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Los animales knock out para la proteina de sustrato de receptor insulinico 2 (IRS2) y aromatasa P450 desarrollan
procesos neurodegenerativos que podrian implicar a la prolactina (PRL) y modificar la expresion de Tau
hipocampales. Se plantea un estudio preliminar que analiza mediante doble marcaje inmunocitoquimico con
microscopia confocal y el analisis densitométrico mediante un gradiente de intensidad de reaccion y el estudio de
los niveles de gris en las neuronas granulares del Giro Dentado (GD) y en la piramidales de CA1 y CA3, los
cambios en la expresion inmunocitoquimica de PRL y Tau en el GD.

La deficiencia de IRS2 disminuye la presencia de prolactina en el giro dentado y la region CA1 del hipocampo del
raton, mientras que la au-menta en la region CA3. La deficiencia de aromatasa P450 disminuye, aun mas que la
ausencia de IRS2, la presencia de prolactina en el giro dentado y la region CA1 del hipocampo, sin modificarla en
la region CA3. La deficiencia de IRS2 provoca un aumento en la expresion inmunocitoquimica de Tau en todas las
regiones del hipocampo. A excepcion de la region CA3, donde aumenta, en el resto de las regiones del hipocampo
0 no se modifica o disminuye la presencia de Tau ante la ausencia de aromatasa P450.

i
Resultados

CA1

WT CA1 WT CA1 WT CA1

_ B /spersien simple con ajusts s ine de TAU por spersion simple cor o lnea de
Positividad a PRL en la region Positividad a TAU en la regién REGIONES: CAS, GRUPOS: WT REGIONES: CA1, GRUIPOS: ARKO
CAl CA1l

18
—— 12 + m
8 16 ’ 3

5 14 g g gL
Arko CA1 Arko CA1 Arko CA1 - =] - . et
- g s . : e ; il 4

E a s
2
E 6 2, e . o %
] LR o % e
] .
4 . 21 .
8 ¢ =) s ) P =3 =) = ) =3 I 1w
2
5 PRL PRL
Dispersién simple con ajuste dé linea de TAU por PRL
0 REGIONES: CA1, GRUPOS: IRS2KD
Arko IRS2ko wT Arko Rs2ko o
LR
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Figura 1: Imagenes de microscopia confocal para knockout para IRS2).
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Figura 5: Intensidad de reaccion a
Prolactina (izquierda) y a Tau (derecha)
en la regiéon CA3 del hipocampo. (WT:
Wild Type; Arko: Animales knockout
para la enzima aromatasa; IRS2ko:
Animales knockout para IRS2).

Figura 4: Imagenes de microscopia confocal para
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Figura 8: Intensidad de reaccion a
Prolactina (izquierda) y a Tau (derecha)
en la region dorsal del Giro Dentado del
hipocampo. (WT: Wild Type; Arko:
Animales knockout para la enzima
aromatasa,; IRS2ko: Animales knockout

Figura 7: Imagenes de microscopia confocal para
los distintos grupos de estudio, a través de las
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Dentado dorsal del hipocampo. (WT. Wild Type; proteina Tau en los distintos grupos de estudio para el Giro Dentado
Arko:  Animales  knockout para la enzima dorsal del hipocampo. (WT: Wild Type (arriba a la izquierda); Arko
aromatasa; IRS2ko: Animales knockout para Animales knockout para la enzima aromatasa (arriba a la derecha);
IRS2). IRS2ko: Animales knockout para IRS2 (abajo)).
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Materiales vy métodos

Animales

Ratones macho IRS2-/-, AR-/- (2-3 meses) y ratones wild type (WT) (como controles) fueron usados para este
estudio (n = 5 ratones por grupo).

Inmunohistoquimica

El estudio inmunohistoquimico se realiz6 por inmunofluorescencia, utilizando diferentes anticuerpos destinados a
la deteccidon de PRL (Abcam ab183967) y de Tau (Novocastra NCL-Tau-2). Los anticuerpos secundarios utilizados
fueron GAR-Alexa488 (Abcam ab150077) y GAM-Cy3 (Abcam, ab97035) respectivamente.

