150, 175 
y 200 mM). Los datos se normalizaron respecto a la expresión del gen de referencia (ACTB) y se presentan como 
expresión relativa en comparación con el control sin tratamiento (0 mM). Las barras corresponden al promedio de 
tres réplicas técnicas ± desviación estándar. Los asteriscos indican diferencias estadísticamente significativas 
respecto al control: (**p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001; ns: no significativo). ANOVA de una vía, prueba post 
hoc de Dunnett. 
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La expresión relativa de TGFB1 a las 24 h de exposición, mostró un aumento significativo (p<0.01) en las 

células tratadas con 150 mM de D-galactosa en comparación con el control. Las concentraciones de 175 

mM y 200 mM también mostraron un ligero incremento, aunque no estadísticamente significativo. Tras 

48 h, se observó una disminución significativa (p<0.001) en la expresión de TGFB1 en células tratadas con 

150 mM de D-galactosa en comparación con el control. Además, se observó una diferencia significativa 

(p<0.01) entre el control y las células tratadas con 200 mM de D-galactosa, lo que también evidenció una 

reducción en la expresión (Figura 29). 

La IL6, a las 24 h, mostró una disminución significativa en su expresión para las concentraciones de 175 

mM y 200 mM con p<0.01 y p<0.001, respectivamente. La expresión de IL6 disminuyó aproximadamente 

un 20 % y 30 % respectivamente, para ambas concentraciones. A las 48 h, se observó un cambio drástico 

en el patrón de expresión. Las células tratadas con 150 mM de D-galactosa mostraron un aumento 

estadísticamente significativo (p<0.0001) en la expresión de IL6, con un incremento de aproximadamente 

4 veces respecto al control (Figura 29). Las concentraciones de 175 mM y 200 mM no mostraron 

diferencias significativas. 

 

Figura 30. Niveles de expresión del ARNm de genes inhibidores del ciclo celular (CDKN1A) a las 24h y 48h. La 
evaluación se realizó mediante RT-qPCR en fibroblastos dérmicos humanos tratados con D-galactosa (0, 150, 175 y 
200 mM). Los datos se normalizaron respecto a la expresión del gen de referencia (ACTB) y se presentan como 
expresión relativa en comparación con el control sin tratamiento (0 mM). Las barras corresponden al promedio de 
tres réplicas técnicas ± desviación estándar. Los asteriscos indican diferencias estadísticamente significativas 
respecto al control: (***p < 0.001, ****p < 0.0001; ns: no significativo). ANOVA de una vía, prueba post hoc de 
Dunnett. 

 

La expresión de CDKN1A a las 24 h de exposición a D-galactosa, no mostró cambios en los niveles de ARNm 
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para todas las concentraciones evaluadas (150 mM, 175 mM y 200 mM) en comparación con el control. A 

las 48 h, se observó un patrón de expresión más complejo, donde las células tratadas con 150 mM de D-

galactosa mostraron una disminución significativa en la expresión de CDKN1A en comparación con el 

control. En contraste, las células expuestas a 175 mM de D-galactosa presentaron un aumento significativo 

en la expresión de CDKN1A (Figura 30), lo que se corresponde en mayor medida con el comportamiento 

esperado en células senescentes. 

Dado que CDKN1A es un marcador tardío de senescencia, se evaluó su expresión a las 96 h. En la Figura 

31 se observa una sobreexpresión de CDKN1A con 150 mM de D-galactosa en comparación con el control 

(0 mM). Estos resultados podrían indicar un efecto temporal del tratamiento con D-galactosa en la 

inducción del fenotipo senescente en los fibroblastos dérmicos. 

 

Figura 31. Niveles de expresión del ARNm de genes inhibidores del ciclo celular (CDKN1A) a las 96 h. La evaluación 
se realizó mediante RT-qPCR en fibroblastos dérmicos humanos tratados con D-galactosa (150 mM). Los datos se 
normalizaron respecto a la expresión del gen de referencia (ACTB) y se presentan como expresión relativa en 
comparación con el control sin tratamiento (0 mM). Las barras corresponden al promedio de tres réplicas técnicas ± 
desviación estándar. Los asteriscos indican diferencias estadísticamente significativas respecto al control: (**p < 
0.01). Prueba t-Student no pareada. 

