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Accion anti-apoptotica de un calostro bovino
en un modelo celular de osteoporosis
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Justificacion y objetivo del estudio

La osteoporosis inducida por glucocorticoides es una de las formas secundarias mas comunes de
osteoporosis, debida en parte a la apoptosis de osteoblastos y osteocitos [1].

En el presente trabajo, se han investigado los efectos anti-apoptoticos de un calostro bovino en
un modelo celular de osteoporosis obtenido a partir de la exposicion de celulas osteoblasticas
MC3T3-E1 a la dexametasona (DEX).

Se determind la activacion de caspasa-3 para evaluar el grado de apoptosis de los osteoblastos
tratados con DEX y su posible prevencion mediante el co-tratamiento con calostro.

Se midieron los niveles de glutation reducido (GSH) para determinar si el estrés oxidativo por
DEX se veia disminuido por el tratamiento con calostro.

Mediante Western-blot, se determinaron los niveles de las proteinas p-ERK1/2, Bcl-XL, Bax y
Hsp70 tras la exposicion a DEX o DEX mas calostro para conocer las vias de sefalizacion
responsables de la proteccion de los osteoblastos.

Activacion de caspasa-3
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Fig. 1. La activacion de caspasa-3 inducida por DEX es atenuada por tratamiento con calostro. *Diferencias
significativas de las células tratadas con calostro + 400 uM DEX o con calostro + 700 uM DEX frente a las células
tratadas con DEX (test de Newman-Keuls, *p < 0,05 frente a las células tratadas con DEX).
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Fig. 2. El tratamiento con calostro restaura los niveles de GSH en las células MC3T3-E1 tratadas con DEX.

*Diferencias significativas del tratamiento calostro + 400 uM DEX frente al tratamiento con 400 uM DEX (test de
Newman-Keuls, *p < 0,095).

Calostro bovino

Se siguieron las directrices de la Comision Europea (Reglamento n°® 1662/2006 y n° 1663/2000)
para la obtencion de un calostro bovino libre de patogenos. Se recogio el calostro de vacas 4-8 h
tras el parto, se sometio a liofilizacion y posteriormente a pasteurizacion (exposicion a 72°C
durante 15 s y posteriormente a 63°C durante 30 min).
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Cultivo de la linea celular de osteoblastos MC3T3-E1 de raton

La linea celular de osteoblastos MC3T3-E1 de raton se cultivd en medio de cultivo a-MEM sin
acido L-ascorbde gentamicina. Se mantuvieron ico suplementado con 10% de suero fetal bovino,
2 mM de glutamina y 50 yg/mL a 37°C en una atmoésfera humidificada con CO2 al 5%.

Tratamiento celular

Durante la fase de crecimiento logaritmico, las células MC3T3-E1 se incubaron con DEX durante
24 h, o con calostro durante 1 h mas un periodo adicional de 24 h en co-tratamiento con DEX, en
medio de cultivo con un 1,0% de suero bovino fetal. Las concentraciones ensayadas del calostro
(0.1, 1.0, 2.5y 5.0 mg/ml) se basaron en el trabajo de Mussano et al. [2].
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Fig. 3. Efecto del calostro en los niveles de p-ERK1/2, Bcl-XL, Bax y Hsp70 en células MC3T3-E1 tratadas con DEX. Los
niveles de p-ERK1/2 (A), Bcl-XL (B), Bax (C) y Hsp70 (D), determinados por Western-blot, se representan como
porcentajes relativos del control tras su normalizacion con (-actina. *Diferencias significativas del tratamiento con
calostro + 400 yM DEX frente al tratamiento con 400 uM DEX (test de Newman-Keuls, *p < 0,05). #Diferencias
significativas de las células tratadas con 400 uM DEX frente a las células control (test de Newman-Keuls, #p < 0,05).

Conclusion

El calostro bovino ensayado previene la activacion de caspasa-3 y el estrés oxidativo inducidos por la
exposicion de las celulas a DEX. Las células sometidas a un tratamiento conjunto de calostro y DEX
mostraron mayores niveles de p-ERK1/2 y menores niveles de Bcl-XL, Bax y Hsp70. Estos resultados
prueban que este calostro posee capacidad reductora de la apoptosis inducida por DEX, posiblemente
a través de la activacion de la via ERK y la modulacion del sistema Hsp70.
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