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ABSTRACT

Pancreatic alpha-cells produce and secrete glucagon, a hormone that regulates blood
glucose levels. Hyperglucagonemia is a hallmark of type 2 diabetes, but molecular and
cellular mechanisms remain elusive. Recently, we identified a new role of the insulin-
degrading enzyme (IDE) on glucagon secretion.

Coordinated cycles of mitochondrial fusion and fission (A.K.A. mitochondrial dynamics)
regulate mitochondrial morphology and function in response to changes in the cellular
milieu. Interestingly, there are two isoforms of IDE: mitochondrial and cytoplasmic, but
its individual contribution to regulation of mitochondrial dynamics is unknown. We
hypothesize that IDE regulates mitochondrial dynamics during glucagon secretion in
alpha-cells.

In WT alpha-cells, under conditions of glucagon repression (16 mM glucose; HG)
compared to glucagon secretion (1 mM glucose; LG), there was an increase in the
number (~40%) and the fragmentation level (~40%) of mitochondria, whereas the
mitochondrial connections remained unchanged.

Using shRNA-IDE, we diminished by (~50%) the expression levels of IDE in alpha-cells
(shRNA-IDE-KD cells), which resulted in a completely loss of glucagon secretion in
response to LG. There was a reduction in the number (~42%) and connections between
mitochondria (~50%), whereas the fragmentation level remained unchanged, in
conditions of glucagon repression (HG) compared to glucagon secretion (LG).

Finally, shRNA-IDE-KD cells compared to WT cells, exhibited lower number of
mitochondria (~55%) and mitochondrial connections (~42%) under conditions of
glucagon repression (HG), indicating that IDE is necessary for the regulation of
mitochondrial dynamics in alpha cells.

In conclusion, IDE is a novel regulator of mitochondrial plasticity in the adaptative
responses of alpha-cells between changes in the secretory and the inhibitory phases of
glucagon secretion.
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1. INTRODUCCION
1.1. Diabetes mellitus: definicidén, contexto y fisiopatologia

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define la diabetes mellitus (DM) como un
desorden metabdlico de etiologia multiple caracterizado por una alteracién en el
metabolismo de los hidratos de carbono, las grasas y las proteinas, como resultado de
un defecto en la secrecion de insulina, su accién, o ambas (1). A nivel mundial, las
ultimas estimaciones de la Federacion Internacional de Diabetes (IDF) muestran que
mas de 500 millones de personas padecen diabetes, cuya cifra ascendera hasta los casi
800 millones en 2045 (2).

La diabetes se ha convertido en una de las enfermedades cronicas mas graves y
comunes de nuestro tiempo, causando una gran variedad de complicaciones y
reduciendo la esperanza de vida (3). Entre estas complicaciones encontramos las
macrovasculares (enfermedad cardiovascular) y microvasculares (neuropatia,
nefropatia y retinopatia), asi como complicaciones agudas (cetoacidosis diabética,
estado hiperosmolar hiperglucémico, acidosis lactica e hipoglucemia) y, en ultima
instancia, la muerte (4).

Existen diferentes tipologias de diabetes, pero las mas prevalentes y comunes son (5):

- Diabetes tipo 1 (DM1): debida a la destruccion autoinmune de las células 3 del
pancreas, generalmente con deficiencia absoluta de insulina.

- Diabetes tipo 2 (DM2): debida a una pérdida progresiva en la capacidad de
secrecion de insulina acompanado generalmente de resistencia a la misma.

Independientemente de la fisiopatologia particular de la diabetes de cada individuo, una
de las caracteristicas unificadora de todos los tipos de diabetes es la presencia de
hiperglucemia cronica (6).

Centrandonos en la fisiopatologia de la DM2, tradicionalmente la causa de esta
hiperglucemia crénica ha girado en torno a la insulina, una hormona pancreatica de 51
aminoacidos sintetizada, almacenada y secretada por la célula B del pancreas endocrino
en respuesta a concentraciones elevadas de glucosa en sangre. El paradigma actual
sostiene que la hiperglucemia es el resultado, por un lado, de la disminucion en la
secrecion de insulina como consecuencia de una pérdida de la masa y funcién de la
célula B (7); y por otro lado a un aumento de la resistencia a la insulina en tejidos
periféricos (musculo esquelético, higado y tejido adiposo) debido a la aparicion de
glucotoxicidad e inflamacion (8,9).

Sin embargo, en los ultimos anos se ha puesto el foco en que, ademas de un defecto
en la secrecién o accién de la insulina, el exceso de glucagon (hiperglucagonemia)
también contribuye al desarrollo de la diabetes (10).

Se ha observado que pacientes con DM2 presentan hiperglucagonemia en ayunas y
una disminucion en la supresion de glucagéon en estado postprandial (11,12). Esta
situacion de hiperglucagonemia contribuiria a agravar la hiperglucemia caracteristica de
la diabetes, por lo que resulta de vital importancia profundizar en la fisiologia de la célula
a-pancreatica.



1.2. Célula a y secrecion de glucagén

La célula a es un tipo celular presente en los islotes de Langerhans encargada
principalmente de la secrecion de glucagon en respuesta a bajos niveles de glucosa en
sangre. Estas representan el segundo tipo celular mas abundante del islote, difiriendo
en cuanto a localizacion y niumero entre roedores y humanos (Fig. 1). En roedores, las
células a se encuentran en la periferia de los islotes y tienen una menor representacion
en cuanto a numero, siendo en los humanos mas numerosas Yy distribuidas de manera
aleatoria (13,14).

Islote de ratén Islote humano

B oarl Insulina Glucagén

Figura 1. Citoarquitectura del pancreas endocrino de ratén y humano. Los islotes de ratén tienen
una poblacion mayor de células B (insulina marcada en verde) y se encuentran rodeadas por un bajo
nuamero células a (glucagén marcado en rojo). Los islotes humanos tienen una poblacién tienen una
poblacién mayor de células B respecto a células a, distribuidas de manera heterogénea. Los nucleos
celulares estan marcados en azul con DAPI. Adaptado de la referencia (14).

