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RESUMEN

La enzima degradadora de insulina (IDE) es una metaloproteasa
dependiente de Zn?*, altamente conservada entre especies y expresada de
manera ubicua. Estudios en humanos han demostrado una asociacion entre los
polimorfismos genéticos en el locus del gen Ide y la susceptibilidad a desarrollar
diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Histéricamente se ha considerado una proteasa
de insulina, sin embargo, evidencias recientes sugieren funciones no-

proteoliticas de IDE.

El objetivo del presente estudio es profundizar en el conocimiento del
papel fisioldgico de las isoformas citoplasmatica (IDE-Met*?) y mitocondrial (IDE-
Met') de IDE en el higado. Para ello, se han llevado a cabo estudios ex vivo en
los modelos murinos IDE-KO y L-IDE-KO, e in vitro en modelos celulares
deficientes de IDE (HepG2-IDE-KO y AML12-shRNA-IDE). Por otro lado,
también se han desarrollado herramientas especificas que permiten diferenciar
dichas isoformas, ademas de mutantes sin actividad catalitica que facilitan el

estudio de sus funciones no proteoliticas.

Los estudios realizados evidencian que la pérdida de IDE induce
resistencia a la insulina y activa la sefializaciébn del glucagon en células
hepéticas. Ademas, implica una desregulacién de genes asociados a estas
funciones celulares, mitocondriales y a la estabilizacion del citoesqueleto.
Asimismo, IDE-Met*? es la responsable de regular la produccién de glucosa,
mientras que IDE-Met! desempefia un papel fundamental en la regulacién de la
sefalizacion de insulina, el consumo de oxigeno, la produccién de ATP y la

dinAmica mitocondrial.

Estos descubrimientos amplian las fronteras del conocimiento existente
sobre la funcidn de las isoformas de IDE, demostrando que ambas pueden actuar
de forma coordinada en la regulacion de la homeostasis de la glucosa celular.
No obstante, es fundamental continuar la investigacion en IDE como una
potencial diana terapéutica, ya que podria generar nuevo conocimiento para el
desarrollo de terapias mas especificas y efectivas dirigidas a los sujetos que
sufren DM2.
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3.1 DIABETES MELLITUS

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, la diabetes se define como
una enfermedad crénica caracterizada por la insuficiente produccién de insulina
por parte del pancreas o por la incapacidad del organismo para utilizar de manera

efectiva la insulina que se produce [1].

En las dltimas décadas, la prevalencia de la diabetes ha aumentado
significativamente a nivel mundial, considerdndose como una de las mayores
crisis sanitarias del siglo XXI. En 2021 se diagnostico la enfermedad a 537
millones de personas. Se estima que esta cifra ascendera a 643 millones en 2030

y alcanzara los 783 millones en 2045 [2].

Estas preocupantes cifras destacan la urgente necesidad de reducir los
factores de riesgo, optimizar el diagnostico y los tratamientos, y fomentar
investigaciones de alta calidad para profundizar en el conocimiento de la
enfermedad, con el objetivo central de mejorar la calidad de vida de los pacientes

con diabetes mellitus.

3.1.1 Clasificacion de la Diabetes

La diabetes mellitus (DM) se presenta predominantemente en dos formas
principales: Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1) y Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2),
siendo esta Ultima la mas prevalente a nivel global [2]. Otras variantes de DM
son menos comunes o estan asociadas a estados metabdlicos transitorios, como

la diabetes gestacional [3].

DIABETES MELLITUS TIPO |

La DM1 es una enfermedad autoinmune que provoca la destruccion
especifica de las células productoras de insulina: las células beta pancreaticas.
Esta destruccion conduce a una secrecion baja o nula de insulina en el torrente
sanguineo, con el consiguiente aumento de los niveles de glucosa en sangre [4].
Este tipo de diabetes representa entre el 5% y el 10% del total de casos de la

enfermedad [4]. Su aparicion esta influenciada por una combinacion de factores
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genéticos y ambientales; sin embargo, la causa subyacente de este proceso
destructivo permanece desconocida y, por ende, no es posible prevenirla en la
actualidad. Los pacientes DM1 requieren la administracion diaria de insulina
exdgena para mantener niveles de glucosa estables y evitar las complicaciones

asociadas con la hiperglucemia.

DIABETES MELLITUS TIPO I

La DM2 se caracteriza por una disfuncion en la sensibilidad de los tejidos
periféricos, que se denomina resistencia a la insulina, asi como por una
deficiencia en la produccion de insulina por parte de las células B pancreaticas
[5]. Dicha insuficiencia se debe a la demanda prolongada de una mayor
secrecion de insulina para contrarrestar la resistencia producida en el organismo,
lo que resulta en una alteracién del control de la glucemia y del metabolismo. Se
ha evidenciado que, en esta condicion, se produce una desregulacion de la
secrecion de glucagon, que ocasiona hiperglucagonemia. Los niveles elevados
de glucagén exacerban la enfermedad debido a los efectos hiperglucémicos de

esta hormona.

Su aparicion esta vinculada a diversos factores genéticos [6-8] asi como
a habitos de vida poco saludables, tales como una dieta rica en grasas y la falta
de ejercicio, costumbres que conducen al sobrepeso y a la obesidad. A pesar de
gue la DM2 ha sido asociada a la mediana edad o etapas posteriores, recientes
investigaciones han identificado un numero creciente de casos en joévenes y
nifios. Asimismo, la DM2 representa mas del 90% de todos los casos de diabetes

a nivel global [9].

Por otro lado, el tratamiento para pacientes DM2 se fundamenta en
modificaciones en el estilo de vida y en el uso de medicamentos orales
hipoglucemiantes. La metformina es el agente antidiabético oral mas empleado
a nivel mundial [10]. Esto se debe a su capacidad para promover la captacion de
glucosa en los tejidos [11], a la reduccion de la gluconeogénesis hepatica [12] v,
en menor medida, a la disminucién de la absorcién intestinal de nutrientes [13].
Ademas de la metformina, se utilizan otros farmacos como: las sulfonilureas, los

agonistas del receptor de péptido 1 similar al glucagdén (GLP-1), los inhibidores
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de la dipeptidil peptidasa 4 (DPP-4), las tiazolidinedionas y los inhibidores del
cotransportador sodio-glucosa 2 (SGLT2) [14]. Estos medicamentos tienen como
objetivo incrementar la produccién de insulina, mejorar la absorcion de glucosa

0 aumentar la sensibilidad de los tejidos a la insulina.

Sin embargo, a pesar de los avances aun no se ha logrado un tratamiento
curativo definitivo. La falta de comprension de la fisiopatologia de la enfermedad
subraya la necesidad de una investigacion continua que amplie el conocimiento

y que permita desarrollar enfoques terapéuticos mas efectivos.

3.2 METABOLISMO HEPATICO

El higado es un 6rgano con una notable plasticidad metabdlica, capaz de
adaptarse dinAmicamente a las variaciones en las sefiales nutricionales,
hormonales y neuronales. Esta capacidad le permite alternar entre el
almacenamiento y la provision de energia segun las necesidades del organismo.
Debido a esta funcibn adaptativa, el higado es fundamental para el
mantenimiento del equilibrio energético y desempefia un papel crucial en
diversas funciones fisiolégicas, tales como el metabolismo de los
macronutrientes, la inmunomodulacion, el metabolismo de lipidos y la

homeostasis del colesterol [15].
3.2.1 Homeostasis de la glucosa

El higado es el érgano responsable de la homeostasis de la glucosa
mediante el control del equilibrio entre la salida de glucosa en periodos de ayuno
y su captacion en periodos de alimentacion. Ademas, modula las
concentraciones periféricas de insulina, una de las principales hormonas
glucorreguladoras, al eliminar la mayor parte de la insulina producida por el

pancreas [16].

En condiciones fisioldgicas, tras la ingesta de alimentos, los nutrientes son

absorbidos. Los niveles de glucosa en sangre alcanzan un umbral a partir del
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gue se estimula la secrecion de la hormona insulina por las células B del
pancreas endocrino. Asimismo, la sensibilidad de las células B pancreaticas a la
hiperglucemia viene determinada por el predominio del transportador de glucosa
GLUT2 en la membrana plasmaética, que tiene una baja afinidad por el sustrato
[17].

La insulina secretada se transporta a través del torrente sanguineo a sus
organos diana: el higado, el masculo, el tejido adiposo y el cerebro. Tanto en el
higado como en el rifibn se produce la estimulacion de varios procesos
metabdlicos que desencadenan en el almacenamiento de glucosa en forma de
glucdgeno (glucogénesis) y la oxidacion de glucosa para la obtencion de energia
(glucdlisis) [18]. Finalmente, esto conduce a un aumento de la captacion de
glucosa y a su utilizacion por las células implicadas, con la consiguiente
disminucién de los niveles en sangre (Figura 1). La insulina circulante es

eliminada principalmente por el higado y, en menor medida, por el rifion [19].

Aumenta

Alta glucosa
lucosaen - ~=s==nan=d
T ¢ en sangre
sangre
Secrecion de
insulina
Estimula la conversion
del glucogeno .
J : Glucagén =
Pancreas
Glucégeno Glucosa
Higado .
’ Estimula la formacion Insulina =

de glucégeno
Absorcion de
glucosa Secrecién de
glucagon
Tejidos periféricos

Disminuye
glucosaen -~-s=====a=-
sangre

Baja glucosa
en sangre

Figura 1. Mantenimiento de la homeostasis de la glucosa. En el estado postprandial, la
insulina es secretada por las células B del pancreas y eliminada principalmente por el higado.
Durante el ayuno y en condiciones de hipoglucemia, el pancreas secreta glucagon, que
aumenta la produccion hepatica de glucosa estimulando la gluconeogénesis y la
glucogenodlisis.

En condiciones de ayuno, los niveles de glucosa en sangre son mas bajos

gue en condiciones prandiales, lo que promueve la estimulacién de las células a
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pancreaticas, en las que el transportador de glucosa de alta afinidad GLUT1 esta
altamente expresado. Las células a pancreaticas son responsables de la sintesis
y secrecion de glucagon, una hormona de naturaleza peptidica con acciones
contrarias a la insulina, que da lugar a la estimulacion de sus tejidos diana. Esto
impulsa al metabolismo hepéatico a la produccion de glucosa a partir del
glucogeno almacenado (glucogendlisis) y a la produccion de novo de glucosa
utilizando glicerol, lactato y ciertos aminoacidos (gluconeogénesis) [20]. Como
resultado se produce un aumento de la glucemia y se restablece la homeostasis

de la glucosa (Figura 1).

El suministro continuo de glucosa al organismo es indispensable. En este
sentido, la accién opuesta de estas dos hormonas, la insulina y el glucagon,
constituye el nucleo central de la regulacion del metabolismo de la glucosa y
permite mantener los niveles de glucosa en sangre dentro de un rango muy
estrecho (4-6 mM) [21]. Sin embargo, las alteraciones de este entramado
metabodlico pueden dar lugar a trastornos metabdlicos graves como las
enfermedades cardiovasculares, la enfermedad renal crénica, la obesidad y la
DM2, cuya prevalencia, comorbilidades y costes médicos han ido aumentando

peligrosamente en las ultimas décadas [15].
3.2.2 Homeostasis de la glucosa y Diabetes Mellitus Tipo 2

En el contexto de la DM2, los mecanismos reguladores homeostaticos se
encuentran comprometidos, lo que da lugar a un desequilibrio en el metabolismo
celular. Un aspecto fundamental en la patogenia de esta enfermedad es la
presencia de hiperglucemia, es decir, niveles elevados de glucosa en sangre
debido a la incapacidad de la insulina para mantener la homeostasis del
metabolismo de la glucosa. Ademas, otras alteraciones hormonales, como la
hiperglucagonemia, pueden contribuir al cuadro clinico caracteristico de la

enfermedad.

La DM2 se caracteriza por una respuesta insuficiente de los tejidos
periféricos a la insulina, que se denomina resistencia a la insulina. Existe una
retroalimentacion entre los tejidos sensibles a la insulina y las células B: la

resistencia a la insulina provoca un aumento de las necesidades de insulina, lo
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gue conduce a una respuesta exagerada de las células B pancreaticas [22]. El
aumento de la demanda de secrecion de insulina y la hiperfuncion de las células
B se traduce a su vez en una disminucion de la masa de células  funcionales
[23].

En esta afeccidn, eventualmente ocurre una desregulacién en la secrecion
de glucagon, lo que contribuye a la hiperglucagonemia. Este aumento en los
niveles de glucagon agrava la hiperglucemia caracteristica de la DM2 debido a
su efecto estimulador de la gluconeogénesis y a la glucogendlisis hepética, lo
gue exacerba el descontrol glucémico. Diversos estudios han demostrado que la
alteracion en la regulacion del glucagén juega un papel crucial en la patogénesis
y progresion de la DM2 [24].

3.2.3 Regulacion hormonal en el metabolismo hepatico

La regulacion hormonal del metabolismo hepatico es un proceso
fundamental que asegura el mantenimiento de la homeostasis energética del
organismo. El higado, como érgano central en el metabolismo de carbohidratos,
lipidos y proteinas, responde a sefiales hormonales clave que coordinan la
sintesis, almacenamiento y liberacion de nutrientes segun las necesidades
fisiolégicas. Hormonas como la insulina y el glucagén actian sobre el higado
modulando rutas metabdlicas criticas, como la gluconeogénesis, la
glucogendlisis y la lipogénesis, lo que ajusta asi el equilibrio entre el

almacenamiento y la movilizacion de reservas energéticas.

Este apartado explora los mecanismos mediante los cuales las hormonas

regulan estas funciones hepaticas esenciales.

SENALIZACION DE INSULINA

La sefalizacion de la insulina regula la homeostasis de la glucosa, los
lipidos y la energia, principalmente a través de su accion en el higado, el musculo
esquelético y el tejido adiposo [25]. Una vez secretada por las células B, la
insulina se une al receptor de insulina (IR). Este receptor esta formado por dos

subunidades a extracelulares y dos subunidades B transmembrana que estan
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unidas por enlaces disulfuro. En las subunidades B hay un dominio tirosina
guinasa, que se activa por autofosforilacion cuando la insulina se une a IR [26].
La activacion de IR induce el reclutamiento de sustratos del receptor de insulina
(IRS), via fosforilacion de ciertos residuos de tirosina por la actividad quinasa del
IR activado. El IRS-1 es el principal IRS responsable del control de la accién de
la insulina en el musculo, mientras que el IRS-2 es esencial para la sefializacion
de la insulina en el higado [27]. Las proteinas IRS fosforiladas desempefian un
papel fundamental en la activacion de las dos principales vias de sefializacién
de la insulina (Figura 2): la via de la proteina quinasa activada por mitdgenos
(MAPK), que es esencial para el crecimiento y el desarrollo celular; y la via de la
fosfatidilinositol-3-quinasa (P13K) y proteina quinasa B (AKT), que es crucial para
la regulacién de funciones metabdlicas, principalmente el metabolismo de la

glucosay los lipidos [28].
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Figura 2. Metabolismo hepético en respuesta a insulina. En el higado, la insulina reduce
la expresion de genes gluconeogénicos y, activa la glucélisis y la sintesis de glucégeno. Esto
resulta en la inhibicibn de las tasas de glucogendlisis y gluconeogénesis hepéticas,
contribuyendo al control de los niveles glucosa.

La via PIBK-AKT promueve la fosforilacion y activacion de enzimas clave
involucradas en la glucdlisis, como la fosfofructoquinasa-2 (PFK-1), que aumenta

la produccion de fructosa-1,6-bisfosfato, un potente activador de la glucdlisis [29]
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(Figura 3). Simultdneamente, la via AKT inhibe la expresibn de genes
gluconeogénicos, como los que codifican para la fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (PEPCK; Pckl) y la glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa; G6pc),
mediante la inactivacion del factor de transcripcion FOXO1 [30] (Figura 2). Este
doble efecto de la sefalizacion de la insulina asegura que, en condiciones
postprandiales, el higado reduzca la produccion de glucosa a través de la
gluconeogénesis (Figura 3) mientras se favorece su utilizacion a través de la
glucdlisis, lo que contribuye al mantenimiento de niveles normales de glucosa en

sangre.
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Figura 3. Glucodlisis y gluconeogénesis. En el higado, la insulina activa la glucdlisis,
proceso que transforma la glucosa en piruvato y, activa la sintesis de glucégeno para su
almacenamiento. Esto resulta en la inhibicion de las tasas de glucogendlisis y
gluconeogénesis hepéticas, contribuyendo al control de los niveles de glucosa. Por el
contrario, la gluconeogénesis, que sintetiza glucosa a partir de precursores no carbohidratos,
es activada en condiciones de ayuno, lo que favorece un control de la homeostasis
glucémica.

Asimismo, la insulina juega un papel fundamental en la regulacion del
metabolismo lipidico hepatico. Esta hormona inhibe la lipdlisis y la beta-oxidacion

al promover la sintesis de malonil-CoA y, por lo tanto, inhibir la actividad de la
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carnitina palmitoiltransferasa | (CPT-I) [31, 32]. A su vez, la insulina favorece la

lipogénesis, lo que estimula la conversion de glucosa en triglicéridos [33].

En condiciones fisiopatologicas, como en la DM2, la resistencia a la
insulina provoca una alteracion significativa en la regulacion de esta via de
sefializacion. Esta disfuncion lleva a la activacion inadecuada de procesos
metabdlicos como la gluconeogénesis hepatica, lo que contribuye a un aumento
anormal de la produccion de glucosa endégena. Como resultado de esta
resistencia, se produce una hiperinsulinemia compensatoria, en un esfuerzo del

organismo por contrarrestar la hiperglucemia persistente.

SENALIZACION DE GLUCAGON

La sefalizacion del glucagon juega un papel crucial en la regulacion del
metabolismo de la glucosa, especialmente en condiciones de ayuno. Una vez
secretado por las células a pancreaticas, el glucagbn se une a su receptor
especifico (GCGR). Estos receptores son proteinas transmembrana de
aproximadamente 60 kDa, que se caracterizan por sus siete dominios en hélice
y pertenecen a la clase B de los receptores acoplados a proteinas G. El receptor
GCGR esté acoplado principalmente a la proteina Gs, y en menor medida, a la

proteina Gq [34].

Por un lado, la unién del glucagoén a su receptor activa la proteina Gs y la
adenilato ciclasa (AC), enzima que cataliza la formacién de AMP ciclico (AMPc)
(Figura 4). Este segundo mensajero estimula la proteina quinasa A (PKA), que
a su vez fosforila, entre otros sustratos, al factor de transcripciéon CREB. Este es
transportado al nucleo donde se activa la transcripcion de enzimas clave como
la fosforilasa quinasa, lo que promueve la glucogendlisis y por tanto, la liberacion
de glucosa almacenada en forma de glucégeno [35]. Asimismo, la fosforilaciéon
de CREB facilita su unién al promotor de PGC-1a, lo que eleva su expresion. A
su vez, PGC-1a actua como coactivador transcripcional e incrementa la
expresion de genes fundamentales como PEPCK y G6Pasa, lo que resulta en
un aumento en la producciéon de glucosa en el higado (Figura 4). Este proceso
es esencial para mantener niveles adecuados de glucosa en sangre durante el

ayuno y en condiciones de baja disponibilidad de carbohidratos.
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Por otro lado, la activacion de la proteina Gqg activa la fosfolipasa C (PLC),
que hidroliza el fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) para generar los
mensajeros secundarios inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) [36].
La produccion de IP3 induce la liberacién de calcio intracelular desde el reticulo
endoplasmico. Ademas, el aumento en los niveles de Ca?" activa los canales de
Ca?* sensibles a IP3, lo que provoca la translocacién del factor de transcripcion
FoxO1 al ndcleo mediante la calmodulina (CaM) (Figura 4). En conclusion,
FoxO1 en el nacleo estimula la transcripcion de los genes involucrados en la

gluconeogénesis [37].
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Figura 4. Metabolismo hepatico en respuesta a glucagon. En el higado, la activacién del
receptor de glucagén conduce a un aumento de la transcripcion de genes gluconeogénicos
por la accién sinérgica de las vias de IP3 y AMPc.