Densitometria

Se cuantificd el nivel de gris medio de reaccion para PRL y Tau de los estratos piramidal de la asta de Ammon
(CA1 y CA3b) y granular del giro dentado, analizando por separado el pico y las zonas dorsal y ventral del giro
dentado y las regiones CA1y CA3b del asta de Ammon.

Analisis estadistico

Los valores obtenidos para cada parametro se procesaron estadisticamente con el software SPSS y se
compararon las diferencias observadas entre los valores medios, aceptandose valores de p <0,05 como
significativos para la prueba ANOVA, utilizando como prueba post hoc el test de Tukey. Los resultados se expresan
como medias aritméticas * error estandar de la media.
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Figura 11: Intensidad de reaccion a
Prolactina  (izquierda) y a Tau
(derecha) en el Giro Dentado ventral
del hipocampo. (WT: Wild Type; Arko:
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Figura 10: Iméagenes de microscopia confocal aromatasa:  IRS2ko:  Animales
para los distintos grupos de estudio, a traves de  ypockout para IRS2). Figura 12: Correlaciones entre la inmunoexpresién de Prolactina y
las cuales se hizo un estudio densitométrico del la proteina Tau en los distintos grupos de estudio para el Giro
Giro Dentado ventral del hipocampo. (WT. Wild Dentado ventral del hipocampo. (WT: Wild Type; (arriba izquierda);
Type; Arko: Animales knockout para la enzima Arko:Animales knockout para la enzima aromatasa (arriba derecha);
aromatasa; IRS2ko: Animales knockout para IRS2ko: Animales knockout para IRS2 (abajo)).
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Figura 14: |Intensidad de reaccion a

Prolactina (izquierda) y a Tau (derecha) en g
el pico del Giro Dentado del hipocampo.
(WT: Wild Type; Arko: Animales knockout
Figura 13: Imagenes de microscopia confocal para la enzima aromatasa; IRS2ko:
para los distintos grupos de estudio, a través de Animales knockout para IRS2).
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las cuales se hizo un estudio densitométrico del Figura 15: Correlaciones entre la inmunoexpresion de Prolactina y
pico del Guro Dentado del hipocampo. (WT: Wild la proteina Tau en los distintos grupos de estudio en el pico del
Type; Arko: Animales knockout para la enzima Giro Dentado (WT: Wild Type (arriba izquierda); Arko: Animales
aromatasa; IRS2ko: Animales knockout para knockout para la enzima aromatasa (arriba derecha); IRS2ko:
IRS2). Animales knockout para IRS2 (abajo)).

Conclusiones

1° La deficiencia de IRS2 disminuye la presencia de prolactina en el GD y la region CA1 del
hipocampo del raton, mientras que la aumenta en la region CA3. La deficiencia de aromatasa
P450 disminuye aun mas la presencia de prolactina en el GD y la region CA1 del hipocampo,
sin modificarla en la region CA3. Estos hallazgos sugieren que los mecanismos reguladores
de la neuroproteccion relacionados con la insulina y los neuroestrogenos y activados por la
prolactina responden de forma diferente en la region CA3 que en el resto del hipocampo.

2° La deficiencia de IRS2 provoca un aumento en la expresion inmunocitoquimica de Tau en
todas las regiones del hipocampo, lo que sugiere que la insulina y el IGF-1 juegan un papel
relevante en la inhibicion de la presencia hipocampal de Tau.

3° A excepcion de la region CA3, donde aumenta, en el resto de las regiones del hipocampo o
no se modifica o disminuye la presencia de Tau ante la ausencia de aromatasa P450, lo que
sugiere que los neuroestrogenos solo intervienen disminuyendo la expresion de Tau en CAS.

Comentario final: Parece claro que los procesos neurodegenerativos que se dan en el
cerebro de los animales IRS2-/- y AR-/- se acompafnan de cambios en la PRL y la Tau
hipocampales. Estudios que analicen la hiperfosforilacion de Tau y los mecanismos que la
producen, cambios en la sintesis hipocampal de PRL y los mecanismos implicados en su
regulacion, y si, en el tiempo, estos cambios se acompaiian o no de la aparicion de placas de
B-amiloide, correlacionado los hallazgos obtenidos, completaran en el futuro este estudio
preliminar.
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