La mayor abundancia relativa de células a en los islotes pancreaticos humanos en
comparacion con los islotes de roedores sugiere que el glucagon podria desempeifiar un
papel aun mas destacado en la regulacién de la glucemia en los seres humanos (15).

Los mecanismos fisioldgicos y moleculares que subyacen a la secrecién de glucagén
aun no estan completamente definidos, aunque el modelo de acoplamiento estimulo-
secrecion propuesto por Zhang et al. en 2013 (16) y revisado en 2023 (17) es el mas
aceptado, siendo el canal de potasio dependiente de ATP (Karr) un elemento clave.

En ratédn, la glucosa es captada por las células a a través del transportador de glucosa
1 (GLUT1), el cual tiene una K, de 1-2 mM, y es metabolizada por las mitocondrias,
modificando los niveles intracelulares de ATP y la ratio ATP/ADP en funcion de los
niveles de glucosa circulantes (18).

En presencia de concentraciones elevadas de glucosa (a partir de 4-5 mM), el
incremento del metabolismo celular y el consecuente aumento en la ratio ATP/ADP
supone el cierre del canal Katp, una elevada despolarizacién de la membrana plasmatica



y, consecuentemente, la inactivacion de los canales de Na*y Ca?*, lo que se traduce en
una inhibicion de la secrecion de glucagén. En cambio, cuando la concentracién de
glucosa es baja (1-2 mM) el canal Kare induce una moderada despolarizaciéon que
conlleva a la apertura de los canales de Na* y Ca?*, incrementando el flujo de ambos
iones al espacio intracelular y desencadenando la exocitosis y secrecién de glucagén
(Fig. 2) (15,18).

Glucosa baja 1
Karp

Actividad moderada

- l ATP/ADP /' del canal

Moderada
despolarizacién

) ? Caz* Na*

\ Apertura del canal

de Na*

~ Apertura del canal
de Ca?*

Secrecion de glucagon

Figura 2. Mecanismo de secrecidn de glucagon estimulado por baja concentracion de glucosa
en raton. Elaboracion propia, adaptado de la referencia (15).

Debido a la gran relevancia de la célula o en el mantenimiento de la homeostasis de la
glucosa, no es de extrafar que aparezcan complicaciones cuando su funcién esta
alterada, siendo la disfuncidon mitocondrial un mecanismo que lleva a dicha situacién
(19).

En células a, la disfunciéon mitocondrial conduce a un cambio patolégico en la secrecion
de glucagén caracterizandose por una secrecion excesiva a altas concentraciones de
glucosa y una secrecién insuficiente en condiciones de hipoglucemia, marcadores
caracteristicos de la DM2 (16,19).

1.3. Dinamica mitocondrial

Tradicionalmente, las mitocondrias han sido catalogadas como las ‘centrales
energéticas’ de la célula. No obstante, esta terminologia no hace justicia a la naturaleza
multifuncional y maleable de estos organulos (20).

Las mitocondrias son organulos dinamicos que, ademas de jugar un papel
imprescindible en el metabolismo energético, son fundamentales en la sintesis de
lipidos, metabolismo de aminoacidos, termogénesis, o en la regulacion de senales
proapoptdticas y antivirales, entre otras muchas (21-25). Todas estas funciones son, en
parte, reguladas por ciclos dindmicos de fusion y fision (Fig. 3), procesos conjuntamente
conocidos bajo el término de dinamica mitocondrial (26).



Fusion mitocondrial

En células de mamifero, la fusion mitocondrial esta regulada principalmente por dos
mitofusinas (Mfn1 y Mfn2) y por la proteina de atrofia 6ptica 1 (Opa1), localizadas en la
membrana mitocondrial externa (OMM) e interna (IMM), respectivamente (26-28).

El mecanismo por el cual ocurre la fusion mitocondrial no estda completamente
dilucidado. El proceso comienza con la interaccion de dos moléculas Mfn1, provocando
la hidrdlisis de GTP y fusionando las dos OMMs. Seguidamente, gracias a Opa1 finaliza
el proceso de fusion de las IMMs (26,29), la cual también esta involucrada en el
remodelado de las crestas mitocondriales (30) (Fig. 3). Sin embargo, aun no se conoce
el papel exacto que ocupa la Mfn2 en la fusion mitocondrial, aunque se ha visto que
participa en la interaccion entre mitocondrias y con otros organulos, particularmente el
reticulo endoplasmico (RE) (29,31).

Fisién mitocondrial

Por su parte, la fision mitocondrial se lleva a cabo principalmente por la proteina
relacionada con la dinamina 1 (Drp1), una proteina citoplasmatica que precisa de
diferentes proteinas adaptadoras para unirse a la membrana mitocondrial, como el factor
de fision mitocondrial (Mff), la proteina de fision mitocondrial (Fis1) y las proteinas de
dinamica mitocondrial 49 y 51 (MID49 y MID51) (32). Curiosamente, el proceso de fision
ocurre en lugares donde el RE ‘envuelve’ a las mitocondrias, lo que permite que Drp1
oligomerice y provoque la constriccion de las membranas mitocondriales, dando como
resultado dos mitocondrias hijas (33) (Fig. 3).

Se ha visto que ciertas proteinas implicadas en la dinamica mitocondrial, particularmente
la Mfn2, se encuentran disminuidas en musculo esquelético de pacientes con obesidad
y DM2 (34,35). De hecho, esta proteina jugaria un papel importante en la regulacion de
la sefalizacion de insulina y la homeostasis de la glucosa in vivo (36), lo que apoyaria
la importancia de profundizar en este ambito de estudio.