3.5 Co-cultivo celular de MSC precondicionadas con extractos herbales y 

fibroblastos dérmicos humanos CCD-1112Sk senescentes 

Los fibroblastos senescentes expuestos a 150 mM de D-galactosa mostraron un aumento significativo (p < 

0.0001) en la fluorescencia media de CFSE, lo que indica una reducción en su capacidad proliferativa y la 

presencia de un fenotipo senescente. Sin embargo, cuando estos fibroblastos fueron co-cultivados con 

MSC, se observó una reducción significativa en la MFI de CFSE en comparación con el grupo tratado 

únicamente con D-galactosa. Esto sugiere que las MSC fueron capaces de revertir parcialmente el fenotipo 
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senescente inducido en los fibroblastos por la D-galactosa. Por otro lado, el pretratamiento de las MSC 

con los extractos herbales de Triphala o Damiana no logró potenciar este efecto. En el caso del extracto 

de Tripala, se observó un aumento significativo en la MFI de CFSE en comparación con el grupo de 

fibroblastos co-cultivados solo con MSC, lo que podría indicar que este extracto afecta negativamente la 

actividad de las MSC, al reducir su capacidad para revertir el fenotipo senescente inducido en los 

fibroblastos. 

 

Figura 32. Intensidad de fluorescencia media (MFI) de CFSE en fibroblastos dérmicos tratados con D-galactosa y co-
cultivado con MSC precondicionadas con extractos herbales. Las barras corresponden a la media ± error estándar. 
Los asteriscos indican diferencias estadísticamente significativas respecto a las células tratadas únicamente con D-
galactosa 150 mM: (**p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001; ns: no significativo). ANOVA de una vía, prueba post 
hoc de Dunnett. 

3.5.1 Efecto de los extractos herbales en la expresión de genes de MSC 

3.5.1.1 Extracción de ARN total 

En la figura 33A, se muestra la concentración de ARN total de MSC expuestas a extractos herbales de 
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Damiana y Triphala a 50 g/mL y 100 g/mL (representado gráficamente por D50, D100, T50 y T100) por 

24 h. En todos los casos, la relación de absorbancia 260/280 nm, indicativa de la pureza de las muestras, 

superó el valor de 1.80, lo cual es indicativo de una pureza aceptable de las mismas. La integridad del ARN 

total se evaluó mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.6 %. Como se observa en la Figura 33B, todas 

las muestran exhiben bandas intactas y bien definidas, correspondientes a las subunidades ribosomales 

28S y 18S. 

 

Figura 33. Extracción de ARN con Tri Reagent® en MSC expuestas a diferentes concentraciones de extractos herbales 
de Damiana y Triphala. A) Concentración de ARN total obtenida en la extracción con Tri Reagent®, de MSC, expuestas 

a diferentes concentraciones de extractos herbales de Damiana y Triphala a 50 g/mL y 100 g/mL. B) Revisión de la 
integridad del ARN total en gel de agarosa al 1.6 %. 

3.5.1.2 Evaluación de la expresión de genes asociados a senescencia celular en MSC 

Dado que los resultados previos ponen en evidencia la limitada eficacia de los tratamientos con extractos 

de Damiana y Triphala en la modulación del fenotipo senescente inducido con la adición de D-galactosa, 

se evaluó el efecto de estos extractos sobre las MSC. Este ensayo se llevó a cabo mediante el análisis de la 

expresión de genes asociados a la senescencia celular (IL6, CCN2, CDKN1A, COL1A1, TGFB1 y MMP1), los 

mismos genes que serían evaluados en el co-cultivo con fibroblastos senescentes. En este caso se 

consideró además una concentración mayor del extracto, para descartar que este fuera un factor de la no 

reversión del estado senescente. 

Los resultados del análisis de expresión génica en MSC tratadas con extractos de Damiana y Triphala a 

concentraciones de 50 g/mL y 100 g/mL (D50, D100, T50 y T100, respectivamente) revelaron 

alteraciones estadísticamente significativas en genes asociados a la senescencia celular (Figura 34). En lo 

que respecta a los genes involucrados en la remodelación de la matriz extracelular, se observó una 
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reducción significativa de MMP-1 en todos los tratamientos en comparación con el control MSC (p<0.01 

para MSC-D50 y p<0.001 para los demás tratamientos). La expresión de COL1A1  disminuyó 

pronunciadamente con los tratamientos de Damiana (D50 y D100, p<0.0001), seguida de un incremento 

significativo con los tratamientos de Triphala (T50 y T100, p<0.001). Asimismo, CCN2 mostró una reducción 

significativa con los tratamientos D100 y T100 (p<0.01). En cuanto a los genes relacionados con la 

respuesta inflamatoria, IL6 presentó un aumento significativo en su expresión con el tratamiento T50 

(p<0.01). Por otro lado, TGFB1 exhibió una disminución significativa con los tratamientos T50 (p<0.05) y 

T100 (p<0.01). Finalmente, la expresión del inhibidor del ciclo celular CDKN1A, un marcador clave de 

senescencia, mostró un incremento estadísticamente significativo con los tratamientos T50 y T100 

(p<0.0001). 