Asimismo, el glucagén juega un papel fundamental en la regulacion del
metabolismo lipidico hepatico. Esta hormona estimula la movilizacién de acidos
grasos mediante la activacion de la lipasa sensible a hormonas (HSL) a travées
de un mecanismo de sefalizacion que involucra el AMP ciclico y PKA. De esta
manera, se facilita la liberacién de acidos grasos libres y glicerol al torrente

sanguineo y, por lo tanto, la activacién de la lipolisis y la inhibicion de la
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lipogénesis. Ademas, el glucagén promueve la beta-oxidacion de acidos grasos
al activar la CPT-1 mediante la inhibicion de la expresion de malonil-CoA [38],

esencial para el transporte de acidos grasos a las mitocondrias.

Uno de los aspectos significativos de la DM2 es la hiperglucagonemia
aunque la alteracién en la regulacion de la secrecion de glucagon por las células
a-pancreaticas y sus efectos perjudiciales sobre la gluconeogénesis hepatica no
se comprenden completamente [39, 40]. Esta condicién patoldégica compromete
la funcionalidad del pancreas y del higado, lo que contribuye de manera
significativa a la patogenia de la DM2.

3.3 MITOCONDRIA

Las vias metabdlicas de la célula estan interconectadas y reguladas en
gran medida por la mitocondria. Este organulo, presente en todos los organismos
eucariotas, es considerado el centro principal del metabolismo celular debido a
su papel en la produccién de la mayor parte del ATP, principal fuente de energia
para la célula [41]. Ademas, las mitocondrias estan involucradas en diversos
procesos biologicos. Entre ellos, se destacan la generacion de NADH vy
guanosina trifosfato (GTP) a través del ciclo de Krebs, que facilita la biosintesis
de aminoacidos, grupos hemo y complejos hierro-azufre (Fe-S) [42]. Asimismo,
participan en la produccién de fosfolipidos necesarios para la formacién de
membranas celulares, regulan la sefalizacion y homeostasis del calcio,
controlan los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) y estimulan

respuestas inmunitarias [41, 43].

En consecuencia, las mitocondrias desempefian un papel fundamental en
la homeostasis celular y en la adaptacién a cambios metabdlicos, lo que destaca

su implicacion en diversas patologias.

La DM2 estd estrechamente relacionada con la actividad mitocondrial,
dado que la resistencia a la insulina y la desregulacién del metabolismo de la

glucosa inducen alteraciones en la funcibn mitocondrial. En las células
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pancreaticas, la mitocondria desempefia un papel fundamental en la regulacion
de la secrecion de insulina [44, 45]. Las alteraciones en la funcion mitocondrial
producen un incremento en la secrecion de ROS, asi como un aumento del
estrés oxidativo [46-48]. Ademas, el deterioro en la capacidad de las
mitocondrias para llevar a cabo la B-oxidacion de acidos grasos contribuye a la
acumulacion de metabolitos lipidicos, que interfieren con la sefalizacion de la

insulina y agravan el cuadro clinico de la enfermedad.

3.3.1 Estructura mitocondrial

Las mitocondrias se originaron hace aproximadamente dos mil millones
de afos en un proceso conocido como endosimbiosis. Este proceso involucro la
fusion de una bacteria, especificamente una a-proteobacteria, con un precursor

de la célula eucariota moderna [49].

Las mitocondrias estan formadas por una membrana lipidica externa y
una membrana interna, esta Ultima plegada en forma de crestas, lo que genera
dos compartimientos definidos: la matriz mitocondrial y el espacio
intermembrana. La membrana externa de la mitocondria contiene porinas
capaces de permitir el paso de iones y moléculas pequefias, lo que le otorga una
alta permeabilidad. Por el contrario, la membrana interna presenta una
permeabilidad selectiva ya que regula el transporte de moléculas e iones, lo que
mantiene el gradiente electroquimico de protones necesario para la sintesis de
ATP a través de la fosforilacion oxidativa [41]. Ademas, esta membrana alberga
la cadena respiratoria mitocondrial, que se compone de complejos proteicos

esenciales para la respiracion celular y la generacion de energia.

La matriz mitocondrial alberga el ADN mitocondrial circular, las proteinas
necesarias para su replicacion y transcripcion, los ribosomas y numerosas
enzimas implicadas en procesos metabdlicos (Figura 5), tales como el ciclo de
Krebs y la B-oxidacion. El genoma mitocondrial codifica 13 proteinas esenciales
gue constituyen componentes fundamentales de los complejos respiratorios

mitocondriales I-1V ubicados en la membrana interna.
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Figura 5. Estructura mitocondrial. (A) Esquema de la composicion mitocondrial (B)
Imagen representativa de microscopia electronica de transmision que muestra mitocondrias
de tejido hepatico. Imagen tomada de Holland et al. [50]. Escala: 1 uym.

3.3.2 Ciclo de Krebs

El ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA), también conocido como ciclo
de Krebs, es una via metabdlica que desempefia la funcién de oxidacion de
nutrientes para apoyar la bioenergética celular. En este ciclo, los organismos
aerobicos procesan nutrientes especificos a traveés de una secuencia ciclica de
reacciones bioquimicas catabdlicas que generan energia y metabolitos

esenciales para la viabilidad, proliferacion y funcién celular [51].

En el higado, la glucosa es captada a través del transportador GLUT2 y
posteriormente metabolizada mediante la glucdlisis hasta formar piruvato
(Figura 6). Este piruvato puede seguir dos rutas principales: una vez dentro de
la mitocondria, es convertido en acetil-CoA para ingresar al TCA y participar en
la produccién de ATP, o bien puede ser reducido a lactato por la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH) en un proceso conocido como fermentacion lactica. Esta
conversion a lactato permite la regeneracion del NAD+ necesario para mantener
la glucolisis activa en condiciones donde la capacidad mitocondrial para oxidar

piruvato es limitada.

El ciclo de Krebs comienza con la condensacion del metabolito de cuatro
carbonos oxalacetato (OAA) con la molécula de dos carbonos acetil-CoA, lo que
forma el citrato (Figura 6). A través de una serie de reacciones enzimaticas, el
citrato es oxidado para producir una molécula de ATP. En cada ciclo, se
transfieren tres iones hidruro, equivalentes a seis electrones, concretamente a

tres moléculas de NAD+. Asimismo, un par de a&tomos de hidrégeno, que
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equivalen a dos electrones, se transfieren a una molécula de FAD. Como
resultado, se producen cuatro equivalentes reductores: tres moléculas de NADH

y una molécula de FADH..
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Figura 6. Ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) o ciclo de Krebs. En el higado, la
glucosa es captada a través del transportador GLUT2 y es metabolizada en la glucélisis
hasta piruvato. El piruvato puede entrar en la mitocondria, o bien metabolizarse por la LDH
a lactato. En el interior de la mitocondria el piruvato se descarboxila para generar acetil-CoA,
gue cede su grupo carbonilo a OAA para formar citrato y activar el ciclo de Krebs.

El TCA es responsable de la generacion de 67% de todos los equivalentes
reductores por molécula de glucosa, por lo que los factores que influyen en el

flujo del ciclo son cruciales para la fosforilacion oxidativa [52].

Cada ciclo finaliza con la regeneracion del oxalacetato que actia como
catalizador. Esta regeneracion continua asegura la eficiencia del TCA, que
conecta y regula el metabolismo energético celular. Ademas, sus metabolitos
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también participan en la regulacion de modificaciones de la cromatina, la
metilacion del ADN y las modificaciones postraduccionales de las proteinas, lo
gue destaca su importancia en la homeostasis y la adaptacion metabdlica [52,
53].

3.3.3 Cadena transportadora de electrones y fosforilacion
oxidativa: ETC y OXPHOS

El TCA esta conectado con la cadena transportadora de electrones (ETC)
a través de una de las enzimas del ciclo, la succinato deshidrogenasa. Esta
enzima ademas de catalizar la oxidacion de succinato a fumarato actia como el

complejo Il de la ETC, lo que facilita la transferencia de electrones.

La fosforilacién oxidativa es un proceso bioquimico fundamental para la
produccion de ATP en las células eucariotas, que integra la ETC y la sintesis de
ATP mediante el complejo V, también conocido como ATP sintasa. La cadena
de transporte de electrones se compone de cuatro complejos proteicos integrales
numerados del | al IV (Figura 7). Cada uno de estos complejos contiene grupos
prostéticos especificos que actian como intermediarios en la transferencia de

electrones a lo largo de la cadena.

El complejo I, también denominado NADH-ubiquinona oxidorreductasa,
cataliza la oxidaciéon de NADH a NAD+ y transfiere los electrones generados a
la ubiquinona (coenzima Q10 o CoQ), lo que conlleva la translocacion de

protones a través de la membrana mitocondrial interna.

El complejo I, conocido como succinato deshidrogenasa, participa en la
oxidacion del succinato a fumarato y transfiere los electrones resultantes a la
CoQ, lo que la reduce a ubiquinol [54]. Posteriormente, el ubiquinol se oxida
nuevamente a ubiguinona al ceder sus electrones al complejo 11, o citocromo ¢
reductasa, que a su vez transfiere estos electrones al citocromo ¢ (Cyt C). El
citocromo c cede sus electrones al complejo 1V, que se conoce como citocromo
c oxidasa, el cual los transfiere finalmente al oxigeno O3, el aceptor terminal de

electrones, lo que produce agua H20 [55].
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A lo largo de esta cadena de transporte de electrones, los complejos |, Il
y IV bombean protones desde la matriz mitocondrial hacia el espacio
intermembrana, lo que genera un gradiente de protones, también denominado
fuerza proton-motriz. Este gradiente es el impulsor de la sintesis de ATP en el
complejo V, o ATP sintasa, que utiliza la energia derivada del flujo de protones
de regreso a la matriz mitocondrial para catalizar la formacion de ATP a partir de

ADP [56], en un proceso conocido como fosforilacion oxidativa (OXPHOS).
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Figura 7. Cadena de transporte de electrones (ETC) y fosforilacion oxidativa
(OXPHOS). El esquema muestra el flujo de electrones a través de los cuatro complejos
proteicos de la ETC (I-IV) y su transferencia a través del transportador de electrones Cyt ¢
hacia el complejo IV. El bombeo de protones a través de la membrana mitocondrial interna
por los complejos I, 1l y IV genera un gradiente electroquimico que impulsa la sintesis de
ATP en el complejo V.

En la mitocondria se generan la mayoria de las especies reactivas de
oxigeno (ROS) como subproducto de la fosforilacion oxidativa. En condiciones
normales, la ETC convierte la mayoria del oxigeno en agua en el complejo IV, lo
gue genera ROS en un bajo porcentaje (~4-5%). Sin embargo, entre el 1- 3% del
oxigeno no se reduce completamente, lo que produce radicales de oxigeno como
el ion superoxido (O,7) en los complejos | y Il [57]. Estos radicales son
neutralizados por enzimas antioxidantes que convierten el O,~ en peroxido de
hidrégeno (H,0O,). El H,O, puede ser transformado en agua por la glutation
peroxidasa (GSH-PX) y la catalasa o, en su defecto, puede atravesar la

membrana mitocondrial y generar radicales hidroxilo (OH") en el citoplasma [58].
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En condiciones patoldgicas, la produccién de ROS excede la capacidad
de neutralizacion y se produce dafio oxidativo en el ADN mitocondrial (ADNmt),
lipidos de membrana y proteinas mitocondriales, lo que contribuye a la

progresion de enfermedades cronicas como la diabetes [59].

3.3.4 Dindamica mitocondrial

Las mitocondrias, ademas de actuar como centrales energéticas, regulan
su integridad y funcionalidad de forma dinamica, lo que incluye procesos de
fusion, fisién, biogénesis y mitofagia (Figura 8). Estos organulos altamente
dinamicos y plasticos son esenciales para el metabolismo celular, la respuesta

al estrés y el mantenimiento de la homeostasis [60].

La dindmica mitocondrial determina la morfologia, calidad, cantidad y
distribucion de las mitocondrias dentro de las células, asi como su funcion
general. Para mantener un funcionamiento 6ptimo, las mitocondrias, que poseen
su propio ADN, requieren una constante reparacion y sustitucion de sus
componentes. Este proceso incluye la eliminacién de componentes dafiados o
de mitocondrias defectuosas a través de la mitofagia, lo que previene la
liberacién de proteinas proapoptéticas y minimiza el dafio celular [61, 62]. La
fisibn mitocondrial, en particular, facilita la apoptosis en respuesta al estrés
celular, mientras que la fusion permite el intercambio de contenido
intramitocondrial (entre mitocondrias), lo que ayuda a mantener su funcionalidad
[62].

El control de calidad mitocondrial también puede mantenerse mediante
vesiculas derivadas de las mitocondrias, que eliminan selectivamente secciones
disfuncionales de las estructuras mitocondriales sin sacrificar todo el organulo
[63]. Asimismo, la fusion mitocondrial contribuye a disminuir el estrés al combinar

el contenido de mitocondrias parcialmente dafadas.
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Figura 8. Dindmica mitocondrial. Las mitocondrias experimentan procesos de biogénesis,
fusion, fision y mitofagia. En el proceso de fusién estan involucradas las mitofusinas Mfnly
Mfn2, que se unen a la membrana externa y, la proteina de atrofia 6ptica 1 (Opal) en la
membrana interna de las mitocondrias. La fision es mediada principalmente por la proteina
1 relacionada con la dinamina (Drpl). Esta se une a la membrana externa formando un anillo
alrededor del organulo tras ser reclutada por la proteina 1 de fisién (Fisl), el factor de fision
mitocondrial (MMF) y las proteinas de dinamica mitocondrial (MID49/51). AMPK controla la
biogénesis mediante la regulacion del factor de transcripcion PGC1a.

La maquinaria de la dinAmica mitocondrial estd muy regulada por
interacciones  proteina-proteina, interacciones  proteina-fosfolipido vy
modificaciones postraduccionales que permiten una regulacion muy precisa en
respuesta a diversos cambios en la funcion mitocondrial y celular. La regulacion
de la dindmica mitocondrial, el transporte intracelular de las mitocondrias y la
capacidad de estos organulos para llevar a cabo sus funciones metabdlicas, asi
como para interpretar y responder a sefiales celulares, depende en gran medida
del citoesqueleto de actina [64]. La dinamica de la actina es fundamental para
gue las mitocondrias mantengan su morfologia, se distribuyan eficientemente
dentro de la célula y se adapten de manera adecuada a las fluctuaciones en el

entorno celular.
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BIOGENESIS MITOCONDRIAL

La biogénesis mitocondrial, el proceso mediante el cual se generan
nuevas mitocondrias, esta controlado por interacciones sinérgicas entre las
mitocondrias y el nicleo celular. Un componente clave en esta regulacion es el
coactivador del receptor 1a activado por el proliferador de peroxisomas (PGC1a).
Cuando las células requieren una mayor produccién de energia, PGC1a se
sobreexpresa, lo que desencadena una cascada de eventos que involucran la
activacion de factores de transcripcion como los factores respiratorios nucleares
NRF-1 y NRF-2. Estos factores, a su vez, activan la expresion del factor de
transcripcion mitocondrial A (TFAM), una proteina involucrada en la transcripcion
y replicacion del ADN mitocondrial [65, 66]. Estas proteinas estan reguladas por
la activacion de la quinasa activada por AMP (AMPK). Dicha proteina actia como
un sensor energético que se activa en respuesta a niveles bajos de ATP y ajusta
el metabolismo celular al reducir las vias anabdlicas que consumen energia, y al
aumentar los procesos catabdlicos que la generan, lo que ayuda a mantener el

equilibrio energético [67].

Este sistema de regulacion subraya la importancia de la comunicacion
mitonuclear en la modulacion de la dinamica mitocondrial, integrando sefales
internas y externas para asegurar una respuesta adecuada a las demandas del

entorno celular.

FUSION MITOCONDRIAL

La fusibn mitocondrial es un proceso de dos pasos en el que las
membranas mitocondriales externas e internas se fusionan mediante eventos
separados [68]. La fusibn mitocondrial es facilitada por las mitofusinas Mfnl y
Mfn2, presentes en la membrana externa, y por Opal, que se localiza en la

membrana interna de las mitocondrias (Figura 8).

Las proteinas Mfnl y Mfn2 son GTPasas, similares a la dinamina, que
poseen dominios especificos que permiten su insercibn en la membrana
mitocondrial. Las Mfns se insertan en la membrana mitocondrial externa a través

de dos regiones transmembrana, lo que expone tanto el extremo N-terminal
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como el C-terminal hacia el citoplasma, con un pequefio bucle orientado hacia el

espacio intermembrana [69].

Para la fusion de las membranas externas mitocondriales es necesaria la
interacciéon entre las Mfns presentes en mitocondrias adyacentes. En primer
lugar, el dominio citoplasmético de las Mfns facilita el acercamiento de las
mitocondrias mediante la formacién de complejos diméricos antiparalelos que se
estabilizan por interacciones hidrofébicas [70]. A continuacion, se produce una
distorsion en las membranas mediada por la hidrélisis de GTP, que finalmente
permite la fusion de las membranas externas. Sin embargo, los mecanismos

exactos de regulacion de este proceso aun no se comprenden completamente.

La proteina OPAl se localiza en el espacio intermembrana de las
mitocondrias en formas solubles o adherida a la membrana mitocondrial interna
[71]. Esta proteina no solo es esencial para la fusién, sino también para el
mantenimiento de la organizacion de las crestas mitocondriales, la funcién de la

cadena respiratoria y la integridad del ADN mitocondrial.

Un analisis genético revelé que OPAL requiere de MFN1 para inducir la
fusion mitocondrial [72]. Durante este proceso, OPA1l forma complejos
helicoidales que actian como anillos en la membrana y contribuye a la mecanica
de la remodelacion de esta a través de su la actividad GTPasa. Ademas, OPAl
regula el equilibrio entre la fusién y la fision mitocondrial, colaborando con otras

proteinas mitocondriales para mantener la homeostasis celular.

FISION MITOCONDRIAL

La fusidon mitocondrial esta estrechamente regulada y coordinada con la
fision mitocondrial para asegurar un equilibrio dinamico. Este proceso de fision

esta regulado principalmente por las proteinas Drpl y Fisl (Figura 8).

Por un lado, en su estado inactivo, DRP1, proteina similar a la dinamina,
se encuentra en el citoplasma. Por otro lado, en respuesta a sefales celulares
gue desencadenan la fision mitocondrial, DRP1 se transloca a la membrana
mitocondrial externa. En la membrana, esta proteina forma complejos

oligoméricos que se ensamblan en estructuras en anillo alrededor del sitio de
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fision. La actividad GTPasa de DRPL1 induce la contraccién de estos anillos,
facilitando la escision de la mitocondria. La actividad de esta proteina esta
regulada por modificaciones postraduccionales, como la fosforilacion y la
sumoilacién [73-75]. En particular, la fosforilacion de la Ser637 por la PKA inhibe
la actividad de DRP1 al bloquear su translocacion a la membrana mitocondrial,
mientras que la desfosforilacion de este residuo o la fosforilacion de la Ser616
por la CAMK promueve la fisiobn mitocondrial [76-78]. Asimismo, DRP1 requiere
de proteinas adaptadoras como FIS1, MFF y MID49/51 para su union eficiente a

la membrana mitocondrial (Figura 8).

Ademas de su papel en la fision mitocondrial, DRP1 desempefia funciones
clave en varios procesos celulares, incluyendo el ciclo celular, la diferenciaciéon

cardiaca y muscular, asi como en la apoptosis.

El reticulo endoplasmico (RE) también juega un papel importante en la
fision mitocondrial, ya que los tubulos pueden envolver las mitocondrias y

provocar su constriccion [79], lo que facilita la formacion de los anillos de Drpl.

FIS1 es una proteina transmembrana que se encuentra en la membrana
externa mitocondrial. Su dominio citosdlico permite la interaccion y reclutamiento
de DRP1 a la membrana, lo que facilita la formacion de complejos Drpl que
inducen la fisibn mitocondrial [80, 81]. En conjunto, DRP1 y FIS1 son
componentes clave en la dindmica mitocondrial. La regulacion adecuada de
estos componentes es esencial para mantener la calidad y funcionalidad de las
mitocondrias, lo que evita la acumulacién de mitocondrias disfuncionales y

contribuye a la salud celular.