Mitocondrias fragmentadas
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Figura 3. Dinamica mitocondrial: ciclos coordinados de fusién y fision. Adaptado de la referencia
(37). OXPHOS, fosforilacion oxidativa; MFN1, mitofusina 1; MFN2, mitofusina 2; OPA-1, proteina de
atrofia optica 1; Drp1, proteina relacionada con la dinamina 1; Fis1, proteina de fision mitocondrial 1;
Mff, factor de fision mitocondrial; MID49, proteina de dinamica mitocondrial 49; MID51, proteina de
dinamica mitocondrial 51; AWm, potencial de membrana mitocondrial.

1.4. Insulin-degrading enzyme

Insulin-degrading enzyme (IDE) es una metaloendopeptidasa de Zn?* ubicuamente
expresada en células respondedoras y no respondedoras a la insulina (38). En
humanos, el gen /de se encuentra en un locus asociado a una mayor susceptibilidad a
desarrollar DM2 (39). El nombre de esta proteina viene por su capacidad de degradar
la insulina in vitro, aspecto descrito por primera vez hace mas de 70 afios por Mirsky A.
et al. (40). Ademas, se ha visto que IDE es capaz de degradar otros péptidos, incluido
el glucagon, la somatostatina o el péptido amiloide AB (41).

En los ultimos afios, ha ido ganando confianza la hipétesis de que IDE podria tener un
papel no proteolitico. Por ejemplo, Sharma SK et al. (42) postularon que IDE actuaria
como una chaperona con capacidad de unirse a los oligdmeros de a-sinucleina,
conduciendo a la formacion de complejos estables e irreversibles de la misma.
Recientemente, nuestro grupo ha demostrado que la deficiencia de IDE conduce a una
agregacioén de a-sinucleina en células a-pancreaticas, contribuyendo a la alteracion de
la secrecidon de glucagén debido a una disfuncion en el citoesqueleto y alteracion de la
ciliogénesis in vivo (43).



Experimentos realizados en nuestro laboratorio por la Dra. Beatriz Merino, han
demostrado que una reduccién de la expresiéon de IDE (~50%) en las células a causa
una inhibicién en la secrecién de glucagon, independientemente de la concentracion de
glucosa, situando a IDE como un regulador importante de la secrecion de glucagon in
vitro (Fig. 4a-d).
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Figura 4. La pérdida de expresion de IDE suprime la capacidad de secretar glucagon en
respuesta a glucosa en las células a. (A) Western blot representativo de los niveles de IDE en
células control (aTc1.9) y células genéticamente modificadas (shRNA-IDE-KD). (B) Cuantificacion del
panel A. Los datos son la media £+ SEM. N= 3/grupo. *p<0.5 vs. Control mediante la prueba t de
Student. (C) Cuantificacion de la expresiéon génica de Ide. Los datos son la media + SEM. N= 3/grupo.
*p<0.5 vs. Control por la prueba t de Student. (D) Secrecion de glucagén. Las células control (aTc1.9)
y shRNA-IDE-KD fueron preincubadas en presencia de baja (1 mM) y alta (16 mM glucosa), seguido
de la cuantificacién de glucagén en el sobrenadante mediante un ELISA especifico para la hormona.
Los datos son la media £+ SEM. N= 3/grupo. *p<0.5 vs. Control mediante la prueba One Way Anova.
Resultados no publicados.

Respecto a su localizaciéon subcelular, IDE se encuentra principalmente en el
citoplasma, aunque nuestro grupo también la ha localizado en la superficie de células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) humanas (44). En 2005, Leissring M. et
al. identificé una isoforma de IDE producida por una iniciaciéon alternativa de la
traduccién, descubriendo asi la isoforma mitocondrial (45).

El papel de la isoforma mitocondrial de IDE y los efectos que ésta pueda tener sobre la
funcion y dinamica mitocondria son completamente desconocidos. Sin embargo,
recientemente se ha publicado que IDE interacciona con proteinas relacionadas con la
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sintesis y el ensamblaje de los complejos mitocondriales | y IV, y se especula que ésta
podria actuar como chaperona y contribuir a la homeostasis de las proteinas y estrés
celular (46).

1.5. Hipotesis y objetivos

Por todo lo expuesto, nuestras hipotesis de trabajo son:

- Hipétesis 1: la dinamica mitocondrial en células o-pancreaticas cambia en
condiciones de secrecion de glucagon.

- Hipétesis 2: |la deficiencia de IDE altera la dinamica mitocondrial en células o-
pancreaticas.

El objetivo general del presente trabajo fue determinar si la deficiencia de IDE en
células o-pancredticas podria alterar la dindmica mitocondrial, siendo los objetivos
especificos conocer de qué forma varia la morfologia mitocondrial tanto en células a-

pancreaticas WT (control) como en aquellas con niveles de expresion de IDE reducidos
(shRNA-IDE-KD).

11



2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Cultivo celular

La linea celular utilizada fue aTC1.9 (clon 9), una linea celular inmortalizada procedente
de un adenoma pancreatico de ratdon (mus musculus), adherente y de morfologia
epitelial. También se empled una linea con niveles de expresion de IDE reducidos ~50%
(shRNA-IDE-KD) que ha sido desarrollada en nuestro laboratorio por la Dra. Beatriz
Merino (datos sin publicar).

Las células se cultivaron en DMEM suplementado con FBS (10%), glucosa (16 mM), y
antibioticos (penicilina/estreptomicina), a una densidad de 100.000 células/ml, en flasks
de 75cm?® con una atmdsfera hiumeda de 37°C al 5% de CO.. Las células fueron
subcultivadas a una ratio de 1/4, procurando que la confluencia celular no superase el
70-80%.