 

Figura 34. Niveles de expresión del ARNm de MMP1, COL1A1, CCN2, IL6, TGFB1 y CDKN1A en MSC pretratadas con 
extractos herbales durante 24 h. La evaluación se realizó mediante RT-qPCR en MSC pretratadas con extractos 

herbales de Damiana y Triphala (50 g/mL y 100 g/mL). Los datos se normalizaron respecto a la expresión del gen 
de referencia (ACTB) y se presentan como expresión relativa en comparación con el control sin tratamiento (MSC). 
Las barras corresponden al promedio de tres réplicas técnicas ± desviación estándar. Genes asociados a la 
remodelación de la matriz extracelular (A-C), genes asociados a los procesos inflamatorios (D y E) y gen asociado con 
la inhibición del ciclo celular (F). Los asteriscos indican diferencias estadísticamente significativas respecto al control 
(MSC): (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001; ns: no significativo). ANOVA de una vía, prueba post hoc 
de Dunnett. 
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Capítulo 4.  Discusión  

El propósito de la presente investigación fue evaluar el potencial de extractos herbales para revertir la 

senescencia en fibroblastos dérmicos a través de la actividad de células madre mesenquimales. Los 

antecedentes bibliográficos han señalado la importancia de la utilización de extractos herbales como una 

estrategia prometedora coadyuvante a la terapia celular, debido a sus diversas propiedades bioactivas (Li 

et al., 2022). Estos extractos, ricos en compuestos fitoquímicos, han demostrado potencial para modular 

procesos celulares fundamentales que incluyen la proliferación, la diferenciación y la senescencia 

(Udalamaththa et al., 2016). La incorporación de estos agentes naturales en protocolos de terapia celular, 

ofrece la posibilidad de mejorar la eficacia de los tratamientos, mientras se minimizan los efectos 

secundarios asociados con terapias convencionales (Wang et al., 2023). En este contexto, la Damiana, 

conocida por sus efectos farmacológicos, especialmente por sus acciones antioxidantes y antibacterianas, 

ha demostrado ser una fuente potencial de compuestos antifotoenvejecimiento (Kim et al., 2022). Por 

otro lado, la Triphala, una formulación tradicional de la medicina ayurvédica, ha sido ampliamente 

estudiada por sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y rejuvenecedoras a nivel celular (Peterson 

et al., 2017). La investigación de estos extractos en el contexto de la terapia celular abre nuevas vías para 

el desarrollo de estrategias terapéuticas innovadoras, particularmente en el campo de la medicina 

regenerativa y el tratamiento de enfermedades relacionadas con el envejecimiento. 

La obtención de extractos mediante métodos acuosos (Triphala) e hidroalcohólicos (Damiana) reveló 

diferencias significativas en sus propiedades organolépticas y rendimientos, cuyas diferencias están en 

correspondencia con lo reportado para ambos métodos de extracción por Ghasemzadeh et al. (2018). El 

extracto acuoso mostró un rendimiento de 36.1 %; mientras que el extracto hidroalcohólico, presentó un 

un rendimiento de 7.8 %. Estos resultados concuerdan con los hallazgos de Kim et al. (2022), los cuales 

obtuvieron un rendimiento de 7.38 % de su extracto hidroalcohólico de Damiana. 

La variación en los rendimientos, así como, algunas propiedades organolépticas particulares entre ambos 

métodos de extracción, indica que cada técnica puede ser más efectiva para aislar compuestos bioactivos 

específicos en cada caso. Los extractos acuosos, suelen ser más ricos en compuestos polares 

(mayoritariamente hidrofílicos) como polifenoles (taninos y flavonoides), ácido gálico, carbohidratos, 

entre otros (Peterson et al., 2017); mientras que los extractos etanólicos pueden contener una mayor 

proporción de compuestos menos polares como algunos flavonoides y terpenos (Kim et al., 2022). De igual 

manera, la posible degradación o pérdida de algunos compuestos bioactivos durante el proceso de 
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extracción, pudo verse afectada por la temperatura empleada en cada caso, la cual puede influir en la 

composición química de la planta (Ran et al., 2021). 

Aunque no se realizó un análisis bioquímico de los extractos en este estudio, es importante reconocer que 

esta caracterización es una perspectiva crucial para futuras investigaciones. El mayor rendimiento del 

extracto acuoso no implica necesariamente una concentración superior o diversidad de compuestos 

bioactivos específicos (Ocampo et al., 2014). La composición fitoquímica puede variar significativamente 

según el método de extracción, y ciertos compuestos podrían estar más concentrados en el extracto 

etanólico a pesar de su menor rendimiento. Por tal motivo, una caracterización fitoquímica exhaustiva y 

ensayos de actividad biológica para moléculas específicas en ambos extractos son esenciales para 

comprender plenamente su potencial terapéutico. 