Los desequilibrios en los procesos de fusion y fisibn mitocondrial estan
asociados con diversas patologias, incluidas enfermedades neurodegenerativas,
como la enfermedad de Alzheimer, y trastornos metabdlicos, como la diabetes
tipo 2 [82, 83]. Mejorar la funcién mitocondrial representa una prometedora area

de investigacion para el tratamiento y la prevencién de la DM2.
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3.3.5 Citoesqueleto y reticulo endoplasmico

MITOCONDRIA Y CITOESQUELETO

El citoesqueleto estd compuesto por microtubulos, filamentos de actina 'y
filamentos intermedios. Este proporciona un soporte estructural a la célula y
favorece la comunicacion entre organulos. Dicha estructura es esencial para las

mitocondrias ya que facilita su localizacion y movilidad dentro de la célula [83].

La interaccion de las mitocondrias con los microtabulos (MT) depende de
las proteinas asociadas a los microtubulos (MAPSs) [84]. Las MAPs regulan la
polimerizacion y funcion de los MT y actian como motores moleculares
responsables del movimiento de las mitocondrias a lo largo de los mismos [85].
El transporte mitocondrial es mediado por proteinas motoras pertenecientes a
las superfamilias de la quinesina, dineina citoplasmatica y miosina [86]. Estas
proteinas utilizan las fibras del citoesqueleto como vias para trasladar las
mitocondrias a diferentes compartimentos celulares segun las necesidades
energéticas. Por un lado, las dineinas mueven las mitocondrias hacia el extremo
negativo de los MT, es decir, hacia el centro de la célula. Por otro lado, la mayoria
de las quinesinas las transportan hacia el extremo positivo, en direccion a la
periferia [87]. Estos movimientos permiten que las mitocondrias se ubiquen en
zonas de alta demanda energética, tal y como ocurre en la polarizacién de los
hepatocitos [88], y aseguran su correcta localizacién para participar en procesos
esenciales como la sefializacién del calcio y la distribuciéon de ATP en éareas
especificas de la célula.

En otro orden de cosas, los filamentos de actina son esenciales para el
anclaje y la redistribucion local de las mitocondrias. La actina se organiza en
redes densas que facilitan la fijacion de estos organulos cerca de regiones con
demanda energética o de sefializacion. Ademas, la actina es fundamental para
la fisibn mitocondrial. Durante este proceso la actina participa activamente en la
formacion de filamentos en la superficie mitocondrial, lo que ayuda a identificar
los sitios donde comenzara la fision [89]. La proteina Drpl es reclutada a los
puntos de constriccion en la membrana mitocondrial, donde interactlia con los

filamentos de actina para facilitar la separacién de las mitocondrias. De esta
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manera se asegura una correcta distribucion y funcion mitocondrial dentro de la

célula.

Tanto los MT como los filamentos de actina juegan un papel fundamental
en la dindmica, distribucion y transporte de las mitocondrias. Esto permite la
redistribucion de dichas estructuras en condiciones adversas, como el dafio
oxidativo, la carencia de nutrientes o la hipoxia. Asi, las células pueden mantener
su capacidad de producir energia y adaptarse a entornos dificiles, lo que

garantiza su supervivencia y funcionalidad.

MITOCONDRIA Y RETICULO ENDOPLASMATICO

El reticulo endoplasmatico (RE) participa en la regulacion de la dinamica
mitocondrial. Estos organulos estan conectados mediante estructuras llamadas
membranas asociadas a mitocondrias (MAMs) [90]. Dichas interacciones son
esenciales para diversas funciones como: la regulacién de la homeostasis del

calcio, la transferencia de lipidos y la modulacién de las funciones metabdlicas.

Mitocondria

Drp1

Miosina Il

Figura 9. Divisién mitocondrial asociada al reticulo endoplasmico (RE). A) Los tlbulos
del RE se enrollan alrededor de las mitocondrias para marcar los sitios de fisibn mitocondrial.
Esto provoca la polimerizacion de la actina desde INF2 en la membrana del RE. Junto con
la miosina Il se favorece el ensamblaje de anillos de Drpl para escindir la membrana externa
mitocondrial. B) Modelo 3D de los sitios de contacto entre el RE (verde) y las mitocondrias
(morado) obtenidos mediante microscopia electrénica y tomografia de células de levadura
congeladas a alta presion. Aumento del sitio de contacto (imagen derecha). El contacto se
define como las regiones donde la membrana del RE se encuentra a menos de 30 nm de la
membrana mitocondrial (rojo). Escala: 200 nm. Imagenes tomadas de Friedman et al. [79].

El RE delimita y constrifie areas de aproximadamente 300-500 nm de
diametro, en las que se formaran anillos de Drp1 para llevar a cabo la division de

las mitocondrias. Ademas, la actina interactia con la superficie del RE a través
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de la proteina formina INF2 [91], que se encuentra anclada a dicha estructura
(Figura 9). INF2 interacttia con las proteinas SpirelC (factor de nucleacion de
actina tipo Spire), miosina Il y sintaxina SYN17, lo que facilita el ensamblaje de

filamentos de actina en la superficie de las mitocondrias [92, 93].

La miosina IlA podria proporcionar la fuerza mecénica necesaria para la
constriccién inicial de las mitocondrias a través de cables de actina [94]. La
miosina IlA y la actina también participan en el reclutamiento y oligomerizacion
de Drpl a las mitocondrias, lo que desencadena la fision de su membrana
externa [95, 96].

En resumen, la interaccién entre el reticulo endoplasmico, el citoesqueleto
y las mitocondrias es esencial para la regulacion del transporte y dinamica

mitocondrial y, por ende, para la funcionalidad celular.

3.4 ENZIMA DEGRADADORA DE INSULINA (IDE)

La enzima degradadora de insulina (IDE), también conocida como
insulinasa, es una metaloendoproteasa dependiente de Zn?* que se expresa de
manera ubicua. Pertenece a la familia de las metaloproteasas de Zn?* M16,
denominadas inverzincinas, las cuales se caracterizan por poseer un motivo
invertido de unién a Zn?* “HxxEH” respecto a la secuencia clasica “HExxH” que

se encuentra en otras metaloproteasas [97, 98].

La enzima IDE esta presente en la mayoria de los tejidos y tipos celulares,
con una expresion tanto en las células sensibles como en las no sensibles a la
insulina [99]. Se ha identificado una alta conservacion del gen Ide en varios
organismos (Figura 10), desde eucariotas hasta bacterias, que indica que esta
secuencia se conserva desde el punto de vista evolutivo y permite prever la
existencia de funciones enzimaticas conservadas a lo largo de la evolucion [100-
103].
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Figura 10. Arbol filogenético de IDE. Obtenido a partir de un Alineamiento Mdltiple de
Secuencias (MSA) de IDE de 14 especies diferentes. Imagen tomada de Corraliza-Gémez
et al. [104].

3.4.1 Estructura y localizacion

IDE se sintetiza como un polipéptido Unico con 1019 aminoacidos,
codificado por un gen localizado en el cromosoma humano 10 gq23-35 vy, en el
cromosoma 19 de ratdn, respectivamente [102]. Esta proteina se ensambla
como un homodimero estable, aunque puede existir como un equilibrio de
monémeros, dimeros y tetrameros [105]. Cada monomero estd compuesto por
cuatro dominios a3 homologos, los dos primeros constituyen la region N-terminal
(IDE-N) y los dos ultimos la regién C-terminal (IDE-C). Ambas subunidades estan
unidas por un bucle bisagra de 28 aminoacidos, que conforman a su vez una

camara cerrada [106].

El sitio activo de IDE esta localizado dentro de la region IDE-N, a pesar de
gue IDE-C también es necesaria para el correcto reconocimiento del sustrato
[107]. Este consiste en una cadmara catalitica en la que dos aminoacidos de
histidina (H108 y H112) y un glutamato (E189) coordinan la unién del ion Zn?*
(Figura 11). Ademas, un segundo glutamato (E111) juega un papel esencial en
la catalisis, debido a que participa en la activacion de una molécula catalitica de
agua que media en la hidrélisis de péptidos [108, 109].
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Figura 11. Estructura de IDE. IDE esta compuesto por cuatro dominios dispuestos en dos
subunidades, IDE-N e IDE-C (izquierda). La unién de las subunidades genera una camara
catalitica donde se encuentra la region de unién al Zn?* (derecha).

El remplazo de alguno de los aminoé&cidos del sitio activo de IDE inhibe la
actividad catalitica de la enzima. La sustitucion de la histidina en la posicién 108,
aminoacido que coordina la unién de Zn?*, por una leucina o acido glutdmico
(H108L y H108Q) suprime la actividad catalitica de la enzima, pero no la
capacidad de unirse a la insulina [110]. Del mismo modo, la mutacion de
glutamato en la posicion 111, en la que se sustituye por acido glutamico, inhibe

la degradacion de péptidos [109].

Durante el ciclo catalitico, cada mondémero tiene la capacidad de adoptar
una conformacion abierta o cerrada. La transicion a la conformacion abierta es
necesaria para la entrada de sustratos y la salida de los productos proteoliticos,
mientras que la IDE en estado cerrado resulta en una cAmara catalitica activa de
~13,000 A3 [106].

Los sustratos deben encajar por completo en la camara catalitica para
producir la catalisis. Esto supone que solo los péptidos con menos de 80
aminoécidos tienen afinidad por esta enzima. Ademas, para facilitar la unién y la
posterior escisién en el sitio catalitico, IDE contiene una region conservada
dentro del dominio 2 que ancla el extremo N-terminal de los sustratos mas
grandes, denominada exosite [111-113]. Esta region actia como un sitio de

unién secundario para los sustratos, facilitando su reconocimiento y
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procesamiento por la enzima. En particular, el exosite de IDE puede interactuar
con sustratos mas grandes o con regiones especificas de las proteinas, como la

cadena B de la insulina, lo que mejora la eficiencia de la degradacién.

Aunque la localizacion subcelular de IDE es principalmente citosolica,
también se ha descrito su presencia en otros compartimentos subcelulares,
incluidos: endosomas [114], peroxisomas [115], mitocondrias [103], membrana
plasméatica [116], reticulo endoplasmico [117], exosomas [118] y espacio

extracelular [119].

La presencia de IDE en la membrana plasmatica y endosomas puede
justificarse por la existencia de una region de unién a diferentes moléculas,
denominada polyanion-binding site, que se encuentra ubicada en la pared de la
camara interna de la enzima [116]. Esta region, ademas de ser sitio de union de
ATP y activacion de la enzima, interacciona con los fosfatidilinositoles presentes
en la membrana. Mutaciones en esta region, IDEK89%8A K894, S01A  gfectan a la
capacidad de IDE para unirse a estos fosfolipidos presentes en la membrana
plasmatica [116]. Como resultado se produce una disminucion de la actividad de

la enzima debida a una menor union de ATP a esta region de interaccion [120].

La presencia ubicua de IDE sugiere un papel multifuncional de esta
proteina. A pesar de décadas de estudio, su presencia y funcién en las células

sensibles y no sensibles a la insulina se desconoce.

3.4.2 Isoformas de IDE

Farris et al. identificaron una nueva isoforma de IDE que se produce a
través del splicing alternativo del ARNm de Ide. En esta isoforma, el exdn 15a es
reemplazado por un nuevo exén 15b. De igual modo, puede existir como
heterodimero u homodimero con la isoforma IDE-15a, que se encuentra tanto en
el citoplasma como en la mitocondria. Ademas, su eficiencia catalitica frente a la

insulina es menor que la de la isoforma candnica 15a-IDE [121].

Leisring et al. describieron que el marco de lectura del ADNc de Ide

humano, de rata y de ratdn contiene dos sitios de inicio de la traduccion,
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dependiendo del aminoacido que codifican: Met!-IDE y Met*?-IDE (Figura 12).
La isoforma candnica y predominante es la isoforma citosélica (Met*?-IDE). Esta
presenta una secuencia Kozak, previa al codon de inicio en el aminoacido 42,
gue facilita la traduccién de la proteina en esta posiciéon. Por lo tanto, se espera
gue la isoforma Met!-IDE se traduzca de forma menos eficiente. Asimismo, la
isoforma extendida Met!-IDE posee una secuencia de 41 aminoacidos en el
extremo N-terminal de direccion mitocondrial [103]. Sin embargo, actualmente

no se conoce el papel que desempefia cada una de las isoformas.

M l Maz
human MRYRLAWLLHPALPSTFRSVLGARLFPFPEELCGFOKKTY SEMMNEPATL . ..
rat MRNGLVWLLHPALPSTLRS ILGARPFPPVERLCGFPEKQIYSTMNNERT . . .
maouse MENGLVWLLHPALPGTLRSILCARPPPAKELCGFPEQTY STMSNEAT ., ..

Figura 12. Secuencia N-terminal de IDE. Secuencias conservadas entre distintas especies
mamiferas (humano, rata y ratén). Dos posibles puntos de inicio de la traduccién: Met! y
Met*2, que dan lugar a las isoformas mitocondrial y citosélica, respectivamente. Marcadas
en negrita la Metionina (M) de inicio de traduccion Met® y Met*2. Subrayado en negro la
posicion de la mutacion H18R en el modelo de rata diabética Goto-Kakizaki, explicado en
detalle en la Seccion 1.3.5. La flecha indica el sitio de corte predicho de la isoforma Met?-
IDE. Imagen tomada de Leissring et al. [103].

3.4.3 Funciones de IDE

Historicamente, el papel de IDE se ha relacionado con su actividad como
proteasa, siendo la insulina su principal diana [122]. Esta enzima presenta una
alta afinidad por la insulina, con una Km de aproximadamente 0,1 uM [121]. Sin
embargo, también es capaz de degradar otros sustratos con menor afinidad,
como el glucagén y la somatostatina, los cuales, junto con la insulina, participan
en la regulaciéon del metabolismo [106]. Ademas, IDE degrada la grelina, lo que
regula apetito y el metabolismo energético. Entre otros sustratos degradados por
IDE se encuentran el péptido amiloide (AB), la amilina y la calcitonina [121, 123].
La transicion evolutiva de procariotas a eucariotas condujo a una ampliacion y
sofisticacion de las funciones de IDE, principalmente a través de la incorporaciéon
de las secuencias sefal, que resultaron fundamentales para su papel en la
regulacion de los procesos metabodlicos y fisiologicos en organismos

multicelulares [104].
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Asimismo, los factores de crecimiento similares a la insulina 1 y Il (IGF-I e
IGF-II) son sustratos de IDE que actian como inhibidores competitivos de la

misma sobre la degradacion de la insulina [124].

No obstante, la degradacion de multiples péptidos, ademas de la insulina,
indica que IDE desempefia multiples funciones en distintos procesos celulares.
Uno de los ejemplos mas caracteristicos refiere a la degradaciéon de proteinas
amiloides, que previene la formacion y acumulacion de agregados téxicos que
conducen al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer
[125].

Ademas de su papel en la degradacion de péptidos, se han descrito
diversas funciones no proteoliticas de IDE relacionadas con su interaccién con
otras proteinas como: a- sinucleina, proteina del retinoblastoma (RB), sirtuina-4
(SIRT4) o la glicoproteina E del virus de la varicela zoster (VVZ) [126, 127]. A su
vez, IDE regula el sistema ubiquitina-proteasoma [128], participa en la respuesta
UPR (respuesta a proteinas mal plegadas) [129], y se ha propuesto como
reguladora del shock térmico, ya que puede estar implicada en la regulacién de
la homeostasis celular y la progresion del cancer [130, 131]. Adicionalmente, se
ha demostrado que IDE interactia con mudultiples proteinas ribosomales
mitocondriales, asi como con proteinas implicadas en la sintesis y ensamblaje

de los complejos mitocondriales | y 1V [132].

Estas observaciones ponen de manifiesto que una funcion o regulacion
inadecuada de IDE podria contribuir a la etiologia de las enfermedades

metabalicas.
3.4.4 IDE en la progresion de Diabetes Mellitus Tipo 2

El papel de la enzima IDE en diferentes tejidos de pacientes diabéticos es
controvertido debido a las diferencias en los criterios de inclusion, tipos de

enfermedad y etapas de desarrollo de la enfermedad en los estudios.

Diversas investigaciones han relacionado alteraciones en la expresion y

actividad de IDE con el desarrollo de la DM2, como: 1) La identificacion de una
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conexién entre polimorfismos genéticos en el locus de Ide y un mayor riesgo de
desarrollar DM2 [7, 8]. Estos polimorfismos también se han relacionado con una
disminucién en el aclaramiento hepético de insulina [133]; 2) El aumento en la
actividad de IDE en los eritrocitos de pacientes DM2 que toman sulfonilureas,
aungue no se encontré lo mismo en pacientes con DM1 con buen control
glucémico [134]; 3) El aumento de la expresion y funcion de IDE en pacientes
tratados con metformina [135]; 4) Una mayor actividad de IDE en el plasmay los
eritrocitos de pacientes dependientes y no dependientes de insulina [136]; 5) La
asociacion entre los niveles reducidos de IDE y un menor aclaramiento de
insulina en pacientes DM2 [137]; 6) La vinculacion de menor actividad de IDE en
el higado con un menor aclaramiento de insulina y niveles elevados de insulina
plasmatica [138, 139]; 7) La disminucion en la expresion hepatica de IDE en
individuos con DM2 [140]; 8) El incremento en los niveles de IDE en suero en

pacientes con sindrome metabdlico [141].

En conjunto, estos hallazgos sugieren que IDE es una enzima
multifuncional con funciones especificas segun el tejido y que su actividad se ve
alterada en pacientes DM2. Esto subraya la importancia de comprender el papel
especifico de IDE.

3.4.5 Modelos preclinicos

Con el fin de dilucidar la funcién fisiologica de IDE y su vinculo con la
patogénesis de la DM2, se han desarrollado y caracterizado varios modelos de
roedores que han ayudado a comprender esta relacién. Ejemplo de ello es el
estudio de expresion génica en el modelo de rata diabética Goto-Kakizaki (GK),
gue ha podido relacionar el locus Ide con la susceptibilidad a debutar con DM2.
Fakhrai-Rad et al. identificaron dos mutaciones en IDE (H18R y A890V) que
actlan de manera sinérgica para reducir la capacidad de degradar insulina y
aumentar la glucemia. Sorprendentemente, la mutacién H18R se encuentra en

la secuencia mitocondrial de IDE [133].
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ABLACION TOTAL DE IDE

Farris et al. fueron los primeros en desarrollar un modelo murino con
delecidn genética total del gen Ide (IDE-KO; IDE knock-out), lo que les permitié
estudiar los efectos sistémicos de la deficiencia de IDE. Este modelo exhibi6 una
marcada intolerancia a la glucosa e hiperinsulinemia a los 6 meses [142, 143].
En un estudio posterior, Abdul-Hay y colaboradores corroboraron estos
hallazgos en su propio modelo de raton IDE-KO, en el cual a los 6 meses de
edad se observé una pronunciada hiperinsulinemia, intolerancia a la glucosa e
insulina, junto con hiperglucemia y un incremento en la masa corporal [144]. En
contraste, estos ratones IDE-KO de 2 meses de edad presentaron una mejora
significativa en varios parametros metabdlicos en comparacion con los controles.
Mostraron una mejor tolerancia a la glucosa e insulina, asi como menor masa
corporal y glucemia en ayunas, a pesar de tener niveles de hiperinsulinemia
similares a los observados en ratones de 6 meses. Estos resultados sugieren
gue la deficiencia de IDE puede generar un estado metabdlico beneficioso en
etapas tempranas de la vida, que se deteriora con la edad, exacerbando las

alteraciones metabodlicas caracteristicas de la DM2.

Finalmente, el mismo modelo animal fue analizado nuevamente por
Steneberg et al. La caracterizacion metabdlica de ratones de 2 meses de edad
revel6 una intolerancia a la glucosa sin resistencia a la insulina ni
hiperinsulinemia [145]. Steneberg et al. destacaron la importancia de IDE en la
regulacion de la secrecion de insulina, ya que los ratones con eliminacion total
de IDE mostraron una disminucion en la secrecion de insulina por las células 3

del pancreas.

En conjunto, estas contraposiciones sugieren que el estudio en ratones
con delecién global de IDE podria no ser el modelo mas efectivo para dilucidar

la funcion de IDE en la regulacién de la homeostasis de la insulina y la glucosa.