2.2. Método de transfeccion

El método de transfeccion utilizado fue empleando fosfato calcico, que consiste en la
formacion de precipitados entre el cloruro de calcio (CaCl;) y el plasmido de interés en
una solucion salina de fosfatos. En este caso, el plasmido de interés fue un vector de
expresion con una secuencia de direccion a la mitocondria que lleva unida una proteina
roja fluorescente (mitRFP) (Fig. 5). Los precipitados formados fueron endocitados por
las células, expresandose el plasmido en las mitocondrias.
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Figura 5. Vector de expresion utilizado. Imagen tomada de (47). mRFP, proteina roja fluorescente
mitocondrial; SV40, origen de replicacion SV40; Neo', gen de resistencia a neomicina; ColE1, gen
para la colicina E1; Amp', gen de resistencia a la ampicilina; Fi ori, origen de replicacion f1; CMV
promoter, promotor de citomegalovirus.

En el dia 1, se sembraron células WT y shRNA-IDE-KD (100.00 células por pocillo) en
placas de 24 pocillos. En el dia 2 se cambidé el medio de cultivo, y transcurridas 2 horas
se realiz6 la transfeccion por fosfato calcico. Para ello se empleé:

- Vector de expresion mitRFP

- CaCl; 1:10 (disuelto en agua destilada)

- 100pl HEBS 2x

- Agua destilada
Se prepararon dos eppendorf, a cada uno de los cuales se les afadio, en el siguiente
orden: 0,83ug del vector, 100ul de CaCl, y 100ul de HEBS 2x, éste ultimo afiadido gota
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a gota y burbujeando al final. El volumen final de cada eppendorf fue de 200ul, es decir,
un total de 400ul. Se dejaron los eppendorfs a temperatura ambiente durante 10 minutos
y posteriormente se les dio un voértex. Por ultimo, se afiadieron 66ul de la solucién a
cada pocillo y se dejaron 24 horas en el mismo medio, con el fin de que conseguir una
transfeccion éptima.

2.3. Ensayo de secrecién de glucagon para observar morfologia mitocondrial

Se simuld un ensayo de secrecion de glucagén in vitro con el fin de observar si existian
cambios en la morfologia mitocondrial en funcion de si las células eran sometidas a
estimulacion o represion de la secrecién. Para ello, se prepararon 500ml de un buffer de
secrecion KRB ajustado a pH 7,4 con la siguiente composicion:

- 139mM NacCl

- 3,5mM KCI

- 0,49mM MgSO4

- 1,99 mM NaHCO3
- 4,99mM HEPES

- 2,59mM CacCl,

- 0,49mM NaH;PO4

Se cogieron x2 falcon independientes y se le afadio a cada uno de ellos 50ml del buffer
y la concentracion de glucosa correspondiente para estimular o reprimir la secrecion de
glucagon:

- x1 falcon = 1 mM glucosa (condicion estimuladora de la secrecion)

- x1 falcon = 16 mM glucosa (condicién represora de la secrecién)

A continuacién, se le afadié media cucharada de BSA libre de acidos grasos a cada
falcon, se aplicd un vortex y se metieron ambos falcon al incubador durante 30 minutos
sin tapa para que hubiera intercambio de CO,.

Pasados los 30 minutos, se cogio la placa de transfeccion y se lavaron todos los pocillos
3 veces con 1ml del falcon de 5 mM dejando el ultimo lavado y metiéndolo otros 30
minutos al incubador.

De nuevo, pasados los 30 minutos sacamos la placa del incubador y afiadimos cada
una las concentraciones a dos pocillos, de la siguiente forma:

- Pocillos de 1mM =» quitamos los 5 mM, lavamos una vez con 1 mM, retiramos y
afadimos de nuevo 1 mM
- Pocillos de 16mM =» quitamos los 5 mM y afiadimos 16 mM

Volemos a meter la placa por ultima vez durante 30 minutos al incubador.

Pasado este tiempo, sacamos la placa del incubador y la ponemos sobre hielo durante
5 minutos para que las células dejen de secretar. A continuacion, fijamos los cristales en
el portaobjetos:

1. Quitamos los medios de secrecion

2. Lavamos los pocillos dos veces con 1ml de PBS

3. Afadimos 1mL de formalina al 10% y dejamos durante 5 minutos

4. Retiramos la formalina y afiadimos PBS para que no se sequen las células
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5. ARAadimos una gota de DAPI en el portaobjetos y montamos los cristales sobre
éste, debiendo estar la parte del cristal en la que se encuentran fijadas las células
en contacto con el DAPI para marcar los nucleos.

2.4. Microscopia

Para la toma de imagenes se empled el Microscopio Confocal Leica TCS SP5. Las
fotografias se tomaron a una resolucion de 1024x1024 pixeles, a zoom 8, y se guardaron
con formato multicanal, uno para el DAPI (azul, longitud de onda 488) y otro para la
proteina roja fluorescente mitRFP (rojo, longitud de onda 594).

Se fotografiaron un total de 5 células de cada condicion de cada uno de los portaobjetos,
es decir, un total de 30 células por cada condicion, obteniendo 10 Z-stacks de cada
célula.

2.5. Cuantificacion y analisis de la dinamica mitocondrial

Para la cuantificacién se utilizé el software Fiji Imaged 2.9.0/1.54c para MacOS X y el
plugin Mitochondrial Analyzer V2.3, el cual nos aporta multiples parametros relacionados
con la dinamica mitocondrial.

El analisis parte inicialmente de un preprocesamiento, que consiste en seleccionar el
canal marcado con las mitocondrias, convertirlo en blanco y negro, eliminar el fondo y
aumentar el brillo. Esto nos permitird un analisis de las imagenes mas optimo. A
continuacion, se lleva a cabo el procesamiento final previo al analisis de la dinamica
mitocondrial, que consiste en ajustar el enfoque, contraste y limite de las mitocondrias.

Por ultimo, partiendo de las imagenes ya procesadas, se procede al analisis de la
dinamica mitocondrial. En primer lugar debe ajustarse el umbral, acercandose laimagen
analizada lo maximo a la imagen real y fijandonos en los maximos detalles posibles.
Una vez hayamos fijado el umbral éptimo, fijaremos los parametros ‘Block size’y ‘C-
value’, siendo éstos los mismos en el analisis mitocondrial de todas las células con el
fin de preservar la homogeneidad de resultados. En este caso, el ‘Block Size’y ‘C-value’
fueron de 1.45y 7, respectivamente.