En los ensayos de viabilidad realizados con el reactivo MTS, tanto el extracto de Damiana como el de 

Triphala demostraron ser viables en todas las concentraciones evaluadas. Estos resultados son 

consistentes con los hallazgos reportados por otros investigadores, como Kim et al. (2022), quienes 

también observaron una alta viabilidad celular frente a extractos similares en diversos tipos celulares, lo 

que sugiere que estos extractos podrían ser seguros para su uso en diferentes aplicaciones terapéuticas. 

La senescencia celular es un estado en el cual las células pierden permanentemente su capacidad de 

dividirse, principalmente debido a factores como el acortamiento de los telómeros o el daño acumulado 

en el ADN, lo que resulta en el arresto del ciclo celular (Campisi, 2014). El CFSE fue utilizado en nuestros 

ensayos como marcador fluorescente para evaluar la proliferación celular. Este compuesto se distribuye 

en el interior de las células durante la división, al reducir su intensidad de fluorescencia de forma 

proporcional en cada ciclo de replicación. Así, cada célula hija recibe aproximadamente la mitad del 

contenido de CFSE presente en la célula madre (Pereira et al., 2020). De este modo, el CFSE permitió 

evaluar la capacidad de división celular al evidenciar las diferencias en la tasa de proliferación entre las 

distintas condiciones experimentales. 

Dada la relevancia de seleccionar una concentración óptima del CFSE, para evitar efectos adversos en la 

viabilidad celular, se estandarizó la concentración de este marcador mediante la evaluación de diferentes 

concentraciones por citometría de flujo y microscopía (0 μM, 1.25 μM, 2.5 μM y 5.0 μM). Como se observó, 

al aumentar la concentración de CFSE, también se incrementó la intensidad de fluorescencia, lo que 

generó señales más intensas a concentraciones elevadas. Sin embargo, concentraciones superiores o igual 

a 2.5 μM mostraron una clara disminución en el porcentaje de células proliferantes, lo que sugiere que las 
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concentraciones más altas del marcador inducen citotoxicidad, al comprometer la viabilidad celular. Este 

fenómeno se ha reportado previamente en la literatura, donde el CFSE, al actuar como un marcador 

intracelular fluorescente, puede interferir con los procesos celulares cuando se utiliza en concentraciones 

elevadas, al disminuir la proliferación (Quah et al., 2007). Asimismo, Lašt’ovička et al. (2009) reportaron la 

disminución gradual de la viabilidad celular con el aumento de la concentración de CFSE, tanto en células 

mononucleares de sangre periférica (PBMC), como en una línea celular de leucemia (L1210). Estos 

resultados subrayan un efecto citotóxico generalizado del CFSE a concentraciones altas, 

independientemente del tipo celular. Finalmente, 2.0 μM de CFSE fueron suficientes para marcar las 

células de manera efectiva, lo que permitió una clara discriminación en la proliferación celular, sin 

comprometer su morfología. 

La D-galactosa es un monosacárido simple ampliamente utilizado en estudios para inducir senescencia 

celular debido a su capacidad de generar estrés oxidativo y productos de glicación avanzada (AGEs), lo que 

interfiere con la proliferación celular y compromete la integridad funcional de las células (Song et al., 1999; 

Cui et al., 2006). Diversas investigaciones han reportado cómo la administración crónica de D-galactosa 

provoca un envejecimiento acelerado en modelos animales al aumentar la producción de especies 

reactivas de oxígeno (ROS) y afectar las funciones mitocondriales (Ho et al., 2003; Cui et al., 2006). 

El efecto mostrado de diferentes concentraciones de D-galactosa sobre fibroblastos dérmicos humanos 

CCD-1112Sk se corresponden con la investigación realizada por Zhang et al. (2022), los cuales 

establecieron un modelo de senescencia celular mediante la inducción de estrés oxidativo en células de 

núcleo pulposo en los discos intervertebrales degenerativos. En esta investigación, se demostró que hubo 

un aumento significativo en la intensidad de fluorescencia, así como, una disminución en el número de 

células a medida que aumenta la concentración de D-galactosa. Esto sugiere que la D-galactosa induce 

estrés oxidativo y compromete la viabilidad celular de manera dosis-dependiente. A pesar de las 

diferencias en los tipos celulares y las unidades de medida utilizadas, nuestras observaciones revelaron un 

efecto dependiente de la concentración de D-galactosa sobre la proliferación y morfología celular, con 

concentraciones óptimas de 150-175 mM (27-31.5 g/L) para inducir senescencia. Por otro lado, Zhang et 

al. (2022) observaron un aumento significativo en marcadores de estrés oxidativo y daño celular en 