Dado que la IDE es una proteina ubicua, los modelos de delecion total o
los inhibidores farmacolégicos proporcionan solo una vision global de los efectos
metabolicos, lo que puede enmascarar las interacciones especificas de cada

tejido. Esto limita la capacidad de entender cémo actia IDE de manera
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diferenciada en la homeostasis de la glucosa. Por ello, la creacién de modelos
KO especificos para ciertos tipos celulares resulta clave para identificar de
manera mas precisa el impacto de la IDE en los tejidos responsables de la
regulacién de la insulina y la glucosa. En la uUltima década, nuestro grupo ha
desarrollado varios modelos de ratén con delecion del gen Ide en tejidos
especificos, lo que ha permitido evaluar como la falta de esta enzima afecta la
degradacion de la insulina y la homeostasis de la glucosa en diferentes contextos

fisiologicos.

Beta-IDE-KO

Los ratones con supresién especifica de Ide en las células B pancreaticas
(B-IDE-KO) presentan una disfuncion significativa en la secrecion de insulina,
caracterizada por una secrecidn constitutiva y elevados niveles de péptido C en
plasma, lo que sugiere una inmadurez funcional de las células 3. Ademas, se
observé un aumento en el transportador de glucosa GLUT1, lo que indica una
mayor captacion de glucosa a bajas concentraciones, posiblemente vinculado a
la secrecion andmala de insulina. Por otro lado, GLUTZ2, el principal transportador
en células B, mostré una reduccidon en su localizacion en la membrana
plasmatica. Este modelo subraya la importancia de la IDE en la regulacion de la
secrecion de insulina dependiente de glucosa [146].

Alpha-IDE-KO

El fenotipo de la delecion especifica de Ide en las células a del pancreas
(A-IDE-KO) se caracteriza por una proliferacion aumentada de las células a, lo
gue conduce a una hiperplasia significativa en los islotes pancreaticos. Esta
expansion celular desregulada sugiere que el IDE juega un papel importante en
la limitacion de la proliferacion de estas células. Ademas, provoca una disfuncion
en la secrecion de glucagén, lo que resulta en niveles anormalmente altos de
esta hormona. Esta liberacion descontrolada de glucagon altera el equilibrio
glucémico, contribuyendo potencialmente a un estado de hiperglucemia en los
ratones A-IDE-KO. Este fenotipo evidencia como IDE no solo es crucial para la
degradacion de la insulina, sino también para la regulacion de la funcion y

crecimiento de las células a, lo que tiene implicaciones importantes en el control
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del metabolismo de la glucosa y en la posible aparicién de desérdenes como la
diabetes [147].

Liver-IDE-KO

La ablacién hepética de Ide (L-IDE-KO) provoca elevados niveles de
glucosa en sangre, tanto en ayunas como posprandial, junto con intolerancia a
la glucosa y resistencia a la insulina. A pesar dicha resistencia, los niveles
plasmaticos de insulina en los ratones L-IDE-KO no mostraron diferencias
significativas en comparacion con los ratones control. Sorprendentemente, no

presenta alteraciones en el aclaramiento [148].

La sefializacidn de la insulina en el higado esta alterada en los ratones L-
IDE-KO. Se ha detectado una reduccion en los niveles del receptor de insulina
en la membrana plasmatica, junto con una disminucién en la activacion de las
proteinas implicadas en esta via. Esto sugiere que la eliminacién de IDE
compromete la capacidad del higado para responder adecuadamente a esta
hormona, lo que contribuye a la resistencia insulinica [148]. Ademas, se ha
observado un aumento de FoxO1 en los nucleos celulares, lo que se asocia con
una regulacion al alza de los genes gluconeogénicos Pckl y G6pc. Esto conlleva
un incremento de la produccion de glucosa en el higado y contribuye a la

hiperglucemia.

En resumen, la eliminacion especifica de IDE en el higado provoca
disfunciones en la regulacion de la glucosa y resistencia a la insulina, sin afectar
a su degradacion. Esto sugiere que la IDE hepética no es un factor principal en
la degradacion de la insulina en el organismo, lo que tiene implicaciones
importantes para el desarrollo de estrategias terapéuticas dirigidas a la IDE en el

tratamiento de la DM2.

Profundizando en el estudio de este modelo, se expuso a los ratones L-
IDE-KO a una dieta rica en grasas (HFD; High Fat Diet: 35% de carbohidratos y
45% de grasas) [149]. Los ratones L-IDE-KO alimentados con HFD muestran
una mayor resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa [148]. La dieta HFD

desencadena niveles elevados de insulina plasmatica en ayunas y en
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posprandial en L-IDE-KO en relacién con el control. Ademas, se ha observado
gue el aclaramiento hepatico de insulina permanece inalterado, lo que sugiere
gue el incremento en los niveles plasméticos de esta hormona se debe mas a un
aumento compensatorio de la funcion de las células B que a alteraciones en su
degradacion hepatica. Estos resultados indican que la funcién de IDE en el
higado es crucial para mantener la homeostasis de la glucosay la sensibilidad a
la insulina, especialmente en un contexto de obesidad inducida por una dieta alta

en grasas.

SOBREEXPRESION DE IDE

En el estudio sobre el aumento de funcién de IDE en el higado de ratones,
se investigo el impacto de IDE en el contexto de la obesidad inducida por la dieta.
[149]. Los hallazgos principales indican que los ratones con mayor funcion
hepatica de IDE muestran mejor tolerancia a la glucosa y mayor sensibilidad a la
insulina tras una dieta alta en grasas, sin cambios significativos en los niveles de
glucosa, peso corporal o ingesta de alimentos. Se ha observado una reduccion
significativa en los niveles plasmaticos de insulina y péptido C, lo que indica una
respuesta mas eficiente a la hormona. Ademas, se ha observado una
disminucién en los niveles de GLUT2 y un aumento en GLUT1, lo que sugiere
gue esta alteracion podria mejorar la captacion y el metabolismo de la glucosa
en el higado. También se ha encontrado una mayor asociacién entre IDE y el
receptor de insulina mediante un estudio de inmunoprecipitacion, lo que indica
gue IDE podria regular el trafico intracelular del receptor y afectar la sefalizacion

de la insulina.

Los resultados muestran que mejorar la funcién de IDE en el higado puede
ser beneficioso para la homeostasis de la glucosa y la insulina, y posiciona a IDE

como un posible objetivo terapéutico para la diabetes tipo 2 y la obesidad.

En conclusién, estos modelos de ratén han demostrado ser Utiles para
comprender mejor las funciones especificas de IDE en diferentes tejidos y ponen
de manifiesto la importancia de IDE en la patogénesis de la diabetes y su posible

potencial terapéutico.
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3.4.6 IDE como diana farmacoldgica

INHIBIDORES DE IDE

A lo largo de los afos, IDE ha sido considerada como una diana
terapéutica en el desarrollo de nuevas terapias dirigidas a reducir la degradacién
de la insulina. Desde el descubrimiento de la IDE en 1949 por I. Arthur Mirsky
[150], se ha propuesto que la inhibicion farmacolégica de IDE podria ser una
terapia antidiabética viable al bloquear la degradacion de insulina y potenciar su
sefalizacion. Hasta 2010 no existian inhibidores farmacoldgicos selectivos de
esta enzima [151]. Los primeros intentos de confirmar el papel de IDE en la
degradacion de la insulina utilizaron inhibidores como bacitracina, N-
etilmaleimida y 1,10-fenantrolina [151-153]. Sin embargo, estos inhibidores eran
no especificos y de baja potencia, lo que dificultaba la interpretacion de los
resultados ya que los efectos observados podrian deberse a la inhibicion de otras

enzimas.

Frente a la necesidad de desarrollar inhibidores selectivos para IDE, se
tuvo en cuenta la estructura terciaria de esta enzima. Desde entonces, se han
desarrollado numerosos inhibidores de IDE con mejor potencia y selectividad,
como lil, BDM41367, BDM44768 y 6bK, [151-153] aunque los resultados en
modelos preclinicos han sido variados mostrando efectos conflictivos sobre la
tolerancia a la glucosa y la accion de la insulina. Uno de los mas prometedores
es 6bk, un péptido ciclico que se une al exosite bloqueando la unién de sustratos
al sitio activo. Los estudios demostraron que 6bK mejora la tolerancia a la
glucosa oral y disminuye los niveles de glucosa en sangre en ratones obesos
inducidos por una dieta alta en grasas. Sin embargo, causé intolerancia a la

glucosa cuando se inyect6 glucosa por via intraperitoneal.

Por otro lado, se caracterizaron dos nuevos inhibidores de la IDE, NTE-1
y NTE-2 [154], que se unen al sitio de anclaje del sustrato en la regién IDE-N.
Similar a 6bK, mejor¢ la tolerancia a la glucosa oral en ratones obesos inducidos

por dieta, pero no hubo efectos en la tolerancia a la insulina.
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Estos estudios destacan la controversia y la necesidad de desarrollar
inhibidores de IDE que sean especificos, con el fin de lograr resultados

terapéuticos efectivos en DM2.

Sin embargo, estudios recientes ponen en duda la eficacia de estas
terapias de inhibicién, ya que sugieren que la desregulacion de IDE esta
implicada en el desarrollo y progresién de DM2. Aunque los inhibidores de IDE
se diseflaron para aumentar la disponibilidad de insulina al bloquear su
degradacion, los estudios han revelado resultados controvertidos y una
variabilidad en los niveles y la funcién de esta proteina en los ensayos clinicos
con pacientes que debutan DM2. Por lo tanto, se plantea la posibilidad de que el
desarrollo de activadores de IDE, en contraposiciéon a los inhibidores, puede ser

una estrategia farmacolégica mas eficaz para el tratamiento de la DM2.

ACTIVADORES DE IDE

Recientes investigaciones han revelado avances significativos en la
activacion de IDE. Un estudio destacado identific6 dos compuestos,
denominados lal e la2, que aumentan notablemente la actividad proteolitica de
IDE [155]. Ademas, Kraupner et al. han informado sobre un nuevo activador del
sitio de union ATP llamado BDM35899 [156, 157]. En otro ambito, ciertos
polifenoles como el resveratrol han demostrado afectar la degradacion de A sin
tener efecto sobre la insulina. Esto sugiere la posibilidad de activar IDE de
manera especifica para diferentes sustratos [158]. La carnosina, identificada
también como un activador especifico de IDE para sustratos como la insulina y
el AB, presenta limitaciones debido a su baja biodisponibilidad ya que se degrada
rapidamente en el torrente sanguineo [159]. Otros activadores como la suramina,
han mostrado ser incapaces de cruzar la membrana celular y, debido a su
toxicidad, no son adecuados para investigaciones in vivo [160]. Adicionalmente,
se identificaron compuestos poliaromaticos que mostraron una activacion
selectiva de la degradacion de insulina por IDE [161], asi como activadores
basados en indoles que demostraron ser efectivos tanto en la hidrolisis de AR

como en la degradacion de insulina por esta enzima [162].
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A pesar de dichos descubrimientos, ninguno de estos compuestos ha sido
empleado en investigaciones in vivo adicionales. En su lugar, se estan evaluando
nuevas moléculas mas efectivas con el fin de establecer una relacion estructura-

actividad mas soélida.

Un prometedor activador es el factor de preimplantacion (PIF). Se trata de
un péptido de quince aminoacidos expresado tanto por el embrion de mamifero
como por su placenta. Esta presente en la circulacibn materna durante todo el
embarazo ya que es necesario en el desarrollo embrionario. Desde el punto de
vista clinico, dado que PIF tiene propiedades inmunomoduladoras, cabe prever
su posible aplicacion clinica en el tratamiento de enfermedades humanas.
Asimismo, se ha demostrado que PIF tiene un papel protector contra la DM1 y
las enfermedades cardiovasculares en modelos preclinicos [163, 164].
Recientemente, Sanz et al. demostraron que PIF actla sobre la activacion
proteolitica de IDE en las células B pancreaticas, o que se traduce en un
aumento en la capacidad de secrecién de insulina en ratones expuestos a HFD
[165]. Esto implica una mejora en la tolerancia a la glucosay, por tanto, se puede

considerar un secretagogo prometedor para el tratamiento de DM2.
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4.1 HIPOTESIS

HIPOTESIS GENERAL

La proteina IDE regula el metabolismo hepético de manera independiente

de su actividad catalitica.

HIPOTESIS ESPECIFICAS

1. La actividad proteolitica de IDE sobre la insulina no es necesaria
para la correcta sefializacion intracelular de la insulina en el higado.

2. Laregulacion de la funcién mitocondrial en hepatocitos esta mediada
por la isoforma mitocondrial de IDE de manera independiente de su
actividad catalitica.

3. Las isoformas mitocondrial y citoplasmética de la enzima IDE
desempefian un papel regulador en la dinAmica mitocondrial en

hepatocitos.

4.2 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Investigar el papel especifico de la enzima degradadora de insulina (IDE)
en el metabolismo hepdtico y su influencia en la sefializacion intracelular

en hepatocitos, independientemente de su actividad proteolitica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Generar y caracterizar una linea celular HepG2 con deplecion de IDE
mediante la técnica de edicion genética dirigida CRISPR/Cas9.

2. Evaluar la actividad no proteolitica de IDE en la sefializacion de la insulina
en células HepG2.

3. Estudiar el impacto de IDE en la funcién y estructura mitocondrial en
hepatocitos in vitro y ex vivo.

4. Evaluar la actividad no proteolitica de IDE en la respiraciéon mitocondrial

en hepatocitos.
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5.1 ANIMALES EXPERIMENTALES

5.1.1 Instalaciones animales

Los ratones se alojaron en jaulas ventiladas con un horario de 14 horas
de luz y 10 horas de oscuridad en el animalario de la Universidad de Valladolid
(UVa, Espafa). Se les proporciond agua y comida ad libitum, con una dieta
estandar (Ssniff Spezialdiaten GmbH # V1534-703, 19% de proteina, 3.3% de
grasa).

Los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité Etico
de Investigacién Animal de la Universidad de Valladolid y por las autoridades de
la Junta de Castilla y Ledn (JCyL) (Protocolo #5003931) de acuerdo con las
Directrices Europeas para el Cuidado y Uso de Mamiferos en Investigacion
(Comision Directiva Europea 86/609/CEE y Real Decreto Espafiol 1201/2005)

5.1.2 Modelos animales

RATON IDE-KO TOTAL

El ratén IDE-KO fue proporcionado por el Dr. Malcom Leissring de la
Universidad de California (Irvine, EE.UU.) Estos son ratones C57BL/6J con
eliminacién de Ide en todo el organismo. Tienen sitios LoxP que flanquean el
exon 3 del gen Ide [144]. La recombinacion Cre-LoxP resulta en la delecion del
exén 3 del gen, lo que causa un desplazamiento del marco de lectura con dos
codones de parada en el exén 4 y, por tanto, una terminacion temprana de la

traduccion.

RATON L-IDE-KO

Para generar ratones con eliminacion de IDE especificos de higado, se
utilizo el sistema de recombinacion Cre-LoxP. Para ello, se cruzaron ratones Alb-
Cre (The Jackson Laboratory, USA), que expresan la recombinasa Cre bajo el
control del promotor de la albumina presente en los hepatocitos [166], con
ratones Ideflo¥fiox - Asj, se obtuvo nuestra camada experimental Ideflo</flox; Alb-
Cre/+, denominada L-IDE-KO.
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5.1.3 Genotipado de ratones

Para el genotipado de las colonias de ratones L-IDE-KO, se realiza una
PCR con ADN gendmico extraido de la cola del ratén. Un pequefio fragmento de
cola de aproximadamente 3 mm se incuba en 50 ul de Quick Extract (Epicentre,
EE.UU.) a 65 °C durante 8 minutos, seguido de agitacion y 2 minutos de
incubacion a 98 °C. La preparacion de la reaccion PCR se indica en la Tabla 1.

Tabla 1. Reactivos para la mezcla de una reaccién de PCR.

Reactivo Volumen (uL)
Muestra DNA 1

Buffer de reaccion 5x (Bioline, UK) 8

Primer Forward 100 uM (Metabion, Germany) 0.2

Primer Reverse 100 uM (Metabion, Germany) 0.2
My Tag DNA Polimerasa (Bioline, UK) 0.25
H:0 libre de nucleasas 30.35

Volumen final 40

Mediante PCR se analizan los genes ldeflox/flox y Alb-Cre. Las

secuencias de los primers se muestran detallados en la Tabla 2.

Tabla 2. Secuencias de los primers utilizados para el genotipado de ratones L-IDE-KO.

Gen Secuencia Pares de bases
5 - AACTGCCACCTGTCCAATCC - 3 WT: 418
IDEFlox/Flox HT: 418 y 650
5- CTCAGGGATACAATGCGTGC - 3° Homo: 650

5°- TGCAAACATCACATGCACAC - 3’

Positivo: 351 y 390

AlbCre 5- TTGGCCCCTTACCATAACTG - 37 .
Negativo: 351

5°- GAAGCAGAAGCTTAGGAAGATGG - 37

Los productos de la PCR se mezclan con tampoén de carga para ADN
(Bioline, Reino Unido), se cargan en un gel de agarosa al 2% y se realiza la
electroforesis en tampén TBE (89 mM Tris-HCI, pH 7,6, 89 mM &cido borico y 2
mM EDTA). El gel se tifie con RedSafe (Invitrogen, EE.UU.) y las bandas se
visualizan con un transiluminador de luz ultravioleta mostrando diferentes

patrones segun el genotipo (Figura 13).
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WT HT KO

Floxed Ide ——— —

Alb-Cre

Figura 13. Imagen representativa del genotipo de los ratones L-IDE-KO. WT (wild type):
Ide*’*; Alb-Cre/-. HT (heterocigoto): Idef¥*; Alb-Cre/+. KO (L-IDE-KO): Idefox/lox: Alb-Cre/+.

5.1.4 Aislamiento de hepatocitos

El aislamiento de hepatocitos primarios se realiza en ratones WT, IDE-KO
total y L-IDE-KO de 3 meses sin ayuno. El aislamiento es un proceso mediante
el cual se digiere el higado con colagenasa y se separan los hepatocitos del resto

del contenido tisular.

Tras anestesiar al raton con isoflurano (IsoVet®, B. Braun VetCare,
Alemania), se abre la pared abdominal y se corta el diafragma, se canula la vena
cava superior a través de la auricula derecha y se anuda la vena cava antes y

después de su paso por el higado (Figura 14).

Catéter

Auricula derecha — — ~ Vena cava superior

~-Ligadura

Vena porta—

Vena cava inferior

Figura 14. Cirugia para la extraccion de hepatocitos primarios.

A continuacion, se utiliza una bomba pulsante a 200 ul/s para perfundir el

higado con 25 ml de una solucion de perfusion atemperada a 37 °C para eliminar
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la sangre del higado. La solucion contiene HBSS (Solucion Salina Equilibrada de
Hank) sin calcio ni magnesio (Gibco #14175-053), 10 mM HEPES pH 7.4 (Gibco
#15630-056), 0.2 mM EGTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y 3 mg/50ml
de heparina (Sigma-Aldrich, H3393-100KU). Seguidamente, para digerir el
higado, se perfunde a 150 pl/s una solucién de colagenasa a 37 °C. Esta solucion
contiene colagenasa 20 mg/50ml (Sigma-Aldrich Aldrich, C5138), 10 mM HEPES
pH 7.4 y medio Willians E (Gibco #22551-022).

Una vez producida la digestion, los hepatocitos se disgregan por
disociacion mecénica del tejido y se someten a una filtracién con medio de cultivo
(DMEM:F12 (Gibco #31330-095), 10% FBS (v/v) (Gibco, #A5670701) 100 U/ml
penicilina y 100 pg/ml estreptomicina (Invitrogen Ltd, Europe). Tras una
centrifugacion a 50 x g durante 5 minutos, el pellet se resuspende en su medio
de cultivo y se vierte sobre una solucién isotonica de Percoll (GE Healthcare, 17-
0891-01), que contiene HBSS y 150 mM NacCl, y se centrifuga a 200 x g durante
10 minutos a temperatura ambiente. Se descarta el sobrenadante y los
hepatocitos son lavados con medio de cultivo y centrifugados de nuevo. De esta

manera, se obtienen hepatocitos purificados mediante separacion por densidad.