Finalmente, se analizaran todas las imagenes que seleccionemos, obteniendo todos los
parametros que le pidamos al software.

Para facilitar la comprension y estructuracién de los resultados, los diferentes
parametros de la dinamica mitocondrial fueron agrupados en morfologia (numero de
mitocondrias, esfericidad, volumen medio y area de superficie media) y red mitocondrial
(ramificaciones, longitud total de ramificaciones, conexidén entre ramificaciones y nimero
de terminaciones finales), tal y como recogen guias de analisis mitocondrial (48).

2.6. Desarrollo experimental

Como se puede apreciar en la Figura 6, la duracion del protocolo experimental fue de
72h sin tener en cuenta la cuantificacion y el andlisis estadistico. Se comenzé con el
cultivo y siembra de células aTC1.9 WT y shRNA-IDE-KD. Transcurridas 24h desde el
momento del sembrado de las células, se procedié a realizar la transfeccién mediante
el vector mitRFP y se dejé durante 48h. A las 72h, se procedié a realizar la ultima parte
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del experimento, que consistié en un ensayo de secrecion de glucagén y la posterior
fijacion de los cristales en el portaobjetos, obteniendo un total de 6 por cada condicion.

células aTC1.9

WT ShRNA-IDE-KD

mMm 16mM x6 x6
o » L .. |
fteose °
L KN
[ ] [ ]
Cultivo celular y Ensayo de secrecién
siembra de cristales y fijacion
24h
oh
72h Microscopia,
Transfeccién cuantificacion y andlisis

o s |BE

i
s\
L5

Figura 6. Diagrama del desarrollo experimental realizado para la elaboracion del TFM.
Elaboracion propia con BioRender.

2.7. Analisis estadistico

El analisis estadistico y representacion grafica de los datos se realizé a través del
programa estadistico GraphPad Prism 8.02. Debido a la variabilidad de las muestras,
en primer lugar, se realizé el analisis de outliers. Este analisis se realizé con GraphPad,
ajustando a un 10% la exclusién de outliers. Para determinar la distribucion de la
normalidad de los datos se empled la prueba Kolmogérov-Smirnov. Para las variables
que seguian una distribucién normal se aplicé la prueba estadistica “t-test”, mientras
que para las variables que no seguian una distribucion normal se aplicé la prueba
estadistica “U de Mann-Whitney”. Ambas pruebas estadisticas permiten comparar las
medias de dos grupos de datos. El nivel de significancia se ajust6 a p <0.05.
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3. RESULTADOS

3.1. Dinamica mitocondrial en células a-pancreaticas WT en condiciones
secretoras (1 mM) y represoras (16 mM) de glucagon.

El analisis del numero y morfologia mitocondrial (Fig. 7a) en células WT mostré que
tanto el numero de mitocondrias (Fig. 7b) como el grado de esfericidad (Fig. 7c) fue
menor en condiciones de secrecién de glucagon respecto a condiciones represoras.
Ademas, el tamano (volumen y area) fue mayor en comparacion con las células bajo la
condicién represora (Fig. 7d-e).
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_42 o* 8 %
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superficie media (um?)

Eré A

T
16 mM

Figura 7. Andlisis y comparacion del nimero y morfologia mitocondrial bajo condiciones
secretoras y represoras de glucagén en células a WT. Imagenes representativas del nimero y
morfologia mitocondrial a 1 y 16 mM glucosa (a). Representacién grafica del nimero de mitocondrias
(b), esfericidad (c), volumen medio (d) y superficie media (e). Los datos representados corresponden
a la media £ SEM. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. Unpaired t-test.

Estos datos sugieren la existencia de un fenotipo mitocondrial mas elongado en
condiciones secretoras (baja concentracion de glucosa) en comparacion con la
condicién represora, lo que podria deberse a un incremento de la fusion mitocondrial o
a una disminucion de la mitofagia.

Respecto al andlisis de la red mitocondrial (Fig. 8a) no se observaron diferencias
significativas en ninguno de los parametros medidos independientemente de la
condicion de secrecion (Fig. 8b-e), lo que sugiere que la red mitocondrial no se modifica
en respuesta a los estimulos secretores o represores de glucagon.
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Figura 8. Andlisis y comparacion de la red mitocondrial bajo condiciones secretoras y
represoras de glucagén en células o WT. Imagenes representativas de la red mitocondriala 1y 16
mM glucosa (a). Representacion grafica del niumero de ramificaciones (b), longitud total de las
ramificaciones (c), conexion entre ramificaciones (d) y nimero de terminaciones totales (e). Los datos
representados corresponden a la media = SEM. Unpaired t-test.

En resumen, el analisis de la dinamica mitocondrial de células a-pancreaticas WT
parece indicar la existencia de una adaptacion en el nimero y morfologia individual bajo
condiciones secretoras sin presentar cambios en la red mitocondrial.

3.2. Dinamica mitocondrial en células o-pancreaticas shRNA-IDE-KD en
condiciones secretoras (1 mM glucosa) y represoras (16 mM glucosa) de
glucagon.

Resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio por la Dra. Beatriz Merino,
determinaron que una reduccion en los niveles de expresion de IDE (~50%) causa la
pérdida en la capacidad de secretar glucagon en respuesta a glucosa en las células a.