concentraciones similares (25-50 g/L), lo que sugiere que la exposición a estos niveles puede comprometer 

la integridad celular y alterar diversas funciones metabólicas, al contribuir al daño tisular y exacerbar 

procesos degenerativos, lo cual puede estar relacionado con los resultados obtenidos en esta 

investigación. Estos hallazgos refuerzan la idea de que el equilibrio redox es crucial para mantener la 

homeostasis celular frente a factores estresantes (Sharifi-Rad et al., 2020). Los resultados obtenidos donde 
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observamos una reducción evidente en el número de células y cambios morfológicos significativos a 

concentraciones más altas (300-450 mM, 54-81 g/L), se corresponden con la disminución de la viabilidad 

celular mostrada por Sharifi-Rad et al . (2020) a una concentración de 100 g/L. De igual manera, García-

Trejo et al. (2024), indicaron que el aumento en la concentración de D-galactosa se correlaciona 

directamente con un incremento del estrés oxidativo en células renales LLC-PK1 y HK-2. Este incremento 

del estrés oxidativo se manifiesta como un indicador clave de senescencia celular (Ho et al., 2003), lo que 

sugiere que la exposición a niveles elevados de D-galactosa puede acelerar el proceso de envejecimiento 

celular a través de la inducción de daño oxidativo. 

La relación inversa de la concentración de D-galactosa con la viabilidad celular y la proliferación, también 

fue demostrado por Xu et al. (2020) en células de glioblastoma. Aunque los protocolos experimentales 

difieren, las concentraciones seleccionadas en nuestro estudio se alínean con el rango utilizado por estos 

autores, lo que respalda nuestra elección y sugiere una consistencia en los efectos de la D-galactosa sobre 

diferentes tipos celulares. La disminución gradual de la viabilidad y proliferación celular observada es 

característica de la inducción de un estado senescente, que respalda el uso de D-galactosa como un 

inductor efectivo de senescencia in vitro en fibroblastos. Estos hallazgos no solo proporcionan un modelo 

útil para el estudio de la senescencia, sino que también se corresponden con los resultados reportados en 

modelos de degeneración del disco intervertebral, al sugerir que el efecto de la D-galactosa sobre la 

viabilidad y proliferación celular puede ser un fenómeno común en diversos tipos de células del tejido 

conectivo (Pan et al., 2021; Zhang et al., 2022). 

Se seleccionaron las concentraciones de 150 mM y 175 mM de D-galactosa para los ensayos posteriores, 

ya que fueron las concentraciones más bajas que mostraron un aumento significativo en el número de 

células que dejaron de proliferar en comparación con el control. Estas concentraciones son inferiores a los 

222 mM empleados por Pan et al. (2021) en su estudio sobre senescencia de fibroblastos dérmicos adultos, 

pero dentro de un rango efectivo para inducir senescencia. 

Los resultados obtenidos en la evaluación de la expresión génica, indican que la inducción de senescencia 

mediante D-galactosa (150mM) tiene un impacto negativo significativo en la expresión de colágeno tipo I 

(COL1A1), al reducir la síntesis de matriz extracelular, consistente con los cambios observados en células 

senescentes (Varani et al., 2006). La respuesta más pronunciada a las 24 h podría interpretarse como una 

fase aguda de adaptación al estrés oxidativo inducido por D-galactosa (García-Trejo et al., 2024), mientras 

que la diferencia entre 24 h y 48 h podría indicar la activación de mecanismos compensatorios o 

adaptativos (Tominaga, 2015). Estos hallazgos son similares a los observados en otros modelos de 



50 

senescencia, como la inducida por radiación de luz UV o envejecimiento cronológico (Fisher et al., 2002), 

lo que sugiere que la D-galactosa podría activar vías de señalización comunes a diversos inductores de 

senescencia. 

El aumento significativo en la expresión de MMP1 en respuesta al tratamiento con D-galactosa, 

especialmente pronunciado a las 48 h, es consistente con el fenotipo senescente y sugiere una alteración 

importante en la homeostasis de la matriz extracelular. Este incremento, asociado al fenotipo secretor de 

la senescencia (SASP) (Freund et al., 2010), podría contribuir a la degradación del colágeno y a la 

remodelación de la matriz extracelular, procesos característicos del envejecimiento tisular (Quan et al., 

2009). Es posible que la D-galactosa induzca la expresión de MMP, que son mediadoras clave de la 

degradación del colágeno observada en tejidos envejecidos (Fisher et al., 2002), de ahí que la 

sobreexpresión de MMP1 tiene implicaciones en la integridad estructural de los tejidos, al contribuir con 

cambios fenotípicos del envejecimiento como la pérdida de elasticidad en la piel o la degeneración del 

cartílago articular (Pittayapruek et al., 2016). La respuesta prolongada sugiere un punto crítico en la 

progresión del fenotipo senescente inducido por D-galactosa, como indican observaciones previas de 

Quan et al. (2009) sobre la reducción en la expresión de genes relacionados con la matriz extracelular en 

piel envejecida. 