5.2 CULTIVOS CELULARES

5.2.1 Linea celular HepG2

La linea celular de hepatocitos humanos HepG2, derivada de un
hepatocarcinoma bien diferenciado, fue obtenida de American Type Culture
Collection (ATCC, USA). Las células fueron mantenidas en medio MEM (Gibco,
#11095080) 10% FBS (v/v), 2 mM L-glutamina, 5,5 mM glucosa y 100 U/ml
penicilina y 100 ug/ml estreptomicina. Las células fueron cultivadas a 37 °C con

5 % CO:2 en una atmosfera hUmeda.
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5.2.2 Linea celular AML12

La linea celular de hepatocitos AML12, derivados de higado normal de
raton, fue obtenida de ATCC. Las células fueron mantenidas en medio
DMEM:F12 con 10% FBS (v/v), 2.5 mM L-glutamina, 16 mM glucosa, 10 ug/ml
insulina, 5.5 pg/ml transferrina, 5 ng/ml selenio, 40 ng/ml dexametasona, 100
U/ml penicilina y 100 ug/ml estreptomicina. Las células fueron cultivadas a 37 °C

con 5 % CO:2 en una atmosfera humeda.

5.2.3 Hepatocitos primarios

Tras la extraccion de hepatocitos segun el protocolo explicado en el
apartado 1.1.4, se siembran 350.000 células/ml en placas de 6 pocillos
previamente tratadas con colageno (Sigma Aldrich, C3867-1VL) para mejorar su
adhesion. Las células se mantienen a 37 °C con 5 % CO2 en una atmosfera

humeda.

5.3 GENERACION DE HEPG2-IDE-KO

Para la eliminacién de la enzima IDE en la linea celular HepG2 se empleé
la técnica de edicion genética CRISPR/Cas9, contando con la colaboracion del

Dr. Miguel Angel de la Fuente, experto en edicion génica del IBGM de Valladolid.

El sistema de edicion CRISPR (repeticiones palindromicas cortas
agrupadas y regularmente interespaciadas) junto con la proteina Cas9, fue
desarrollado como un mecanismo de defensa bacteriano frente a infecciones por
fagos y transferencia de plasmidos natural [167]. Este mecanismo ha sido
adaptado para modificar secuencias gendmicas especificas. El sistema CRISPR
se basa en una secuencia corta no codificante de ARN guia (gRNA) de 20
nucledtidos que hibrida con la secuencia objetivo y recluta a la endonucleasa
Cas9 (Figura 15).
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Cas9

gDNA %

sgRNA

Figura 15. Sistema CRISPR/Cas9. El gRNA hibrida con el fragmento de interés en el ADN
gendmico y, Cas9 que reconoce los gRNA, corta el ADN.

Para que Cas9 produzca un corte es necesario que en el ADN diana
exista una secuencia PAM (motivo adyacente al protospacer), compuesta por
tres nucledtidos (NGG, donde N es cualquier nucleétido y G es guanina)
inmediatamente después del extremo 3' de la secuencia objetivo. La nucleasa
Cas9 realiza cortes en la doble cadena de ADN. Dichos cortes pueden repararse
de manera natural mediante unidon de extremos no homodlogos (NHEJ) o
reparacion dirigida por homologia (HDR). La NHEJ puede causar errores como
inserciones o deleciones, mientras que la HDR permite la insercion precisa de
secuencias [168, 169]. El sistema CRISPR/Cas9 se utiliza para eliminar genes

(knock-out o KO), insertar secuencias (knock-in o Kl) o realizar sustituciones.

La estrategia para generar el knockout en HepG2 consistié en disefar
unas guias de RNA, es decir, secuencias cortas de ARN que hibridan de manera
complementaria con las secuencias que flanquean el exén 4 del ADN genémico
de Ide. Estas guias son reconocidas por la caspasa Cas9, quien realiza un corte
en ambas cadenas del ADN. Esto genera un codon de parada prematuro que
permite eficazmente la sintesis de esta proteina. Para garantizar dicha
interrupcién y facilitar la seleccién de los clones con el gen delecionado, se
insertd un casete de blasticidina en lugar del exén 4 eliminado. Este proceso se
realiz6 mediante recombinacion homoéloga al introducir en las células un
plasmido donante AVV-MCS que porta el gen de resistencia a la blasticidina

flanqueado por brazos homadlogos del gen Ide.
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5.3.1 Disefio de RNA guias

El programa CRISPOR (Concordet and Haeussler, 2018) se utiliza para
para disefar las dos guias de ARN, adyacentes a una secuencia PAM en 3’,
localizadas al inicio y al final del exdn 4 (Tabla 3). Estas guias contienen la
secuencia de interés y la secuencia promotora T7 para la amplificacién por PCR
y la region constante de crRNA/tracRNA necesaria para la edicion con
CRISPR/Cas9.

RNA guia Secuencia
RNA 1 F: 5- TAATACGACTCACTATAG GCTGTAGGTATCTTAAAGTT - 3°
g R: 5- TTCTAGCTCTAAAAC AAC TTT AAG ATACCT ACAGC -3
GRNA 2 F: 5- TAATACGACTCACTATAG CCA TGA ACT GTATAT GCC AT - 3"

R: 5°- TTCTAGCTCTAAAAC ATG GCA TAT ACAGTT CAT GG - 37

Tabla 3. Secuencias de los gRNA. Primers utilizados para generar los gRNA con el kit
GeneArt. En azul se resaltan los pares de bases que coinciden con la secuencia de ADN.
Los primers forward (F) contienen sin resaltar la secuencia promotora T7, mientras que los
primers reverse (R) contienen sin resaltar la secuencia 5’ del final de la secuencia constante
del crRNA/tracrRNA necesaria para el reconocimiento de la maquinaria CRISPR/Cas9.

5.3.2 Disefio del plasmido donante

Para la reparacién de los cortes de la nucleasa Cas9, se disefia un
plasmido con un casete de resistencia al antibiético blasticidina. La secuencia
del gen de resistencia estaba flanqueada por dos brazos de homologia: brazo 1,
homologo al extremo 5’ de la secuencia de ADN reconocida por la primera guia
(intrén 3), y brazo 2, homadlogo al extremo 3’ de la secuencia de ADN reconocida
por la segunda guia (intrén 4). En primer lugar, se realiza una PCR convencional
para amplificar los brazos de homologia (Tabla 4). Una vez amplificados se
digieren con las enzimas de restriccion Notl, Sall y EcoRI para ser ligados

flanqueando el gen de resistencia a la blasticidina en el plasmido donante.
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Tabla 4 Secuencias de los primers utilizados para generar el plasmido donante.
Primers utilizados para la amplificacion los brazos de homologia que flanquean el gen de
resistencia a la blasticina en el plasmido donante AVV-MCS.

Primers Secuencia

B 1 F- 5'- ATAGCGGCCGCATTATCAAGGCAAGGTTATGGG - 37
razo R: 5'- AATGTCGACGATACCTACAGCTAATAAATTAAC - 3°

Braro 2 F- 5'- TAAGAATTCGGCATATACAGTTCATGGCATA - 3°
razo R: 5- ATAGCGGCCGCTCACATTCCATTCTTGACATACC- 3°

Para llevar a cabo la edicidn es necesario transfectar las células HepG2
con las dos secuencias gRNA, el ADN donante y la proteina Cas9. La
transfeccion se realiza mediante electroporacion utilizando el Neon Transfection
System (ThermoFisher Scientific, Waltha MA, EEUU)

De esta manera, tras el doble corte producido por la Cas9 en los dos
lugares reconocidos por los gRNA, se produce la recombinacién con el pldsmido
donante y se inserta el gen de resistencia en las células editadas (Figura 16).

A ([ o S o< ] —
B. — l -IntronS Intron4- I o

Blasticidina

Intron 3 Intron 4

AVV-MCS

C. — l -IntronS Blasticidina Intron4- I —_

Figura 16. Generacion de la linea HepG2-IDE-KO. A) Secuencia gendmica original. B)
Eliminacion del exén 4 tras la hibridacién de las gRNA y actuacion de Cas9. Rrecombinacion
homadloga con el plasmido donante a través de las regiones de homologia. C) ADN genémico
de Ide en el que se ha sustituido el exén 4 por el gen de resistencia a blasticina, lo que
genera una proteina truncada.
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5.3.3 Seleccion de clones editados

Tras la transfeccion, las células se siembran en placas de 6 pocillos para
gue se estabilicen. Tras 24 horas de recuperacion se levantan las células con
tripsinay se vuelven a sembrar para formar clones individuales, es decir, colonias
derivadas de una sola célula que son genéticamente idénticas. Para ello, se
realiza una dilucién limite en placas de 96 pocillos, en los que la siembra se
realiza a densidad celular baja (entre 2 y 0.1 células/pocillo) para asegurar el
crecimiento a partir de una Unica célula. Las placas se incuban a 37 °C, durante
48 horas y, posteriormente se afiade 3 pg/ml de blasticina al medio de cultivo
(Gibco, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EEUU).

Esta concentracion de antibiético es letal para las células HepG2 que no
han incorporado el casete de resistencia del ADN donante. Por lo tanto, solo
resisten a la blasticidina aquellas células que han sido modificadas

genéticamente.

5.4 AML12-SHRNA-IDE

Para generar una linea estable de hepatocitos AML12 con
silenciamiento de IDE se utilizé un vector shRNA lentiviral. El vector utilizado fue
el MISSION® Lentiviral Transduction Particles (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA, SHCO003) que codifica la secuencia de raton shRNA-IDE 5'-
GCTTGCTATTAGAGAGACAAA - 3' en la regién 3'UTR para la linea silenciada

y, en paralelo un vector vacio generando la linea control.

Los lentivirus integran su material genético en el genoma del huésped
utilizando la maquinaria celular de este, produciendo una integracién genémica
estable del trasgen. El vector utilizado pLKO.1-puro-CMV-TurboGFP™ (Figura
17) es un vector lentiviral de expresion basado en retrovirus. Contiene el gen de
resistencia a la puromicina, que permite la seleccion de células diana que
expresan de forma estable el shRNA y un gen que codifica GFP, impulsado por

el promotor CMV, que funciona como marcador fluorescente.
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Figura 17. Mapa del vector de expresion pLKO.1l-puro™. Lentivector basado en
retrovirus. Contiene el gen de resistencia a la puromicina, que permite la seleccion
farmacoldgica de las células objetivo que expresan de manera estable el ShRNA, y un gen
de GFP, que funciona como marcador fluorescente.

La linea celular AML12 se siembra a una concentracion de 150.000
células/ml en placas de 6 pocillos. Tras 24 horas, obteniendo una confluencia del
80%, se afiaden las particulas lentivirales con una multiplicidad de infeccién de
10 MOI junto con 8 pg/mL bromuro de hexadimetrina (Polibreno) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EE.UU.). Trascurridas 72 horas, se observa la eficacia de la
transduccion mediante fluorescencia y se retira el medio de infeccion para
incubar las células con medio de cultivo DMEM:F12 que contiene 2 ug/mL de
puromicina para comenzar la seleccion de las células del cultivo que han sido
infectadas. La eficiencia de silenciamiento de IDE se comprueba mediante
Western Blot.

De esta manera se obtienen dos nuevas lineas celulares; las células
silenciadas AML12-shRNA-IDE vy, las células control AML12-shRNA-control, las

cuales se generan mediante la transduccién con el vector pLKO.1 sin inserto.
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5.5 ENSAYOS CELULARES

5.5.1 Transfeccion celular

FOSFATO CALCICO

La linea celular de hepatocitos HepG2 se transfecta mediante este
método basado en la formacién de un precipitado entre el cloruro de calcio y el
ADN en una solucién salina de fosfatos, lo que facilita la entrada del ADN en las
células. Como tanto la membrana celular como las moléculas de ADN estan
cargadas negativamente, los iones del calcio neutralizan las cargas de las

moléculas para disipar las fuerzas de repulsion y asi, permitir su entrada [170].

Para lograr una confluencia del 80% el dia de la transfeccion, se
siembran 150.000 células/ml en placas de 6 pocillos. Dos horas antes del inicio
de la transfeccion, se realiza un cambio de medio y se prepara una mezcla de 1
Mg de ADN plasmidico con 0.25 M CaClz y una solucién HEBS (HEPES 50 mM,
NaCl 140 mM y NazHPO4 1.5 mM) gota a gota. La mezcla se incuba durante 10
minutos. Transcurrido ese tiempo, el contenido se mezcla y se agrega a las
células gota a gota para distribuirlo uniformemente. Las células se incubaron a
37°C y 5% de CO:2 durante 24-48 horas.

LIPOFECCION

La transfeccion con lipidos catidénicos se basa en la formacion de
complejos entre los lipidos y el ADN [171] y, transfecta tanto la linea celular de
hepatocitos AML12 como los hepatocitos primarios. Estos complejos facilitan la

entrada de ADN gracias a su afinidad por la membrana plasmatica.

Entre los lipidos cationicos, la lipofectamina (Thermo Fisher Scientific,
2024), que tiene la capacidad de formar vesiculas en el citoplasma celular y
transportar la carga genética de manera segura, es el método mas comun de

lipofeccion.

No todos los tipos celulares tienen la misma capacidad ni eficacia de
transfeccion con los mismos métodos. Por ello, se han desarrollado distintas

herramientas y reactivos que mejoran la transfeccion en cada tipo celular. En el
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caso de los hepatocitos primarios la linea celular AML12, se realiza la
transfeccion con Lipofectamina 3000 (Thermo Fisher Scientific, #.3000001). Se
siembran 120.000 y 150.000 células/ml, respectivamente, en placas de 24
pocillos para lograr una confluencia del 80% el dia de la transfeccién. Una vez
hecho el cambio de medio, se diluye 1 ug de ADN plasmidico en 25 pl de Opti-
MEM (Gibco, #31985070), se combina el ADN diluido con una solucion de 33%
Lipofectamina 3000 y 25% de reactivo P3000 (v/v) diluido en Opti-MEM. Tras
una incubacion de 15 minutos a temperatura ambiente, la mezcla se agrega a
las células gota a gota para distribuirlo uniformemente y se incuba a 37°C y 5%
de CO2 durante 16 horas. Transcurrido ese tiempo, se realiza un cambio de

medio y se incuban 24-48 horas.

ELECTROPORACION

La electroporacion se basa en producir un pulso eléctrico a un voltaje
determinado que perturba la membrana plasmaética de las células y da lugar a la
formacion de poros temporales [172]. Este método se utilizé para transfectar la
linea celular HepG2, con el fin de generar el clon en el que se deleciona IDE del

genoma mediante CRISPR/Cas9.

Esto se realiz6 mediante el sistema de transfeccion Neon™
Transfection System (ThermoFisher Scientific, Waltha MA, EEUU, #MPK5000S)
el cual utiliza puntas de pipeta que contienen electrodos chapados en oro como
camara de electroporacion. En general, el uso de un sistema de microporacién
presenta importantes ventajas, como la eficacia de transfeccion y la viabilidad
celular, en comparacion con las camaras de electroporacién convencionales

basadas en cubetas [173].

Siguiendo las instrucciones de la casa comercial, después de
centrifugar 108 células, 5 minutos a 400 x g, se resuspenden en 60 ul de buffer
de resuspension R (Invitrogen, #MPK10096). A continuacion, se genera el
complejo ribonucleoproteico en el que se afiaden a 50 ul solucion de Buffer R, 2
Hug de cada gRNA generada (Apartado 1.3.1) y 5 ug de la proteina purificada
Cas9 v2 TrueCut (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EEUU).
Tras una incubacién de 15 minutos a temperatura ambiente, se afiade el

complejo a la resuspension celular, junto con 1 ug del plasmido ADN donante.
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Con ayuda de la pipeta Neon™ se sumerge la mezcla en el tubo Neon™,
conectado al sistema, que contiene buffer electrolitico E2 (Invitrogen,
#MPK10096).

Tras un pulso eléctrico de 50 ms a 1200 V, se siembran las células
electroporadas en medio de cultivo MEM suplementado a 150.000 células/ml y,

se dejan recuperar por 24 horas a 37 °C, con 5 % CO2 en una atmosfera himeda.

5.5.2 Estimulaciéon con insulina

Las células HepG2 se siembran a una densidad de 150.000 células/ml
en placas de 6 0 24 pocillos. Al dia siguiente, las células se incuban en medio
libre de suero durante 18 horas antes del experimento. Transcurrido el tiempo,
se tratan con 100 nM de insulina humana (Sigma-Aldrich, 19278, USA) en medio

libre de suero a 0, 5, 15 y 30 minutos.

5.5.3 Estimulaciéon con glucagon

Las células HepG2 Y AML12 se siembran a una densidad de 150.000
células/ml en placas de 6 o 24 pocillos. Al dia siguiente, las células se incuban
en medio libre de suero durante 18 horas antes del experimento. Transcurrido el
tiempo, se tratan con 50 ng/ml de glucagon (Sigma-Aldrich, G2044, USA) en
medio libre de sueroa Oy 1 hora.

5.6 BIOLOGIA MOLECULAR

5.6.1 Vectores plasmidicos

Los vectores plasmidicos son moléculas de ADN circulares de doble hebra que
tienen la capacidad de replicarse de manera autbnoma dentro de las bacterias.
Estos se utilizan para introducir genes diana, tanto de manera estable como

transitoria, en células de mamifero mediante métodos de transfeccion.
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Los vectores de expresion, ademas de su funcién de replicacién y
amplificacion, suelen contener elementos genéticos necesarios para la

transcripcion y la traduccion. Entre ellos, se pueden encontrar:

= Promotores: los promotores de citomegalovirus (CMV) y del factor de
traduccion 1a (EF1a) promueven la expresion de proteinas

recombinantes en células de mamifero.

» Secuencia de terminacion: las secuencias de la hormona de crecimiento
bovina (BGH) y del virus de simio 40 (SV40) promueven la
poliadenilacion y la terminacion de la transcripcion, haciendo que la

proteina expresada sea mas estable.

= Origen de replicacion: pUC, f1 y SV40 se utilizan como sitios de

replicacion para bacterias, fagos y mamiferos, respectivamente.

» Gen de resistencia: la transcripcion del gen de neomicina es iniciado por
el promotor SV40. Tras la transfeccion en células de mamifero, se realiza
una seleccion afiadiendo neomicina en el medio de cultivo para
mantener las células que expresan el vector. Ademas, el gen de
resistencia a la ampicilina permite al plasmido mantenerse por seleccion

en bacterias E. coli.

= Sitios de clonacion multiple (MCS): contiene varios sitios de restriccion
de uso comun, para facilitar el clonaje y la insercién de fragmentos de
ADN.

A continuacién, se presentan los plasmidos de expresion utilizados para

el desarrollo de la tesis doctoral.
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pcDNAS3.1-hIDE

El vector pcDNA3.1 que contiene la secuencia ADNc mitocondrial de IDE
humana, fue obtenido del clon MGC:117026 IMAGE:40008464 (I.M.A.G.E
Consortium) (Figura 18). Este vector se tomé como punto de partida para el
desarrollo de la coleccion de ADNc de las secuencias de interés en distintos

vectores de expresion, utilizando técnicas de biologia molecular.

pcDNA3.1 es un vector de expresion de 5,4 kb derivado de pcDNA
disefiado para la expresion transitoria y estable de proteinas recombinantes en
células de mamifero. Contiene el promotor CMV, utilizado habitualmente para
expresion transitoria, y un gen de resistencia a neomicina para la seleccion de

lineas celulares estables.

Promotor CMV
. _age /
Ampicilina N\ Promotor T7
\
/
pUC ori
pcDNA3.1_hIDE hIDE
\
8.5 kb
SV40 pA
BGH pA

s’
Neomicina ~

f1 ori
SV40 ori

Figura 18. Mapa del vector de expresion pcDNA3.1_hIDE. Contiene el gen de Ide humano
y un gen de resistencia a neomicina que permite su seleccion en células que lo expresen de
manera estable.

pEF1-GFP

El vector pEF1 es un derivado de pcDNA3.1 para la sobreproducciéon
de proteinas recombinantes en lineas celulares de mamiferos. Contiene el
promotor del factor de elongaciéon humano 1a (hEF-1a) y un gen de resistencia
a neomicina para la expresién y selecciéon de lineas celulares estables,

respectivamente (Figura 19).

Bajo el promotor hEF-1a (promotor del factor de elongacion humano
1a) se encuentra una secuencia que codifica para la proteina fluorescente verde

(GFP), lo que resulta en la expresion combinada de la proteina de interés junto

77



MATERIAL Y METODOS | Papel de la enzima degradadora de insulina (IDE) en el metabolismo hepdtico

con el fluoréforo. GFP tiene un maximo de excitaciéon de 488 nm y una longitud

de emision de 507 nm.