El analisis del nimero y morfologia mitocondrial (Fig. 9a) en células shRNA-IDE-KD
unicamente mostré resultados significativos en el numero de mitocondrias, siendo
menor en aquellas células preincubadas a 16 mM glucosa en comparacion con las
preincubadas a 1mM glucosa (Fig. 9b). En cuanto a la esfericidad y el tamafo (area y
volumen), no se observaron diferencias significativas en ninguno de los parametros (Fig.
9c-e).
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Figura 9. Analisis y comparaciéon del niumero y morfologia mitocondrial bajo condiciones
secretoras y represoras de glucagon en células a shRNA-IDE-KD. Imagenes representativas del
nuamero y morfologia mitocondrial a 1 y 16 mM glucosa (a). Representacion grafica del numero de
mitocondrias (b), esfericidad (c), volumen medio (d) y superficie media (e). Los datos representados
corresponden a la media + SEM. *p < 0.05. Unpaired t-test.

En resumen, estos datos sugieren que, a concentraciones elevadas de glucosa, la
ausencia de IDE regula la cantidad de mitocondrias en células a-pancreaticas. La
reduccion del numero de mitocondrias sin alterar su tamafo sugiere que podria deberse
a una disminucion de la biogénesis mitocondrial o a un incremento de la mitofagia.

Respecto al analisis de la red mitocondrial (Fig. 10a), se observé una disminucion en el
numero de ramificaciones y terminaciones totales en aquellas células sometidas a
elevadas concentraciones de glucosa (Fig. 10b-c), mientras que la longitud total y el
numero de conexiones no presentaron diferencias (Fig. 10d-e).
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Figura 10. Andlisis y comparacion de la red mitocondrial bajo condiciones secretoras y
represoras de glucagén en células o shRNA-IDE-KD. Imagenes representativas de la red
mitocondrial a 1 y 16 mM glucosa (a). Representacion grafica del nimero de ramificaciones (b),
numero de terminaciones totales (c), longitud total de las ramificaciones (d) y conexion entre
ramificaciones (e). Los datos representados corresponden a la media + SEM. **p < 0.01, ***p < 0.001.
Unpaired t-test.

Por lo tanto, el andlisis de la dinamica mitocondrial en células a-pancreaticas shRNA-
IDE-KD sometidas a 16mM glucosa sugiere que los niveles de IDE son importantes en
el mantenimiento del numero de mitocondrias y su capacidad de establecer conexiones
entre si.

3.3. Comparacion de la dinamica mitocondrial entre células a-pancreaticas WT
y shRNA-IDE-KD.

Por ultimo, decidimos comparar la dinamica mitocondrial de los diferentes genotipos
celulares a igualdad de concentracion de glucosas.

3.3.1. Dinamica mitocondrial en células a-pancreaticas WT y shRNA-IDE-KD bajo
condiciones secretoras (1 mM).

El analisis del numero y morfologia mitocondrial entre células WT y shRNA-IDE-KD (Fig.
11a) no mostro diferencias significativas en el numero, tamafo, volumen y area (Fig.
11b-e), sugiriendo que la reduccidén en los niveles de IDE no es relevante en la
regulacion de la dinamica mitocondrial bajo condiciones secretoras de glucagon.
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Figura 11. Comparacion del nimero y morfologia mitocondrial bajo condiciones secretoras en
células WT y shRNA-IDE-KD. Imagenes representativas del nimero y morfologia mitocondrial a 1
mM glucosa en células WT y shRNA-IDE-KD (a). Representacion grafica del nimero de mitocondrias
(b), esfericidad (c), volumen medio (d) y superficie media (e). Todas las graficas se normalizaron a 1
para el control. Los datos representados corresponden a la media + SEM. Unpaired t-test.

Respecto al analisis de la red mitocondrial (Fig 12a), tampoco se observaron diferencias
en ninguna de las variables relacionadas con las ramificaciones (Fig. 12b-e), aunque si
que parece existir cierta tendencia en cuanto a la longitud total de las ramificaciones

(Fig. 12b).
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Figura 12. Comparacion de la red mitocondrial bajo condiciones secretoras en células WT y
shRNA-IDE-KD Imagenes representativas de la red mitocondrial a 1 mM glucosa en células WT y
shRNA-IDE-KD (a). Representacion grafica del numero de ramificaciones (b), longitud total de
ramificaciones (c), conexion entre ramificaciones (d) y nimero de terminaciones totales (e). Todas las
graficas se normalizaron a 1 para el control. Los datos representados corresponden a la media + SEM.
Unpaired t-test.

Por lo tanto, estos datos sugieren que IDE no es necesaria para la regulacion de la
dindamica mitocondrial en células a-pancreaticas a concentraciones de 1 mM glucosa.
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3.3.2. Dinamica mitocondrial en células a-pancreaticas WT y shRNA-IDE-KD bajo
condiciones represoras (16mM).

El analisis del numero y morfologia mitocondrial (Fig. 13a) entre células WT y shRNA-
IDE-KD mostré diferencias significativas en cuanto al nimero y esfericidad de las
mitocondrias, siendo menor en ambos casos en las células shRNA-IDE-KD (Fig. 13b-c).
Por otro lado, no hubo diferencias significativas en cuanto al volumen y area de
superficie media (Fig. 13d-e). Estos datos sugieren que IDE es necesaria en la
regulacién del nimero de mitocondrias y grado de esfericidad en células o a 16mM

glucosa.
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Figura 13. Comparacion del nimero y morfologia mitocondrial bajo condiciones represoras en
células WT y shRNA-IDE-KD. Imagenes representativas del niumero y morfologia mitocondrial a 16
mM glucosa en células WT y shRNA-IDE-KD (a). Representacion grafica del nimero de mitocondrias
(b), esfericidad (c), volumen medio (d) y superficie media (e). Todas las graficas se normalizaron a 1
para el control. Los datos representados corresponden a la media + SEM. *p < 0.05, ***p < 0.001.
Unpaired t-test.