En el caso de la expresión de TGFB1 en células senescentes inducidas por D-galactosa muestran una 

regulación compleja y dependiente del tiempo. A las 24 h no se observan cambios significativos en la 

expresión de TGFB1 en respuesta a diferentes concentraciones de D-galactosa, excepto para 150mM, lo 

que podría indicar una respuesta celular inicial que busca mantener la homeostasis. Sin embargo, a las 48 

h, se evidencia una regulación a la baja significativa de TGFB1 a concentraciones moderadas de D-galactosa 

(150 mM), efecto que no se mantiene a concentraciones más altas. Este patrón podría estar relacionado 

con la maduración de fibroblastos (Desmoulière et al., 1993) y como mecanismo protector contra la 

activación excesiva de vías profibróticas (Barrientos et al., 2008). La complejidad en la regulación de TGFB1 

en este contexto concuerda con sus roles conocidos en el ambiente tumoral donde el TGFβ inhibe el 

desarrollo de los tumores al suprimir la progresión del ciclo celular y promover la apoptosis. Sin embargo, 

en las últimas etapas, el TGFβ aumenta la invasividad y la metástasis del tumor, de este modo puede actuar 

tanto como factor pro-senescencia como componente del fenotipo secretor asociado a la senescencia 

(SASP) (Massagué, 2008). La disminución observada a las 48 h podría ser un intento de mitigar los efectos 

pro-fibróticos y pro-inflamatorios de TGF-β1 en el contexto del estrés celular inducido por D-galactosa. 

Una inhibición en la expresión del gen de TGF-β podría estar vinculado a la disminución en la expresión de 
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COL1A1, observada en esta investigación, ya que TGF-β juega un papel crucial en la regulación de su 

expresión (Quan et al., 2002). 

La expresión dinámica de IL6 en respuesta al tratamiento con D-galactosa revela un patrón complejo que 

refleja las diferentes fases de la respuesta celular a la senescencia. La disminución inicial a las 24 h podría 

representar un intento de la célula por mantener la homeostasis frente al estrés agudo, posiblemente a 

través de mecanismos de retroalimentación negativa (Maggio et al., 2006). Sin embargo, el aumento 

drástico observado a las 48 h, particularmente con 150 mM de D-galactosa, es consistente con el 

fenómeno de "inflammaging" característico del proceso de senescencia celular, como lo han descrito 

Franceschi y Campisi (2014). Este aumento significativo de IL6 podría contribuir a la inflamación crónica 

asociada con el envejecimiento y jugar un papel crucial en el fenotipo secretor asociado a la senescencia 

(SASP) (Coppé et al., 2010). Además, la sobreexpresión de IL6 podría tener efectos paracrinos, al influir en 

las células vecinas y potencialmente propagar el fenotipo senescente en el tejido, como lo sugieren los 

estudios de Acosta et al. (2013). Esta respuesta inflamatoria sostenida podría contribuir a diversas 

patologías asociadas con la edad, como enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas (Rea et al., 

2018). Asimismo, en un estudio donde se indujo estrés celular mediante la privación de oxígeno y glucosa 

(OGD) se evidenció un aumento en la expresión de IL6 y la producción de colágeno a través de IL11 (Song 

et al., 2022), mientras que nuestros resultados con D-galactosa revelan un patrón más complejo. IL6 

aumenta inicialmente, pero disminuye a concentraciones más altas, y COL1A1 se reduce de manera 

dependiente de la dosis, lo que sugiere diferencias en cómo ambos estímulos modulan el SASP y la matriz 

extracelular. 

El aumento significativo en la expresión de CCN2, especialmente a las 48 h de exposición a D-galactosa, 

sugiere una fuerte activación de vías profibróticas en células senescentes, consistente con estudios previos 

sobre envejecimiento y fibrosis (Leask et al., 2009). Este incremento sostenido podría indicar una 

respuesta adaptativa a largo plazo, potencialmente al contribuir a la fibrosis tisular característica de tejidos 

envejecidos (Jeon et al., 2018). Nuestros resultados difieren de Kim et al. (2004), quienes describieron una 

regulación positiva de CCN2 mediada por TGFB1 en senescencia replicativa. La falta de correlación directa 

entre TGFB1 y CCN2 en nuestro modelo de senescencia inducida por D-galactosa sugiere mecanismos 

regulatorios adicionales, posiblemente debido a la activación de vías de señalización alternativas o 