Promotor EF-1a

Ampicilina N\ Promotor T7
N\
/ EGFP
pUC ori pEF1_EGFP
|
3 6.3 kb
SV40 pA
p, BGH pA
Neomicina - - 1 ori
SV40 ori

Figura 19. Mapa del vector de expresion pEF1_EGFP. Contiene el gen EGFP que
funciona como marcador fluorescente y, un gen de resistencia a neomicina que permite su
seleccion en células que lo expresen de manera estable.

pCMV6-mRFP

El vector pCMV6-AC contiene la secuencia ADNc de mRFP (OriGene,
# PS100010), que engloba la proteina fluorescente roja (RFP) junto con una
secuencia de direccion mitocondrial (Figura 20). Su interés de debe a la facilidad
para el marcaje de mitocondrias en células de mamifero. RFP tiene un maximo

de excitacién de 555 nm y una longitud de emisién de 584 nm.

Promotor CMV
f1 ori -

/ N\ Promotor T7

Ampicilina

pCMV6-AC-mRFP M | rrp
\ 6.6 kb

EColi ori
\

PolyA

Neomicina
SV40 ori

Figura 20. Mapa del vector de expresion pCMV6_mRFP. Contiene el gen RFP unido a
una secuencia mitocondrial, que funciona como marcador fluorescente especifico en la
mitocondria y, un gen de resistencia a neomicina que permite su seleccién en células que lo
expresen de manera estable.
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5.6.2 PCR cuantitativa

La reaccion en cadena de la polimerasa es un método eficaz en el que
se produce una amplificaciéon enzimatica de una secuencia de ADN especifica.
Los ciclos térmicos (Tabla 5) permiten que los primers se unan a la secuencia
de interés en el ADN molde y la amplifique gracias a una ADN polimerasa

termoestable.

Tabla 5. Condiciones de PCR para la amplificacion de secuencias de ADN.

Fase Temperatura Tiempo Repeticion

Inicio 94 °C 5 min X1

95°C 30 seg

Desnaturalizacion
Anillamiento 55°C 30 seg x30

Extension 7900 45 seg
Extension final 72°C 4 min X1
Final 4°C 0o X1

Los productos de reaccidén se visualizan mediante electroforesis de
ADN. Cada muestra obtenida se mezcla con el buffer de carga y se carga en el
gel de agarosa al 1% p/v, donde se producira la electroforesis a 120 V durante
30 minutos en buffer TBE 1x (89 mM Tris-HCI, pH 7.6, 89 mM &cido bérico y 2
mM EDTA). El gel de agarosa se tifile con RedSafe y las bandas se visualizan

con un transiluminador de luz ultravioleta.

5.6.3 Digestion enzimatica

Las endonucleasas conocidas como enzimas de restriccion escinden
el ADN de doble cadena cuando reconocen un patrén de secuencia especifico,
donde se produce la hidrdlisis del enlace fosfodiéster dentro de la secuencia de
nucledtidos definida. Cada enzima se caracteriza por su sitio de reconocimiento,
generando fragmentos de ADN lineal con extremos romos o cohesivos, lo que
facilita la clonacién de secuencias de interés en plasmidos de manera especifica.

En todo vector plasmidico se encuentra un sitio de clonacion maltiple que abarca

79



MATERIAL Y METODOS | Papel de la enzima degradadora de insulina (IDE) en el metabolismo hepdtico

varios sitios de restricciéon de uso comun que facilita la clonacion y la insercién

de un nuevo fragmento.

Para llevar a cabo esta reaccion enzimatica se incuba el ADN
plasmidico con la enzima especifica a 37 °C durante 1 hora. Posteriormente, se
purifica el ADN mediante cromatografia en columna con ayuda del Kit de
purificacién de banda de gel y ADN para PCR GFX (Cytiva, #28-9034-66). En la
Tabla 6 se indican las enzimas de restriccion utilizadas en este trabajo, las
cuales generan extremos cohesivos.

Tabla 6. Enzimas de restriccién utilizadas en este trabajo, que generan extremos
cohesivos.

Enzima Secuencia y corte
BamH| GYGATCC
Notl GCYGGCCGC
EcoRI GYAATTC
Sall GYTCGAC
Spel AYCTAGT
Nhel GYCTAGC

5.6.4 Ligacion

En la ligacién, dos fragmentos de ADN con extremos romos O
cohesivos compatibles hibridan para formar una sola cadena de ADN. En este
trabajo, los productos de PCR amplificados se han ligado a ADN plasmidico
linearizado, mediante una reaccion con la enzima T4 Ligasa (New England
Biolab, #NEB.M0202S) a 25 °C 2 horas o0 a 16 °C 18 horas, produciendo un

plasmido recombinante.

Es importante tener en cuenta la compatibilidad de los extremos de
ambos fragmentos y la direccién en la que se quiere hibridar. Los extremos
romos se unen con mayor facilidad, sin necesidad de hibridacién. Por otro lado,
los extremos cohesivos deben ser compatibles y capaces de hibridar los

nucleotidos presentes en la cadena larga, como se muestra en la (Figura 21)
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Extremos cohesivos

TTT TG GATCCTTTTTTTTTII
LULLLLLLLLLLLLLL CCTAG GLLLLLULLILIILILL

Extremos romos

TTTTTTTITT] TCAG CTG TTTTTTTTIIT
LLLULLULLLLLLLLLGTC GACLLLLLILLILILILLL

Figura 21. Extremos cohesivos y romos. Extremos de ADN generados por las enzimas
de restriccion. Los extremos romos se unen sin necesidad de secuencias complementarias
especificas, lo que los hace menos especificos en sus uniones. En cambio, los extremos
cohesivos poseen secuencias sobresalientes de nucledtidos que requieren
complementariedad para hibridar de forma precisa, lo que asegura una unién mas especifica
entre fragmentos de ADN.

5.6.5 Transformacion bacteriana

En la transformacion, las bacterias son capaces de introducir el ADN
libre del entorno. Para que este proceso ocurra, la bacteria debe estar en un
estado de competencia, que ocurre cuando la bacteria presenta alteraciones en
su pared y membrana celulares, y esto permite la entrada de acidos nucleicos

en la célula [174].

Los vectores plasmidicos generados por ligacion o como producto de
PCR se transforman en bacterias Escherichia coli competentes (E. coli DH-108)
mediante un protocolo de choque térmico, en el que se incuban en hielo las
bacterias junto con el plasmido de interés durante 30 minutos y, a continuacion
45 segundos a 42°C y 2 minutos en hielo. Inmediatamente después, se incuba
la mezcla con medio de cultivo bacteriano Luria Bertani (LB) (Sigma Aldrich,
#L.3397) durante 1 hora a 37°C. Transcurrido el tiempo de incubacion, se siembra
la mezcla en la superficie de una placa de agar con ampicilina y se extiende con
ayuda de un asa de siembra estéril. Debido a que todos los plasmidos de trabajo
contienen un gen de resistencia a la ampicilina, la presencia de esta en el medio
provoca la seleccion bacteriana, lo que significa que solo creceran colonias de
bacterias transformadas con el plasmido de interés. Tras 18 horas, se inoculan
algunas de las colonias que han crecido en la placa de agar, se analizan
mediante PCR y se incuban en agitacion durante 18 horas a 37 °C con medio de
cultivo LB para obtener una mayor cantidad de bacterias, de las cuales se

extraerd el plasmido de trabajo.
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5.6.6 Extraccion de plasmido en bacterias

Las bacterias crecidas se centrifugan a 16,000 x g durante 30 segundos. Se
descarta el sobrenadante y se afiaden 175 pl de Tampdn de lisis 7 (solucién
isoténica que contiene RNAsa A) para resuspender el pellet, seguido de 175 ul
de Tampon de lisis 8 (solucién alcalina donde el ADN gendmico y las proteinas
se desnaturalizan) mezclando suavemente hasta obtener una solucion clara y
viscosa. A continuacién, se afiaden 350 ul de Tampdn de lisis 9 (solucion de
acetato que neutraliza el pH del lisado y elimina DNAsas y RNAsas) y se
centrifuga durante 4 minutos a 14.000 x g. Se transfiere el sobrenadante a la
columna, y se centrifuga durante 30 segundos a 14.000 x g para unir el ADN. Se
lava la columna con 400 pl de Tampoén de lavado 1 (contiene etanol que elimina
los residuos de sales y contaminantes), y se centrifuga durante 1 minuto a 14.000
X g. Para eluir el contenido de la columna se afiaden 50 pl de H20 libre de
DNasas y se incuba 30 segundos a temperatura ambiente y se centrifuga durante
30 segundos a 14.000 x g.

5.7 CLONACION DE GFP-IDE

5.7.1 Generacioén del vector recombinante

Para estudiar el papel de IDE en el metabolismo hepatico, asi como su
localizacion y tréafico intracelular, se parte de un vector de clonaciéon pcDNA3.1
gue contiene la secuencia completa del gen Ide. Este gen parte de su codon de

inicio Met!, que corresponde a la isoforma mitocondrial.

DISENO DE LOS VECTORES DE CLONACION

Con la finalidad de hacer estudios de localizacion, se disefia un vector que
contiene el gen de Ide junto con la secuencia que codifica para la proteina
fluorescente verde (GFP), lo que resulta en la expresion combinada de la

proteina de interés junto con el fluoréforo (Figura 22).
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EGFP Secuencia de union pEF1 Ide-Met"

gagctgtacaagpgatccactagtgaattctttactagt]
E L Y K|JG S T S E F F T S|t

EGFP Secuencia de unién pEF1 Ide-Met42

gagctgtacaagggatccactagtgaattcttaggatccgccaccatgaataatcca
E L ¥ K|]G s T s E F L G S A T(M N N P

Figura 22. Secuencia de los pldsmidos recombinantes pEF1-GFP-lde mitocondrial y
citoplasmatico. Fragmentos de la secuencia de ADN correspondiente al producto de
ligacion de pEF1-GFP (verde) con el fragmento del gen Ide mitocondrial (morado oscuro) o
citoplasmatica (morado claro).

Para llevar a cabo este proceso, se sigue una estrategia de clonacién que
consiste en la amplificacion mediante PCR del gen Ide que contiene el vector
pcDNA3.1. El fragmento resultante se clona en el vector de expresion pEF1 que

contiene GFP.

AMPLIFICACION DEL GEN Ide

Los primers disefiados para esta amplificacion (Tabla 11) incluyen sitios
de restriccion especificos en sus extremos para facilitar la clonacién posterior en
el vector pEF1-EGFP o para cualquier otra estrategia de clonacion posterior.
Teniendo en cuenta el codon de inicio de las dos isoformas de IDE, mitocondrial
y citoplasmatica, los primers se disefian en cada uno de estos puntos de inicio

de la transcripcion.

Tabla 7. Secuencias de primers. Primers utilizados para la amplificacion del gen de Ide
en el codoén de inicio Met' y Met*. En el extremo 5’ de cada uno de ellos se introduce una
secuencia de restriccion como estrategia de clonacion posterior. Spel: ACTAGT; BamHI:
GGATCC; Notl: GCGGCCGC.

Primer Secuencia
IDE-Met'-Forward S-TTTACTAGTCGGTACCGGCTAGCGTGGCTTC - 3’
IDE-Met*2-Forward 5-TTAGGATCCGCCACCATGAATAATCCAGCCATC - 37
IDE-Met"42-Reverse | 5- TTTGCGGCCGCTCAGAGTTTTGCAGCCATGAAG - 3

Como comprobacion de la amplificacion del gen, se realiza una
electroforesis de ADN para corroborar su tamafo, alrededor de 3.000 bases (3
kb).
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DIGESTION ENZIMATICA Y LIGACION EN PLASMIDO DE EXPRESION

Este producto de PCR se digiere con la enzima de restriccion Notl que
forma un extremo 3’ cohesivo. Esta misma enzima se utiliza en el vector pEF1-
EGFP, que genera el mismo extremo 3’ cohesivo compatible para la insercion

del gen en la direccion deseada.

En cambio, en el extremo 5’ del inserto no se realiza ninguna digestién, lo
gue origina un extremo romo. Para asegurar la compatibilidad del inserto con el
vector en el extremo 5° se requiere un extremo romo Para ello, se digiere con
EcoRlI, que produce un extremo cohesivo y, posteriormente, se incuba con
Klenow para obtener un extremo romo (Figura 23). Tras la digestion enzimatica,
tanto el producto de PCR como el vector pEF1-EGFP digeridos se purifican

mediante columna.

El fragmento de ADN purificado se liga al vector pEF1-EGFP utilizando la
enzima ADN T4 Ligasa, lo que genera asi un vector circular. Tras la ligacion, se
sigue el protocolo de transformacion bacteriana y extraccion del ADN, de lo que
se obtiene ADN plasmidico purificado pEF1-EGFP-Ide, tanto de la isoforma

mitocondrial Met!, como de la isoforma citoplasmatica Met*2.

Amplificacion IDE / Digestion Notl

pcDNA3.1-hide

8.5kb Notl

EcoRI/Klenow
\ Notl

pEF1-EGFP Ligacion con T4 Ligasa pEF1-EGFP-Ide
6.3kb > 9.3 kb

Figura 233. Estrategia de clonacion. A partir del vector pcDNA3.1 se amplifica el
fragmento correspondiente al gen de Ide y se digiere con enzimas de restriccion compatibles
con las utilizadas en la digestién del plasmido receptor pEF1-EGFP. De esta manera,
al favorecer la ligacion del fragmento de Ide al vector pEF1-EGFP, se obtiene un plasmido
recombinante que expresara la proteina GFP-IDE.
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5.7.2 Mutagénesis dirigida de la isoforma mitocondrial de IDE

Las mutaciones puntuales de los aminoacidos IDE"108- |DEH108Q |DEF11IR
y IDEK898A, K899A, S901A ge realizan mediante mutagénesis dirigida en el gen de Ide
insertado en el vector pEF1- GFP-lde-Met!. En la Figura 24 se muestran los

cambios de bases que suponen una variacion en la codificacién del aminoéacido..

Secuencia original Secuencia mutada
t| tt
H108L ttaagtjeatktttgt ttaagtjettfktttgt

L S|H|F C L sS|L|F C

ttaageatictttgt ttaagtjecaaptttgt
H108Q L S|H]|F C L S|Q|F C

' S
ttttgtjgaarcatatg ttttgtjecaaratatg
F E

%) =8) (=8
o8]

C|lE([H M ClQ@ |H M
e
cca@agaagctgtetpct ccageggegctagetpct

Figura 24. Secuenciacion de las mutaciones en pEF1-GFP-lde mitocondrial.
Comparacion de fragmentos de la secuencia de ADN original y las mutaciones puntuales
realizadas para alterar la codificacién del cédigo genético. Secuencia original (morado)
y secuencia modificada (azul).

Para llevar a cabo este proceso, se realizan distintas PCR para cada una
de las mutaciones (Tablas 12 y 13), lo que genera de nuevo plasmidos
circulares.

Tabla 8. Secuencias de primers. Primers utilizados para las mutagénesis dirigidas del
gen Ide en el sitio catalitico. En negrita se encuentran marcados los nucleétidos que
conforman el aminoacido de interés y, el subrayado hace referencia al nucleétido modificado
gue produce un cambio la codificacion del aminoacido.

Mutacion Primer Secuencia
Forward | 5- CCAAATATTGCTGGCTTAAGTCITTTTTGTGAACATATGC - 37
rioet Reverse | 5°- GCATATGTTCACAAAAAAGACTTAAGCCAGCAATATTTGG - 3°
Forward | 5'- CCAAATATTGCTGGCTTAAGTCAATTTTGTGAACATATGC - 3°
e Reverse | 5'- GCATATGTTCACAAAATTGACTTAAGCCAGCAATATTTGG - 37
Forward | 5'- CTGGCTTAAGTCATTTTTGTCAACATATGCTTTTTTTGGG - 3°
Fima Reverse | 5- CCCAAAAAAAGCATATGTTGACAAAAATGACTTAAGCCAG - 3°
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Tabla 9. Secuencias de primers. Primers utilizados para las mutagénesis dirigidas del
gen Ide en el sitio de unién del polianion. En negrita se encuentran marcados los
nucleétidos que conforman el aminoacido de interés y, el subrayado hace referencia al
nucleé6tido modificado que produce un cambio la codificacion del aminoéacido.

Mutacién Primer Secuencia

Forward |5 - CGTCGACTAGACAAACCAGCGGCGCTAGCTGCTGAGTGTGC-3"

K898A,K899A,S901A
Reverse (5’ - GCACACTCAGCAGCTAGCGCCGCTGGTTTGTCTAGTCGACG - 3

5.8 PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL

5.8.1 Purificacion de ARN

Para el aislamiento total de ARN, los hepatocitos primarios se
homogeinizan en Trizol™ (Invitrogen Life Technologies, USA) y se centrifugan
durante 10 minutos a 2800 x g para eliminar las muestras no disueltas. A
continuacion, se afade cloroformo (PanReac AppliChem, Alemania) al
sobrenadante para extraer el ARN, y se centrifuga durante 15 minutos a 2800 x
g, lo que provoca la formacion de dos fases debido a la diferencia de densidad:
la fase orgénica fendlica que contiene ADN vy residuos de proteinas
desnaturalizadas (fase inferior), y la fase acuosa superior que contiene ARN. La
fase que contiene ARN se transfiere a un nuevo tubo, donde se afiade
isopropanol (PanReac AppliChem, Alemania) y se centrifuga durante 10 minutos
a 2800 x g para precipitar el ARN. Posteriormente, se descarta el sobrenadante
y el sedimento se lava con etanol al 75% y se deja secar.

Finalmente, el sedimento de ARN se resuspende en agua libre de
ADNasa/ARNasa, y la cuantificacion del ARN total se realiza midiendo la
absorbancia ultravioleta en un espectrofotometro de espectro completo
NanoDrop® ND-1000 (Marshall Scientific, USA). La eliminacion de cualquier
posible contaminacién por ADN gendmico se logra tratando las muestras con el
kit RapidOut de eliminacion de ADN (Thermo Scientific™, USA).
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5.8.2 Sintesis de ADNc

La hebra de ADN complementario (ADNc) se sintetiza utilizando el kit
de sintesis de cDNA iScript™ (Bio Rad, EE. UU.), La reaccion de transcripcion
inversa se incuba en un termociclador (Thermo Scientific™, EE. UU.).

5.8.3 gPCR

Los niveles de ARNm del gen diana y de ARNm de referencia se
determinan mediante PCR cuantitativa en tiempo real (qQPCR) con ensayos
TagMan™ en un sistema LightCycler® 480. Las qPCR se realizan con
cantidades iguales de ADNCc por triplicado para cada muestra, utilizando Maxima
Probe gPCR Master Mix (Thermo Scientific™, EE.UU.)

Los datos se analizan utilizando el protocolo de cuantificacién absoluta
de 2 puntos de ajuste y fijando el umbral de fluorescencia en 1,00. Los niveles
de expresion del ARNm diana se normalizan utilizando el método de
cuantificacion relativa 222t [175] en funcién de los niveles de ARNm del gen de
referencia para la proteina ribosémica L18 (Rpl18), como ha sido reportado por

nuestro laboratorio en estudios previos [148].

Los primers caseros y la sonda del ensayo de expresion génica

TagMan™ para Rpl18 de raton son:

Tabla 10. Secuencias RT-PCR. Primers y sonda TagMan™ para el ensayo de expresion
génica del gen Rpl18 en hepatocitos de ratén.

Gen Reactivo Secuencias

F: 5 - AAGACTGCCGTGGTTGTGTGG - 3

Primers
Rpi18 R: 5' - AGCCTTGAGGAGGATGCGACTC - 3

Sonda 5'- FAM TTCCCAAGCTGAAGGTGTGTGTGTGCA-BHQ1 - 3’

Las referencias de los ensayos de expresion génica TagMan® (Applied

Biosystems, EE.UU.) se indican en la Tabla 8:
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Tabla 11. Sondas Tagman™ comerciales utilizadas para PCR cuantitativa.