Respecto al analisis de la red mitocondrial (Fig. 14a), se observé una disminucion
significativa en el numero de ramificaciones, longitud total y el nimero de terminaciones
totales, ademas de existir cierta tendencia a un menor grado conexién entre
ramificaciones (Fig. 14b-e), sugiriendo que IDE es un regulador de la red mitocondrial.
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Figura 14. Comparacion de la red mitocondrial bajo condiciones represoras en células WT y
shRNA-IDE-KD. Imagenes representativas de la red mitocondrial a 16 mM glucosa en células WT y
shRNA-IDE-KD (a). Representacion grafica del nimero de ramificaciones (b), longitud total de
ramificaciones (c), conexion entre ramificaciones (d) y nimero de terminaciones totales (e). Todas las
graficas se normalizaron a 1 para el control. Los datos representados corresponden a la media *
SEM. *p < 0.05, ***p < 0.001. Unpaired t-test

Por lo tanto, estos datos sugieren que IDE es necesaria para la regulacion de la dinamica
mitocondrial en células a-pancreaticas a concentraciones de 16 mM glucosa.
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4. DISCUSION

4.1. Regulacién de la dinamica mitocondrial en células a-pancreaticas WT

Actualmente, no existe ningun estudio que evalue el papel de la dindmica mitocondrial
en células a-pancreaticas, aunque si hay modelos computacionales en los que se
propone que la disfuncién mitocondrial de este tipo celular conlleva a alteraciones en la
secrecion de glucagoén, lo que podria tener implicaciones a la hora de desarrollar nuevos
tratamientos farmacolégicos en enfermedades como la DM2 (19,49). Hasta donde
nuestro conocimiento alcanza, los estudios presentados en este trabajo son pioneros y
novedosos en un area de conocimiento emergente. Por lo tanto, el conocimiento
generado podria ayudar a comprender el papel que juega la dinamica mitocondrial en la
regulacién de la secrecion de glucagon.

En las células B-pancreaticas, aunque la evidencia es limitada, si se han realizado
estudios de dindmica mitocondrial. Las mitocondrias juegan un papel decisivo durante
la secrecién de insulina, ya que el incremento en las concentraciones intracelulares de
ATP provoca, en ultima instancia, la exocitosis de los granulos de insulina. En respuesta
a cambios de demanda u oferta de energia, las mitocondrias se adaptan ajustando su
capacidad y produccion de ATP (50). Se ha descrito que la disfuncién mitocondrial de
las células f resulta en una pérdida de la secrecion de insulina estimulada por glucosa,
pudiendo ser la dinamica mitocondrial uno de los procesos alterados que influyen
durante la secrecion de insulina (19,51).

En el caso de las células a-pancreaticas, el papel que juegan las mitocondrias durante
la secrecion de glucagon esta menos definido, ya que no se conoce exactamente si
precisan o no del incremento de las concentraciones intracelulares de ATP para iniciar
la secrecion (16,18). Existen algunos estudios realizados en glandula salival que revelan
un incremento de la fusién mitocondrial durante la exocitosis debido al incremento de la
demanda energética (52), por lo que podriamos hipotetizar que el incremento de la
fusion mitocondrial que observamos podria deberse a la exocitosis de las vesiculas que
contienen glucagoén.

Se ha descrito que la morfologia mitocondrial de las células B y hepatocitos in vitro
cambia en funcidon del ambiente nutricional expuesto, adquiriendo un fenotipo
mitocondrial fragmentado aquellas expuestas a un ambiente rico en nutrientes, y un
fenotipo mitocondrial elongado aquellas sometidas a estados de ayuno o baja
disponibilidad de nutrientes (50). Nuestras observaciones en las células a pancreaticas
estan en concordancia con lo descrito en la literatura, a saber, que en alta glucosa hay
una mayor fragmentacion y numero de mitocondrias. De hecho, existen estudios
realizados en linea celular de higado de rata en los que se ha observado que cuando
se somete a 25mM glucosa se induce un incremento de la fragmentacion mitocondrial
maxima de forma muy rapida (15 minutos) (53). De manera similar a lo descrito en la
literatura, los cambios en la dinamica mitocondrial que hemos observado en las células
a se producen en un corto espacio de tiempo (30 minutos).

Por otra parte, los pacientes con DM2 suelen estar expuestos tanto a altas
concentraciones de glucosa como de acidos grasos en circulacion, lo que se conoce
como la hipoétesis de la glucolipotoxicidad. En células B-pancreaticas se ha descrito que
la exposicion a elevadas concentraciones de nutrientes (20mM glucosa y 0.4mM
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palmitato) produce un incremento de la fragmentacién mitocondrial y, aunque el grado
de fragmentacion es menor, a 20mM glucosa unicamente también se produce dicho
efecto (54). Explorar el efecto de la glucolipotoxicidad sobre la dinamica mitocondrial en
las células a-pancreaticas, podria ser una prolongacion natural de este trabajo de
investigacion.

Finalmente, nuestro estudio ha puesto de manifiesto que en condiciones secretoras (1
mM glucosa), las mitocondrias de las células a-pancreaticas adoptan una morfologia
mas elongada. Nuestras observaciones estan en concordancia con lo descrito en la
literatura, pues se observa un fenotipo mitocondrial elongado en las células sometidas
a estados de ayuno o baja disponibilidad de nutrientes (50). Este fenotipo mitocondrial
es importante en multiples procesos celulares, siendo uno de los mas conocidos el
incremento en la produccion de ATP (37). De hecho, parte de nuestros resultados
podrian explicarse por este fendmeno, ya que es probable que la exocitosis de los
granulos que contienen glucagén requiera de un incremento de ATP, el cual podria estar
apoyado por un aumento en la fusion mitocondrial.

Sin embargo, este proceso podria no ser el Unico implicado. Una aproximacion e
hipotesis a nivel molecular que proponemos es que este fenotipo mitocondrial elongado
podria deberse a la inhibicién de algunas de las proteinas implicadas en la fision
mitocondrial. Sabemos que bajo condiciones de ayuno -o niveles bajos de glucosa- se
produce un incremento de los niveles de AMP ciclico (cCAMP), el cual es un activador de
PKA. Esta, a su vez, provoca la inhibicién de Drp1 al fosforilar en el residuo de serina
637, impidiendo la translocacion de esta proteina a la mitocondria y, por tanto, evitando
que se dé la fision mitocondrial (55), lo que daria lugar a una mayor fusion.