cambios en la sensibilidad celular a TGFB1. Estas diferencias podrían explicarse por la naturaleza distinta 

de la senescencia inducida por estrés frente a la replicativa, o por una respuesta bifásica donde la 

expresión inicial de TGFB1 desencadena mecanismos de retroalimentación que regulan posteriormente 

tanto su propia expresión como la de CCN2 de manera diferencial. 
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La expresión de CDKN1A en respuesta al tratamiento con D-galactosa subraya la complejidad de los 

mecanismos de regulación del ciclo celular durante la inducción de senescencia. El aumento leve y no 

significativo observado a las 24 h, podría reflejar una respuesta inicial al estrés celular, en la que las células 

activan mecanismos de control del ciclo celular como una medida de protección temprana, en línea con lo 

sugerido por Stein et al. (1999). Esto concuerda con el papel de CDKN1A como mediador clave en la 

respuesta al estrés celular y regulador del punto de control G1/S (Barnouin et al., 2002). A las 48 h el 

incremento significativo de CDKN1A observado con 175 mM de D-galactosa se ajusta a lo esperado en 

células senescentes, dado que CDKN1A actúa como un inhibidor de cinasas dependientes de ciclinas (CDK), 

lo que facilita la detención del ciclo celular característica de la senescencia (Herbig et al., 2004). La 

variabilidad en la expresión de CDKN1A, en función de la concentración de D-galactosa y del tiempo de 

exposición, sugiere que la senescencia inducida por este tratamiento podría seguir una cinética compleja, 

probablemente al involucrar múltiples vías de señalización, como las vías p53/p21 y p16/pRb (Campisi y 

d'Adda di Fagagna, 2007). Estos cambios en la expresión génica y en la dinámica de la matriz extracelular 

reflejan cómo la senescencia inducida por D-galactosa puede alterar la homeostasis tisular. Los resultados 

obtenidos en esta investigación, resaltan la necesidad de un análisis más profundo para comprender 

completamente los mecanismos subyacentes en la regulación del ciclo celular durante la senescencia 

inducida por D-galactosa. 

En los ensayos para la evaluación de la actividad de SA-β-gal, desde las 48 h, se observó un incremento 

significativo (p < 0.05, p < 0.01) en los fibroblastos tratados con D-galactosa en comparación con el grupo 

control (células sin tratamiento). A las 72 y 96 horas, las concentraciones evaluadas de D-galactosa (150 

mM y 175 mM) exhibieron niveles elevados de fluorescencia, lo que refuerza la idea de que la senescencia 

celular aumenta con el tiempo y la concentración del compuesto. A las 96 h, se observó un aumento en el 

número de células senescentes en el grupo control, posiblemente debido a la proliferación celular en 

condiciones de cultivo prolongadas. Esto resalta la importancia de considerar el comportamiento celular 

en los controles. Los hallazgos obtenidos son consistentes con estudios previos que han demostrado que 

la D-galactosa puede inducir senescencia en fibroblastos y otras células (Xu et al., 2020; Liu et al., 2022). 

Si bien estos ensayos realizados al final de la metodología confirmaron los resultados obtenidos por 

citometría de flujo, será crucial repetirlos debido a las modificaciones realizadas en las especificaciones 

del reactivo del fabricante. Esto permitirá establecer rigurosamente todas las condiciones experimentales, 

para garantizar la reproducibilidad de los ensayos y obtener resultados consistentes que refuercen las 

conclusiones obtenidas en este estudio. 

El co-cultivo con MSC tuvo un papel significativo (p < 0.001, p < 0.0001) en la reversión del fenotipo 
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senescente en fibroblastos expuestos a D-galactosa, evidenciado por la reducción de la MFI de CFSE en 

comparación con los fibroblastos tratados únicamente con D-galactosa. Esto concuerda con estudios que 

han destacado el potencial regenerativo de las MSC debido a su capacidad para modular el microambiente 

celular (Shi et al., 2018). Sin embargo, el precondicionamiento de las MSC con extractos herbales, como 

Triphala y Damiana, no mejoró su capacidad para revertir la senescencia en fibroblastos expuestos a D-

galactosa, e incluso se observaron efectos adversos, como el aumento de la MFI de CFSE con Triphala. 

Aunque estudios previos han destacado las propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y 

antienvejecimiento de estos extractos herbales (Kim et al., 2022; Wang et al., 2023), los resultados 

sugieren que la interacción de los compuestos bioactivos de los extractos herbales con las MSC podría 

afectar negativamente sus propiedades terapéuticas. Aunque los extractos crudos pueden mostrar 

beneficios, su eficacia puede disminuir durante su obtención, y el uso de diferentes disolventes para 

prepararlos puede generar efectos adversos, al reducir la efectividad de los compuestos activos. Esto 

resalta la importancia de estandarizar los procesos y evaluar cuidadosamente las interacciones antes de 

su uso en estrategias de precondicionamiento celular (Udalamaththa et al., 2016). 