Gen Descripcién Referencia
Pck1 Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa MmO00839363 m1
G6pc Glucosa-6-fosfatasa MmO00839363 m1

5.9 ENSAYO DE ACTIVIDAD DE IDE

La actividad IDE se analiza con el kit de ensayo fluorométrico de IDE
SensoLyte® 520 (AnaSpec, Inc., CA, EE.UU.). El ensayo utiliza un sustrato
FRET (Transferencia de energia por resonancia de fluorescencia) que consta de
una secuencia de proteina precursora amiloidea (APP) unida al fluor6foro 5-
carboxifluoresceina (5-FAM) y un supresor de la fluorescencia QXL 520 (Figura
25). Cuando la IDE activa escinde el sustrato, se produce un aumento de la
fluorescencia de 5-FAM, que tiene su maximo de excitacion de 490 nm y una

longitud de emisién de 5820nm.

Fluoréforo ) Supresor
M
Sustrato FRET v
v
IDE

Figura 25. Ensayo de actividad de IDE. El sustrato FRET tiene dos componentes: un
fluoréforo y el supresor (QXL® 520). En su estado intacto, el supresor bloquea la
fluorescencia del fluoréforo. Cuando la proteasa IDE degrada el sustrato, se separan, lo que
permite que la fluorescencia sea detectada, indicando actividad enzimatica.

Para la preparaciéon de las muestras, se recogen alrededor de 10°
células HepG2 en 100 pul de tampon de ensayo frio (AnaSpec, Inc., EE.UU.) en
presencia de inhibidores de proteasas (Protease Inhibitor Cocktail, Merck Life
Science, EE.UU.) y PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo) (Merck Life Science).
Los homogeneizados se incuban en hielo durante 15 minutos, seguidos de una
centrifugacion a 10.000 x g durante 10 minutos a 4 °C para separar y desechar
los materiales insolubles. La reaccion enzimatica se inicia afiadiendo 50 pl de

lisado celular y 50 ul de solucion de sustrato FRET a cada pocillo en una placa
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de 96 pocillos. La placa se agita suavemente durante 30 segundos y la
fluorescencia de la muestra (5-FAM) se monitoriza en el lector multiplaca GENios
Pro TECAN (TECAN, Suiza) cada 5 minutos durante 100 minutos a 37 °C.

Para los andlisis cinéticos, todas las lecturas de fluorescencia se
expresan en unidades de fluorescencia relativa (RFU). Los datos de RFU se
representan en funcioén del tiempo y de la porcion lineal se normalizan los datos
obtenidos por el contenido en proteinas mediante BCA (ThermoFisher Scientific,
#23235) para, obteniendo la actividad especifica de IDE expresada en RFU/ug
de proteina total/min.

5.10 ESTUDIO METABOLICO EN TIEMPO REAL

El andlisis bioenergético se lleva a cabo con el analizador de flujo
extracelular XFe24 (Seahorse Agilent Technologies, Santa Clara, California,
EE.UU.) con el kit XF Cell Mito Stress Test (Agilent, 103015-100). Con esta
tecnologia se obtienen datos de la tasa de consumo de oxigeno (OCR) y de
acidificacion (ECAR) del medio extracelular, proporcionando informacion sobre

la actividad mitocondrial de la célula.

Las lineas celulares de hepatocitos (HepG2 y AML12) se siembran a
45.000 células/ml por pocillo en placas de cultivo (Agilent, 100777-004) para
lograr una confluencia del 80% el dia del ensayo. Tras 24 horas, antes de
comenzar con el ensayo, se sustituye el medio de cultivo por 500 ul de medio
DMEM sin rojo fenol (Agilent, 103575-100), suplementado con 10 mM de glucosa
(Agilent, 103577-100), 1 mM de piruvato sédico (Agilent, 103578-100) y 2 mM de
glutamina (Agilent, 103579-100). Las células se dejan equilibrar a 37°C sin CO2
durante 1 hora. Durante la incubacion, se procede a cargar el cartucho con los
inhibidores de la cadena respiratoria (Kit Mito Stress Test, 103015-100)
calculando una concentracion final por pocillo de 2.5 uM de oligomicina, 2 uM de

FCCP y 0.5 uM de rotenona y antimicina.
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Figura 26. Moduladores de la cadena transportadora de electrones en el ensayo Mito
Estrés. La rotenona/AA inhibe los complejos | y lll, la oligomicina inhibe el complejo IV y,
FCCP desacopla la membrana y altera el gradiente de protones.

Las medidas de respiracion y acidificacion se determinan cada 7 min.
Tras las mediciones basales, la primera inyeccion es la oligomicina, que inhibe
la ATP sintasa (complejo V) (Figura 26). Afecta o disminuye el flujo de electrones
a través del ETC, lo que provoca una reduccion en la respiracion mitocondrial o
OCR. Esta disminucion de la OCR esté relacionada con la produccion de ATP
celular. La segunda inyeccion es carbonil cianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona
(FCCP), agente desacoplante que colapsa el gradiente de protones y altera el
potencial de membrana mitocondrial. Como resultado, el flujo de electrones a
través del ETC se desinhibe, y el consumo de oxigeno por el complejo IV alcanza
el maximo (Figura 27). Esta medida se utiliza para calcular capacidad de la
célula para responder a un aumento de la demanda energética o a una situacion
de estrés. La tercera inyeccién es una mezcla de rotenona, un inhibidor del
complejo |y, antimicina A, un inhibidor del complejo Ill. Esta combinacion detiene
la respiraciéon mitocondrial y permite el calculo de la respiracion no mitocondrial

impulsada por procesos externos.
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Figura 27. Grafico que ilustra los parametros metabdlicos medidos durante el
Seahorse Cell Mito Stress Test. Los compuestos utilizados, como oligomicina, FCCP y
rotenona/anticimicina A, alteran las condiciones metabdlicas, permitiendo evaluar la funcién
mitocondrial y la capacidad respiratoria de reserva. Imagen modificada de Tong et al. [176].

5.11 ANALISIS PROTEICO POR WESTERN BLOT

5.11.1  Extraccion de proteinas

Para la extraccion de proteinas, se homogenizan aproximadamente 0.4
X 10° hepatocitos primarios de ratéon o 1.5 x 10° células de AML12 en 50 pL y
100 L, respectivamente, de un tampdn de lisis frio (125 mmol/L Tris-HCI pH 6.8,
2% (m/v) SDS y 1 mmol/L ditiotreitol) suplementado con cécteles de inhibidores
de proteasas y fosfatasas (Sigma, EE.UU.) y 1 mmol/L fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF; Merck Life Science, Espafia). Los lisados se sonican
durante 3 minutos en hielo, y el contenido de proteinas se cuantifica utilizando el
kit Micro BCA (Thermo Scientific, EE.UU.). Los extractos de proteinas se
mezclan con LSB (Laemmli Sample Buffer: 60 mM Tris-Cl pH 6.8, 2% SDS, 10%
glicerol, 5% B-mercaptoetanol, 0.01% azul de bromofenol) y se calientan a 100

°C durante 5 minutos para completar la desnaturalizacion de las proteinas.
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5.11.2  Electroforesis y Western Blot

Se separan 20 ug de proteinas solubilizadas por su peso molecular
utilizando geles de poliacrilamida al 10% bajo condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE). La electroforesis en gel se lleva a cabo a 150 V en un tampon de
electroforesis (Biorad Laboratories, EE.UU.). Tras la separacion de las proteinas
se transfirien a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF) Immobilon-P
(Millipore, EE.UU.) a 30 V durante al menos 4 horas a 4 °C en un tampon de
transferencia (Biorad Laboratories, EE.UU.). Las membranas transferidas se
incuban durante 1 hora a temperatura ambiente con una solucién de bloqueo al
5% m/v de leche en polvo descremada en PBS-Tween20 (PBS-0.1% Tween 20).
Las membranas se incuban posteriormente durante 1 hora a temperatura
ambiente con el anticuerpo primario de interés (Tabla 9) en una solucién de

bloqueo al 0.2% m/v de leche en polvo.

Tabla 12. Anticuerpos primarios para Western Blot.

Anticuerpo Comercial Referencia Dilucién Incubacién Especie
IDE Millipore AB9210 1:40000 1Th RT Conejo
IRB Cell Signaling 3025 1:2000 O/N 4 °C Conejo

(T;;ﬁ;;?ﬁse) Cell Signaling 3024 1:2000 O/N 4 °C Conejo
AKT 2 Cell Signaling 3063 1:2000 O/N 4 °C Conejo
:’S:r’:;; Cell Signaling 8599 1:2000 O/N 4 °C Conejo
Drp1 Cell Signaling 85708 1:2000 1Th RT Conejo
Mfn1 Merck WHO0055669M4 1:3000 1Th RT Raton
Mfn2 Cell Signaling 94828 1:2000 1Th RT Conejo
Opa1 Cell Signaling 80471S 1:2000 1Th RT Conejo
Fis1 Merck SAB2702049 1:5000 1Th RT Conejo
GAPDH Millipore MAB374 1:40000 1Th RT Raton
Actina B 612656 1:5000 1h RT Raton
ioscience

A continuacioén, las membranas se lavan 3 veces durante 10 minutos
PBS-Tween20 y se

correspondientes (Tabla 10) conjugados con peroxidasa de rabano picante

con incuban con los anticuerpos secundarios
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(HRP) en una solucion de blogueo al 0.2% m/v de leche en polvo durante 30

minutos a temperatura ambiente.

Tabla 13. Anticuerpos secundarios para Western Blot.

Anticuerpo Comercial Referencia Dilucién | Incubacién Especie

Anti-Rabbit | jackson Immuno | 711-035-152 | 1:20000 | 30minRT | Conejo
lg-G-HRP

Anti-Mouse | Gp Leaiincare NA9310 1:5000 | 30minRT | Raton
lg-G-HRP '

Las membranas se lavan nuevamente con PBS-Tween20, y la actividad
de la peroxidasa se visualiza utilizando el kit de quimioluminiscencia mejorada
Immun-Star WesternC (Bio-Rad, EE.UU.). Las sefiales se detectan mediante la
exposicion a pelicula de rayos X para producir bandas dentro del rango lineal. La
intensidad de las bandas se cuantifica con el software ImageJ (NIH, EE.UU.).

Los resultados se normalizan con los valores de control en cada membrana.

5.12 MICROSCOPIA CONFOCAL

Las células sembradas sobre cristales se lavan con PBS 1x y se fijan
con 10% formalina v/v (Sigma Aldrich, #HT501128) durante 5 minutos. Los
cristales se colocan sobre un portaobjetos en el que se ha depositado una gota
de Fluoroshield (Sigma Aldrich, #F6057), un medio de montaje con DAPI, que

marca el ADN para diferenciar los nucleos.

Una vez preparadas las muestras se procede a la captura de imagenes
empleando el microscopio confocal LEICA TCS SP5, con los laseres WLL (White
light laser) y 405 Diode. La captura de imagenes se realiza a una resolucion de
1024x1024 con un objetivo de aceite de inversion 63X. Si se realiza una
composicion tridimensional de la célula, se capturan 8-12 secciones cada 0,772
pm. Se utilizaron los canales correspondientes a los tres canales cromaticos
RGB (Red, Green & Blue): TRITC (558-625 nm), GREEN (500-531 nm), DAP!I
(449-464 nm). Las imagenes se procesaron con ayuda del programa de

tratamiento de imagenes ImageJ (National Institutes of Health, NIH).
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5.13 ANALISIS DE MORFOLOGIA MITOCONDRIAL

Las células que expresan la proteina de fluorescencia roja Cox8(MTS)-RFP
dirigida a la matriz se lavan con PBS y se fijan con formalina 10% v/v durante 5
minutos. Se adquieren planos Z confocales de células que expresan la proteina
fluorescente roja dirigida a la matriz mitocondrial en un microscopio confocal SP5
(Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) utilizando un objetivo X63, 561 nm de
excitaciéon y 570-700 nm de emision. Se obtienen entre 7 y 9 imagenes z-stack,
con un tamafio z-step de 0,5 um por célula. Para el analisis cuantitativo de la
morfologia mitocondrial a partir de redes mitocondriales unicelulares se utiliza el
plugin para ImageJ/Fiji Mitochondrial Analyzer. Brevemente, las imagenes de las
redes mitocondriales se preprocesan utilizando los siguientes comandos: 1)
"unsharp mask" (radio = 10 pixeles; peso de la mascara = 0,6) para mejorar la
nitidez de la imagen; 2) "enhance local contrast (CLAHE)" (tamafio del bloque de
pixeles = 127, bins del histograma = 256 y pendiente maxima = 3) para igualar
el contraste de la imagen minimizando la amplificacion del ruido y 3) mediana
(valor = 1,5), para reducir el ruido de filtrado. A continuacion, las imagenes z-
stack preprocesadas de cada célula individual se analizan con la interfaz 3D
Mitochondrial analyzer, con un tamafio de bloque de 1,05 y un valor C de 9. Los
parametros de la salida de analisis proporcionada por el Mitochondrial Analyzer
(longitud, volumen, esfericidad o ramificaciobn) se expresan por célula o

mitocondria.

5.14 ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de los datos se realizd utilizando el software
GraphPad Prism 8.0 (CA, EE.UU.). Los datos se representan como la media + el
error estdndar de la media (SEM). Para verificar la normalidad de las
distribuciones, utilizamos la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Para analizar las
diferencias estadisticas entre dos conjuntos de datos, utilizamos la prueba t de
Student (datos paramétricos) o la prueba U de Mann-Whitney (datos no
paramétricos). Las comparaciones entre mas de dos conjuntos de datos se

realizaron utilizando ANOVA de una via para datos paramétricos y la prueba de
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Kruskal-Wallis para datos no paramétricos. Las diferencias estadisticamente

significativas se consideraron a un nivel de p < 0.05.
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6.1 CRISPR/CAS9 EN HEPG2

El objetivo principal de este trabajo es mejorar el conocimiento acerca del
papel de IDE en el metabolismo hepatico. Para ello, se decidid generar un
knockout de esta proteina en la linea celular de hepatocitos HepG2 con el fin de
eliminar su expresion y observar las consecuencias de su ausencia. Ademas, se
buscé identificar nuevas funciones no proteoliticas de IDE, con la finalidad de
analizar detalladamente el papel de cada una de sus isoformas de forma

individual.

La metodologia utilizada para generar la linea celular HepG2-IDE-KO se
bas6 en la recombinacibn homodloga inducida por CRISPR-Cas9. Este
mecanismo permitié la modificacién del ADN gendmico, sustituyendo el exén 4
de Ide por la insercidon del gen de resistencia a la blasticidina. Para confirmar la
modificacion genética de Ide en ambos alelos, se utilizaron las técnicas de PCR,

Western Blot y andlisis de actividad enzimatica de IDE.

En primer lugar, los clones generados se analizaron por PCR. Los primers
(Figura 28A) fueron disefiados para amplificar el exén 4 del genoma. La
ausencia de banda en los clones 2, 3, 4y 7 (Figura 28B) confirmo la delecién de

la region de interés y la insercion de la blasticidina.

Ide Intron3F
A.
Ide Exon4R
Primer Secuencia
Ide Intron 3 Forward | 5-ACTGCTATTGTCCATAATCTGCC-3°
Ide Exon 4 Reverse | 5'-CCA GGC ATC ATT CAT CAC ATT C-3°
B.
WT 1 2 3 4 5 6 7
Exondide | sussss e e R

Figura 28. Comprobacion de la generacion de clones HepG2-IDE-KO mediante PCR.
(A) Primers utilizados para la amplificacion del ex6n 4 del gen Ide. Primers disefiados
para la region del intron 3 (5) y exén 4 (3"). (B) Electroforesis en gel de agarosa del
producto de PCR que amplifica el exén 4.
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En segundo lugar, se analizé la expresion de IDE de estos clones. Los
resultados demostraron la ausencia de proteina en los clones 2, 3, 4y 7 (Figura
29), a diferencia de los 1,5 y 6, cuya expresién es comparable a la del control

WT.
WT 1 2 3 4 5 6 7

IDE - w— - —
o é o = - —- .
Actina s WHEEE S S —— ——— —
Figura 29. Expresion de IDE en clones HepG2-IDE-KO. Ausencia de expresion de IDE

en clones modificados mediante CRISPR/Cas9 en comparacion con el control HepG2 WT.
Actina como control de carga.

Por dltimo, se realiz6 un ensayo enzimatico que valida de manera
fehaciente la generacion de clones con ausencia de Ide. Asimismo, se confirmo
la modificacion genética en los clones 2, 3, 4 y 7 en los que se observo una
ausencia total de actividad catalitica (Figura 30). Cabe destacar la presencia de
un posible heterocigoto debido a una disminucion del 50% en la actividad de la

proteina del clon 1 en comparacion con el control.

En definitiva, tras la generacién de varios clones con ausencia de IDE, se

decidié tomar el clon 2 como modelo principal del estudio.
1507

1004 =

Actividad IDE
RFU/mg proteina/min (%)

a
o
1

o

T
wr 1 2 3 4 5 6

Figura 30. Actividad de IDE de los clones generados mediante CRISPR/Cas9 en
células HepG2. Verificacién de la ausencia de actividad enzimética de IDE en los clones
HepG2-IDE-KO comparados con el control HepG2 WT.
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6.2 CLONACION DE IDE

6.2.1 Vectores recombinantes de IDE

VERIFICACION DEL VECTOR RECOMBINANTE GENERADO

Tras el proceso, se verificod la insercion del gen de Ide mediante varias
técnicas. En primer lugar, se realizaron digestiones utilizando enzimas de
restriccién de manera estratégica, mediante las cuales se obtuvieron fragmentos
de tamafios especificos. Con el fin de diferenciar los vectores recombinantes del
plasmido vacio pEF1, se propuso utilizar la enzima de restriccion EcoRI. Este
ultimo plasmido contiene un Unico sitio de restriccion EcoRI en el fragmento de
clonacion mudltiple, mientras que los vectores recombinantes ademas poseen
otro sitio EcoRI en la posicion 2896 del gen Ide (Figura 31). Por lo tanto, los
vectores que poseen dicho gen generan un fragmento afiadido de 2900 pb.

A. Vector N.° Sitios EcoRI Fragmentos esperados
pEF1-EGFP 1 Vector lineal 6.3 kb

pEF1-EGFP-/de-Met' 2 Vector lineal 6.4 kb + 2900 pb
pEF1-EGFP-/de-Met*2 2 Vector lineal 6.4 kb + 2900 pb

B A EcoRI EcoR! EcoRI
| EcoRI 2896 pb | SR ° eV Mt

| / _ / ; é\.e? peﬂ,o?"‘p EF‘,GFP-lde‘
PE:‘:;iiFP PEF1-EGFP-Ide-Met’ PEF1-EGFP-Ide-Met*? - -

2 9.3 kb 9.3 kb .

Figura 31. Comprobacion de ligacién del plasmido recombinante por digestién con
EcoRI. (A) Tabla de sitios de restriccion de EcoRI en el vector control y en los
recombinantes pEF1-EGFP-Ide Met! y Met*? (B) Mapa de restriccién de dichos vectores y
electroforesis en gel de agarosa de los productos de digestién enzimatica, donde se observé
gue los tamafios de fragmentos obtenidos son los esperados.

Asimismo, para poder diferenciar las dos isoformas de Ide dentro de los
vectores generados, se realizd una digestion enzimatica con Nhel, que se
encuentra la posicion 12y 1836 del gen. La diferencia entre estos vectores radica
en la secuencia de direccién mitocondrial, que abarca las primeras 123 pares de

bases de este gen, donde se encuentra uno de los sitios de restriccion. De esta
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manera, se pueden distinguir por el nUmero de sitios de corte (Figura 32A) y, por
lo tanto, por el numero y tamafo de los fragmentos del producto final. Se
comprobd mediante electroforesis que el tamafio de los fragmentos obtenidos
corresponde con lo esperado (Figura 32B) lo que indica una correcta insercion.

En ambos casos se obtuvo un fragmento que corresponde al plasmido

linealizado.

A. Vector N.° Sitios Nhel Fragmentos esperados
pEF1-EGFP-/de-Met' 2 Vector lineal 9.3 kb
pEF1-EGFP-Ide-Met*2 1 Vector lineal 7.4 kb + 1820 pb

B. Nhel 12 pb ——

- g peF O e 6
pEF1-EGFP-Ide-Met' PEF1-EGFP-/de-Met* €
9.3 kb 9.3 kb S

Figura 32. Caracterizacién de los vectores recombinantes mediante digestién con
Nhel. (A) Tabla de sitios de restriccion de Nhel en los vectores recombinantes pEF1-EGFP-
Ide Met'y Met*? (B) Mapa de restriccion de dichos vectores y electroforesis en gel de
agarosa de los productos de digestion enzimatica.