En resumen, nuestros datos indican que parece existir una relacién entre la
disponibilidad de glucosa y la secrecion de glucagon con la presencia del fenotipo
mitocondrial elongado observado, siendo éstos los primeros hallazgos en torno a este
tipo celular.

4.2. Regulacion de la dinamica mitocondrial mediada por IDE

A dia de hoy, el papel que juega IDE sobre la dinamica mitocondrial es completamente
desconocido. Desde el descubrimiento de la isoforma mitocondrial de IDE, en el que se
postulé que la funcion de IDE en la mitocondria era degradar los péptidos sefal
mitocondriales (45), el conocimiento de la biologia de IDE no ha avanzado
sustancialmente. En particular, la contribucién de la isoforma citoplasmatica y la
mitocondrial a la regulacion de la dinamica mitocondrial es completamente desconocida.

En el modelo celular empleado (shRNA-IDE-KD) hemos visto que disminuyen ambas
isoformas de IDE, aunque no conocemos la implicacion que tiene cada una de ellas en
los resultados observados. Para tratar de dilucidar la funcion particular de cada una de
las isoformas sobre la dinamica mitocondrial, una continuacién de dicho trabajo podria
ser realizar rescates por separado con cada una de las isoformas, y ver asi si el fenotipo
mitocondrial observado corresponde a la ausencia de alguna de ellas en particular. Otra
posible continuacion seria reducir los niveles de cada una de las isoformas
mitocondriales de manera independiente, ver qué efectos tiene sobre la secrecion vy,
ademas, si esto tiene alguna implicacién sobre el fenotipo morfolégico.
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Por ultimo, también seria interesante observar si la ausencia o sobreexpresion de IDE
impacta de alguna forma en las proteinas implicadas durante la fusion y fision
mitocondrial, ya que no seria descabellado pensar que, dado que IDE también cuenta
con una funcioén proteolitica, podria tener impacto sobre dichas proteinas.

Nuestros resultados manifiestan que a bajas concentraciones de glucosa la presencia
de IDE no parece ser relevante en la regulacion de la dinamica mitocondrial. Sin
embargo, la menor expresion de IDE a 16mM glucosa provoca que haya un menor
numero de mitocondrias y de conexiones entre ellas, ademas de presentar un fenotipo
mas elongado con respecto a las células con niveles de expresion de IDE superiores.
Por lo tanto, nuestros datos sugieren que IDE juega un papel evidente en la regulacion
de la dindmica mitocondrial en respuesta a los cambios en los niveles de glucosa.

Se ha descrito que un exceso de nutrientes provoca un incremento de la fision
mitocondrial debido al aumento en el estrés celular (54). Inicialmente, en células f-
pancreaticas se ha visto que ocurre un proceso denominado hiperfusion mitocondrial
(54), producido en un primer intento de proteger a la mitocondria contra la mitofagia y
optimizando la produccion de ATP. Sin embargo, si el estrés celular persiste, esta
hiperfusion desembocaria en fision y eliminacion a través de la mitofagia (56). De hecho,
se ha visto que padecer diabetes u obesidad induce un incremento de la fragmentacion
mitocondrial en células B-pancreaticas (57).

La reduccién en el numero de mitocondrias descritas en este trabajo podria explicarse
por un posible incremento en la mitofagia, mientras que el fenotipo elongado observado
podria deberse a que IDE regula de algun modo la fusién o fision mitocondrial, bien
aumentandola o disminuyéndola, respectivamente. La mitofagia, a pesar de no ser uno
de los ejes clave de la dinamica mitocondrial, es uno de los motivos por el que la fision
mitocondrial se lleva a cabo, ya que uno de los objetivos de este proceso es la
separacion de las mitocondrias dafiadas y su consecuente eliminacion a través de la
mitofagia (29). Por tanto, es plausible hipotetizar que IDE es un factor que regula la
mitofagia en las células a-pancredticas. Testar esta hipotesis podria dar continuidad a
este trabajo de investigacion, asi como generar nuevo conocimiento en el contexto de
la hiperglucagonemia observada en los pacientes diabéticos.

Por otro lado, tras la finalizacion de la parte experimental de este trabajo, se publicd un
trabajo donde se pone de manifiesto que IDE interacciona con proteinas mitocondriales
ribosomales y otras relacionadas con los complejos | y IV de la cadena transportadora
de electrones (46). Estos hallazgos proponen nuevas funciones de IDE en su posible
papel como chaperona y como reguladora en respuesta al estrés celular (46).

Dado que se ha sugerido que IDE podria regular la respuesta al estrés celular (46) y
ésta tiene una estrecha relacién con la morfologia mitocondrial (58), es tentador
hipotetizar que el fenotipo mitocondrial que observamos a concentraciones elevadas de
glucosa cuando hay menor expresion de IDE podria ser debido a una pérdida de la
homeostasis mitocondrial y, consecuentemente, al incremento de la mitofagia; situando
a IDE como un regulador clave en este proceso.

En resumen, nuestros datos indican que parece existir una relacion entre niveles
elevados de glucosa y la presencia o no de IDE, observandose un fenotipo mitocondrial
menos conectado y con menor nimero de mitocondrias en aquellas células con niveles
de IDE reducidos, siendo éstos los primeros hallazgos en torno a este tipo celular.
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5. CONCLUSIONES

Por todo lo expuesto, las principales conclusiones del presente trabajo son:

1. Durante los procesos de secrecion e inhibicidon de glucagén en respuesta a la glucosa
se producen cambios adaptivos en la plasticidad mitocondrial de las células a
pancreaticas.

2. IDE regula los procesos de dinamica mitocondrial a concentraciones elevadas de
glucosa en las células a pancreéticas.
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