La viabilidad celular y las propiedades regenerativas de las MSC, se vieron afectadas al precondicionar 

estas células con extractos herbales de Damiana y Triphala, lo cual fue corroborado con la evaluación de 

la expresión de genes asociados a la senescencia celular. La reducción significativa de MMP1 en todos los 

tratamientos indica una disminución en la capacidad de remodelación de la matriz extracelular, crucial 

para la función de las MSC (Almalki y Agrawal, 2016). La disminución de COL1A1 con los tratamientos de 

Damiana, así como el incremento observado con Triphala, sugiere una alteración en la síntesis de colágeno, 

fundamental para la integridad del tejido (Varani et al., 2006). La reducción de CCN2 con altas 

concentraciones de ambos extractos podría afectar la diferenciación y la respuesta a factores de 

crecimiento de las MSC (Li et al., 2012). Asimismo, el aumento de IL6 y la disminución de TGFB1 con 

extracto de Triphala indican una modulación del perfil inflamatorio de las MSC, potencialmente al alterar 

su capacidad inmunomoduladora (Ma et al., 2014). Notablemente, el incremento altamente significativo 

de CDKN1A con Triphala sugiere una fuerte inducción de la detención del ciclo celular, característico de la 

senescencia (Herbig et al., 2004). Estos hallazgos en conjunto evidencian la incapacidad de los extractos 

herbales, particularmente Triphala, en el precondicionamiento de las MSC para la reversión de la 

senescencia en fibroblastos expuestos a 150 mM de D-galactosa. Además, resaltan los posibles efectos 

adversos que estos extractos herbales podrían tener sobre las propiedades terapéuticas de las MSC, al 

comprometer su capacidad para mitigar el fenotipo senescente en este modelo experimental. 

Otro factor clave que podría influir en estos resultados, es el número de pases al que se someten las MSC 
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durante su cultivo in vitro, lo cual constituye es un aspecto crucial que afecta su capacidad terapéutica. En 

pases avanzados, las MSC experimentan senescencia replicativa, lo que se traduce en cambios 

significativos en su morfología, perfil de expresión génica y propiedades regenerativas (Wagner et al., 

2008; Li et al., 2012). En contraste, en pases tempranos, las MSC mantienen su capacidad de secretar 

factores paracrinos, que tienen efectos regenerativos y antienvejecimiento, lo que las hace más efectivas 

en su aplicación (Bonab et al., 2006). Estos cambios subrayan la importancia de considerar el número de 

pases al utilizar MSC en tratamientos, ya que su efectividad puede disminuir considerablemente en pases 

avanzados debido a la senescencia celular (Turinetto et al., 2016). 

Los resultados obtenidos en este estudio aunque no respaldan la hipótesis planteada, constituyen un 

primer acercamiento al establecimiento de un modelo in vitro de inducción de senescencia, mediante la 

adición controlada de D-galactosa en fibroblastos dérmicos. 
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Capítulo 5.  Conclusiones 

Los extractos acuoso e hidroalcohólico de Triphala y Damiana, respectivamente,  en las concentraciones 

de 25, 50, 100, 200 y 400 μg/mL, no afectaron la viabilidad celular de MSC y fibroblastos, lo que permitió 

establecer un rango seguro de concentraciones para el precondicionamiento celular. 

El modelo de senescencia propuesto en este proyecto, fue validado a través de parámetros, tales como: 

la expresión de genes asociados a la senescencia, la medición de la actividad de SA-β-gal, la reducción en 

la proliferación celular y los cambios morfológicos observados. Donde se demostró que una concentración 

de 150 mM de D-galactosa permitió observar los cambios relacionados con la senecencia. 

Las MSC por sí solas demostraron su capacidad para revertir el fenotipo senescente en los fibroblastos 

tratados con 150 mM de D-galactosa, lo que confirmó su potencial terapéutico en la regeneración de 

tejidos como la piel,  afectados por la senescencia celular. 

Los extractos herbales de Triphala y Damiana no lograron potenciar el efecto protector de las MSC sobre 

los fibroblastos senscentes. Particularmente, el extracto de Triphala  en las condiciones evaluadas,  indujo 

modificaciones en las MSC que podrían promover mecanismos asociados al envejecimiento celular.  

Estos hallazgos, aunque no respaldan el uso de dichos extractos para revertir la senescencia, constituyen 

un acercamiento al establecimiento de un modelo in vitro de inducción de senescencia mediante la adición 

controlada de D-galactosa, de utilidad para futuros estudios sobre modulación del envejecimiento celular. 
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