En segundo lugar, se realizé una PCR utilizando primers que hibridan en
el vector pEF1 y en el gen de Ide. Como cabia esperar, no se produjo la
amplificacion del fragmento del vector aislado pEF1-EGFP (Figura 33). Por el
contrario, los vectores recombinantes, tanto Met! como Met*?, amplificaron un
fragmento de alrededor de 1100 pb. La variacidon de tamafio que se observé en
las bandas se debe a la existencia de los 41 aminoacidos (123 pares de bases)
de secuencia sefial que presenta la isoforma mitocondrial a diferencia la isoforma
citoplasmatica. Asi se pudo verificar a través de la amplificacion que la ligacion

habia ocurrido correctamente.
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A. Primer Secuencia
pEF1- Forward 5 - TCAAGCCTCAGACAGTGGTTC -3
IDE 291pb - Reverse 5 - CAATGAACCTATGTGCACATC - 3’

1040 pb 920 pb et wet”
J °
J = N J =~ v?ﬁ\'ev &

PCR
pEF1-EGFP-Ide-Met*? “

9.3kb R

pEF1-EGFP-Ide-Met’
9.3 kb

Y

Figura 33. Comprobacién de ligacién del plasmido recombinante por PCR. (A)
Primers utilizados para la amplificacién de un fragmento de comprobacion de ligacion
entre GFP e Ide. (B) PCR de amplificacion de un fragmento en el que los primers hibridan
tanto en el plasmido receptor pEF1-EGFP como en el fragmento de Ide.

EXPRESION Y LOCALIZACION DE LOS VECTORES RECOMBINANTES

Tras la comprobacion en la secuenciacion, se procediéo a estudiar la
expresion de estos vectores en la linea celular HepG2. Las células fueron
transfectadas con estos plasmidos mediante fosfato calcico. Posteriormente, se

analiz6 su expresion mediante WB utilizando como anticuerpo primario anti-IDE.

ae ol
.\x\‘ \de'“ 19¢°

. °- °
‘\?:5 of of
O A A
] © v@? vg?
— —
IDE
— - — | a—
Actina

Figura 34. Expresién de los vectores plasmidicos de Ide en células HepG2 WT.
Sobreexpresion de IDE en células HepG2 transfectadas con pcDNAS3.1-hlde en
comparacion con el control. Expresion de una proteina de mayor tamafio cuando se expresa
GFP-IDE, procedente de la transfeccién con fosfato calcico de pEF1-GFP-lde mitocondrial
y citoplasmatica. &: Células HepG2 WT sin transfectar. Actina como control de carga.

Los resultados de WB mostraron en todos los casos la banda
correspondiente a la proteina IDE expresada de manera canonica, con un
tamafio de 100 kDa. Las células transfectadas con el vector de partida
pcDNA3.1-hlde mostraron una sobreexpresion de IDE en comparacion con las
células control. Asimismo, aquellas transfectadas con el vector recombinante,

mostraron tanto la expresion de IDE basa como una banda de un tamafio
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superior, 140 kDa (Figura 34). Esta ultima corresponde a la proteina IDE unida
a GFP, ya que la union de la secuencia de GFP a IDE en el vector hace que su
tamafio aumente y proporcione 40 kDa a la proteina de interés al expresarse.
Finalmente, se estudié su localizacion para comprobar que la unién de
GFP a esta proteina no impedia su tréafico y localizacién subcelular. Para ello, la
linea celular HepG2 se transfectd con las isoformas IDE-GFP y con pEF1-EGFP

como control.

Los resultados mostraron que las células transfectadas con pEF1-EGFP
expresan GFP en toda la célula, incluido en el nucleo (Figura 35). Por el
contrario, aquellas que expresan IDE junto a GFP muestran una localizacion mas
especifica, principalmente citoplasmatica, como esta descrito en la literatura [19],

sin observar fluorescencia en el nicleo.

Sum

EGFP GFP-IDE-Met’ GFP-IDE-Met*?

Figura 35. Localizacion de IDE. Transfeccion mediante fosfato calcico en células HepG2.
EGFP como control de localizacion en la totalidad de la célula y, localizacion
mayoritariamente citoplasmatica de IDE cuando se transfectan las isoformas el vector pEF-
EGFP-Ide. En verde: GFP-IDE y en azul: DAPI. Escala de 5 pm.

COLOCALIZACION DE IDE CON LA RED MITOCONDRIAL

La colocalizacion de la red mitocondrial con IDE se estudi6 con el fin de
demostrar que cada una de las isoformas de IDE subclonadas en el vector pEF1
se expresa debidamente segln su codon de inicio, es decir, si la secuencia sefial
mitocondrial que contiene una de las isoformas funciona correctamente y si esta
proteina se trasloca a la mitocondria. Para ello, la linea celular HepG2-IDE-KO
se transfecto con un plasmido mitRFP, que permite detectar las mitocondrias a

través de fluorescencia roja, junto con cada una de las isoformas.
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A..

Figura 36. Colocalizacion entre IDE y red mitocondrial. Transfeccion mediante fosfato
célcico en células HepG2-IDE-KO. A) Isoforma mitocondrial IDE-Met'. B) Isoforma
mitocondrial IDE-Met*2. IDE (verde), mitocondrias (rojo), nucleo (azul), colocalizacion
(amarillo). Escala de 5 ym.

Por un lado, los resultados confirman que la isoforma mitocondrial con
coddn de inicio en Met! colocaliza significativamente con la red mitocondrial
(Figura 36A). Esto confirma la validez del vector recombinante, ya que la
secuencia de direccion mitocondrial no se ve afectada tras la clonacién. Aunque
la localizacion de la proteina se observe principalmente en las mitocondrias,
aproximadamente el 30% no colocaliza, lo que indica que una fraccidon
significativa se encuentra en el citoplasma. Aunque la proteina esté presente en
esta region, es probable que no desempefie su funcién activa hasta que se
elimine la secuencia sefial y se pliegue adecuadamente. Por lo tanto, la IDE que
aun no han ingresado en la mitocondria carece de funcion biolégica relevante.
Por otro lado, como cabe esperar, la isoforma citoplasmatica, que carece de

secuencia sefal, no colocaliza con la red mitocondrial. (Figura 36B).

Estos resultados confirman que los vectores clonados con el gen de Ide
permiten la expresion eficiente del gen y, por lo tanto, son validos para

posteriores estudios funcionales.

105



RESULTADOS | Papel de la enzima degradadora de insulina (IDE) en el metabolismo hepdtico

6.2.2 Mutagénesis dirigida en la isoforma mitocondrial de IDE

Para comprender en profundidad la actividad catalitica de IDE y su
implicacion en el metabolismo, se decidié eliminar esta capacidad de
degradacion peptidica. Las modificaciones en la camara catalitica pueden
obstaculizar la union del sustrato a la enzima y la capacidad de degradacion. Al
introducir una mutacién especifica en uno de los aminoacidos que componen
esta camara, la actividad proteolitica de la enzima se ve impedida. Como esta
descrito en la literatura, un cambio en la histidina de la posicién 108 (IDEH08L,
IDEM198Q) [108] o en el acido glutAmico del aminoacido 111 (IDEF'11Q) [109]
supone la anulacion de la actividad enzimatica. Por otra parte, para comprender
los mecanismos de union, trafico y accion de IDE, se decidi6 realizar mutaciones
en la region de unidn al polianion, IDEK898A, K839A, S01A Esto afecta a la capacidad
de IDE para unirse a fosfolipidos presentes en una membrana plasmética, lo que
supone una ayuda a la hora de comprender la importancia de esta enzima en el

trafico vesicular.

EXPRESION Y LOCALIZACION DE IDE MUTANTES

Tras la comprobacion en la secuenciacién, se procedié a estudiar la
expresion de estos vectores en la linea celular HepG2-IDE-KO mediante WB. Se

utilizé como anticuerpo primario anti-IDE.
HepG2-IDE-KO
WT @ HL HQ EQ KA
R c— e G—

IDE

- -

GAPDH @) e aae S50 anp e

Figura 37. Expresion de los vectores plasmidicos mutantes de Ide mitocondrial en
células HepG2-IDE-KO. Expresion basal de IDE en HepG2 WT. Sobreexpresion de
GFP-IDE en células HepG2-IDE-KO transfectadas con los mutantes de actividad y
localizacion subcelular, en comparacion con el control HepG2-IDE-KO. Siendo @: HepG2-
IDE-KO; HL: IDEH108L: HQ: IDEH08Q: EQ: IDEFMIQ; KA: |IDEKB98AKBIASHL GEP como
control de carga.

Los resultados de WB mostraron en el caso de las células control WT, una
banda correspondiente a la expresion de IDE candnica. Asimismo, se comprobé

la ausencia de IDE en la linea HepG2-IDE-KO. Todos los plasmidos
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recombinantes mutados se expresaron, observandose la banda esperada a 140

kDa que coincide con la proteina GFP-IDE (Figura 37).

Finalmente, se estudi6 su localizacion para comprobar que el proceso de
mutagénesis no afecto al trafico y localizacion subcelular de GFP-IDE. Para ello,
los vectores mutantes fueron transfectados en la linea celular HepG2-IDE-KO.
Los resultados fueron satisfactorios. Todos los mutantes generados mantenian
su localizacion (Figura 38), como ocurre en el caso de la IDE no mutada

mostrada en la Figura 35.

IDEH108L IDEH108Q

|DEE111Q |DEK898A,K899A,8901A

Figura 38. Localizacion de IDE mutante. Transfeccion mediante fosfato calcico en
células HepG2. Localizacién principalmente citoplasmatica de IDE en células transfectadas
con los vectores mutantes de actividad y unién a membrana. GFP-IDE (verde) y DAPI (azul).
Escala de 5 um.

ACTIVIDAD DE IDE EN VECTORES MUTANTES

Para verificar la alteracion de la funcidbn enzimatica de los vectores
mutantes, ademas de la secuenciacion y expresion de proteinas, se realizd un
estudio enzimatico mediante el que se obtiene informacién sobre la actividad de
la proteina de interés. En este caso, se quiso verificar que las mutaciones
puntuales realizadas en las posiciones 108 y 111 del gen de Ide alteran dicha

funcion.
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Los resultados corroboraron la ausencia total de actividad en las células
HepG2-IDE-KO en comparacion con el control. Asimismo, las células
transfectadas con los mutantes de la actividad catalitica de IDE (H108L, H108Q
y E111Q) (Figura 39) mostraron una actividad indetectable comparable a las
células delecionadas. Por el contrario, las células que expresaron el mutante de
localizacion subcelular K898A,K899A,S901A no solo no pierden actividad, sino
gue la duplican. Este hallazgo es inesperado, dado que la literatura cientifica
indica que dicha mutacién reduce la actividad de la enzima debido a la

disminucién de la unién de los activadores a este sitio.

Por un lado, el incremento en la actividad observado podria explicarse por
el hecho de que la ausencia de union de aniones reduce la atraccion
electrostatica entre las dos paredes de la camara catalitica. Como resultado, la
enzima permanece en un estado abierto durante periodos mas prolongados, lo
gue la hace mas accesible a sus sustratos, potencialmente aumentando asi la

tasa de degradacion de proteinas.

250

Actividad IDE
RFU/mg proteina/min (%)

50

o

'l"T"T'? .
WT KO HL HQ EQ KA

Figura 39. Actividad de IDE de los vectores plasmidicos mutantes de Ide en células
HepG2-IDE-KO. Anulacion de la actividad enzimatica de IDE en las células HepG2-IDE-KO
comparadas con el control. Verificacién de la ausencia de actividad en los mutantes de la
camara catalitica, y sobreactivacion en el mutante de unién a la membrana plasmatica.
KO: HepG2-IDE-KO; HL: IDE™%L  HQ: IDEM®Q;  EQ: |pgElllQ. kA

IDEKB98A,K899A,5901

Por otro lado, modelos computacionales de acoplamiento sugieren que
existen multiples modos de unién no solo en el sitio identificado [120]. Ademas,
aungue se discutird con mayor profundidad mas adelante, se ha observado que
las células HepG2-IDE-KO presentan un aumento en la produccion de ATP, el
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cual es uno de los principales activadores de IDE. Por lo tanto, al incrementar la
disponibilidad de ATP, es razonable que la activacion de la enzima también se

vuelva mas accesible.

Con este ultimo ensayo se verifica completamente la integridad y correcta
generacion de los vectores con secuencias de Ide mutantes que se usaran para

los futuros estudios de funcién y localizacion.

6.3 SENALIZACION DE INSULINA

Como se ha descrito [148], el ratdn knockout de IDE especifico de higado
(L-IDE-KO) presenta un fenotipo que incluye hiperinsulinemia y resistencia a la
insulina, que fue demostrado por un impedimento en la via de sefializacion de
esta hormona. Para que el modelo de linea celular HepG2-IDE-KO que se ha
generado sea valido, debe de comportarse de una manera similar, sin perder de

vista que se trata de una linea inmortalizada y no de un organismo completo.
6.3.1 HepG2-IDE-KO

Se evalud la via de sefializacion intracelular de la insulina en la linea
celular HepG2 sin expresion de IDE (HepG2-IDE-KO). Para ello se analizaron
mediante WB los niveles de expresion de IDE, asi como los niveles totales y
fosforilados del receptor de insulina (IR) y de la proteina quinasa B (AKT), ambas
proteinas involucradas en la via de sefializacion. Las células fueron estimuladas
con 100 nM de insulina durante 5, 15 y 30 minutos y, a continuacion, fueron

recogidas para su procesamiento y andlisis.

Los resultados manifiestan una disminucion del ~80% en IR y AKT en
comparacion con las células WT, que se tomaron como control (Figura 40). La
estimulacién del IR (pIR) por parte de la insulina se vio afectada en un ~70% en
las HepG2-IDE-KO, en comparacién con las células de control. Este estudio
confirma una resistencia a la insulina en los hepatocitos HepG2-IDE-KO, al igual

gue lo que se observo en el modelo de raton L-IDE-KO.
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Figura 40. Sefializacién de insulina en HepG2 WT y HepG2-IDE-KO. (A) Imagen WB
representativa de la estimulacion de células HepG2 WT y KO con insulina a distintos
tiempos. (B) Cuantificacion de los niveles de p-IR, IR, p-AKT y AKT. Los datos son la
media + SEM. N=6. *p < 0.05 vs. Control t=0; #p < 0.05 vs. Tiempo. Estadistica mediante
One-Way ANOVA.

110



Papel de la enzima degradadora de insulina (IDE) en el metabolismo hepdtico | RESULTADOS

6.3.2 Reconstitucion de IDE en HepG2-IDE-KO

Recientes estudios sobre IDE confirman la existencia de otras funciones,
ademas de su capacidad en la degradacion de péptidos, como la regulacion de
la sefializacion de insulina en hepatocitos descrita en el apartado anterior. Se
desconoce si la regulacion de la cascada de sefalizacion se ve afectada por la
ausencia de la proteina IDE o por la falta de actividad enzimatica por la que se
conoce. Dilucidar este fendbmeno ayudara a entender en mayor profundidad los

mecanismos celulares y moleculares que subyacen a dicha regulacion.

Para llevar a cabo este estudio, se analiz6 la expresion de las proteinas
involucradas en la cascada de sefalizacion de insulina en células HepG2-IDE-
KO en las que se reconstituyen los niveles de IDE. Esta reconstitucion se realizé
mediante la transfeccidon de la isoforma mitocondrial de IDE candnica y aquella
en la que se introdujo una mutacion puntual que elimina su actividad catalitica
(|DEE111Q).

Tras una estimulacion de 15 minutos con insulina, se confirma que, al
igual que lo expuesto en la Figura 40, la ausencia de IDE impide la sefializacion,
lo que disminuye en torno a un 50 % la expresion tanto de IR y AKT como de la

fosforilacion del receptor (Figura 41).

El resultado observado en las células con delecién genética de IDE en
las que se restablece la expresion de la isoforma mitocondrial nativa fue una
recuperacion casi total de la activacion del receptor de insulina (p-IR) y de IRy
AKT a niveles comparables al control WT (Figura 41). Ademas, cabe destacar
gue el resultado fue el mismo que cuando se restablece la expresion de la IDE

cataliticamente inactiva E111Q.

Por lo tanto, con estos resultados se confirma la validez de la linea celular
generada por su similitud con lo visto en el modelo animal L-IDE-KO. Asimismo,
se demostré que la isoforma mitocondrial es la responsable de la funcion de
sefializacion de insulina en los hepatocitos, independientemente de su actividad

proteolitica.
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Figura 41. Reconstitucion de la sefalizacién de insulina en HepG2-IDE-KO. (A)
Imagen WB representativa de la estimulacion de insulina 100 nM a 15 minutos de células
HepG2 WT, KO y con expresion reconstituida de la isoforma mitocondrial WT y mutada
E111Q. (B) Cuantificacion de los niveles de p-IR, IR, p-AKT y AKT. GAPDH como control
de carga. Los datos son la media + SEM. N=3. Estadistica mediante One-Way ANOVA.
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6.4 SENALIZACION DE GLUCAGON

6.4.1 Accion del glucagon en la generacion de ATP

En las células hepaticas, la estimulacion con glucagdn promueve tanto la
gluconeogénesis como la glucogendlisis, lo que resulta en un aumento de
glucosa en sangre para satisfacer la demanda metabdlica del organismo. La
gluconeogénesis es estimulada por el glucagon a través del incremento en la
expresion de genes gluconeogénicos.

De otra parte, la glucosa es el punto de partida para la produccion de
energia que se obtiene principalmente a través de la generacion de ATP en las
mitocondrias mediante la fosforilacibn oxidativa, lo que supone un mayor
consumo de oxigeno por parte de la célula. Para corroborar estos hechos, se
realizo un estudio metabdlico mediante Seahorse en las células AML12 WT

sometidas a estimulacién con glucagon 50 ng/ml durante 1 hora.

Los resultados no mostraron cambios en el consumo de oxigeno (OCR)
basal tras la estimulacién con glucagon (Figura 42A). Sin embargo, la capacidad
méxima de las células estimuladas con glucagon aumenté un 15% en
comparacion con las células control sin estimular. La Figura 42C, que se
corresponde con el mapa energético, resume la variacién en la capacidad de
respuesta al estrés celular, mediado por FCCP, y el potencial bioenergético de
las células tratadas con glucagon medido en términos de capacidad de reserva
en la Figura 42B. Estas diferencias indican un fenotipo mas energético en

respuesta a dicha hormona hepatocitos.

Ademas, se muestra que las tasas de produccion de ATP mitocondrial y
glucolitico aumentaron ligeramente en comparacion con las células control, con

un claro predominio de la produccion de ATP mitocondrial (Figura 42B).
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Figura 42. Analisis metabdlico Seahorse de AML12 WT con estimulo de glucagdn. (A)
Grafico representativo del consumo de oxigeno (OCR) de las células AML12 control y con
estimulacion con glucagon 50 ng/ml durante 1h. (B) Mapa energético en condiciones
basales y en respuesta a estrés mediante FCCP. (C) Analisis de respiracién basal y maxima,
capacidad de reserva y, producciéon de ATP glucolitico y mitocondrial. Los datos son la
media + SEM. N=12. *p<0.05 vs. control. Estadistica mediante T-Test.

6.4.2 Expresion de genes gluconeogénicos

En condiciones fisiolégicas, durante el ayuno el glucagén promueve la
gluconeogénesis hepatica, lo que contribuye a la regulaciéon de los niveles de
glucosa en sangre. Asimismo, el experimento anterior indica que esta hormona
estimula la respiracion y la produccion de ATP mitocondrial. Sin embargo, en
condiciones fisiopatoldgicas esto puede verse alterado. Nuestro grupo ha

descrito que el modelo de raton L-IDE-KO presenta un fenotipo de hiperglucemia
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[148]. Ademas, la estimulacién de estos hepatocitos primarios con glucagén
provocé una sobreestimulacion de la cascada de sefalizacion. El ratio p-
CREB/CREB aumenté un 33% tras una hora de estimulacién con glucagon, en
comparacion con los ratones control (Datos pendientes de publicacion). De este
modo, la produccion hepética de glucosa es incontrolada, lo que conduce a la

hiperglucemia.

Para investigar mas a fondo el mecanismo de regulacion de IDE en la
homeostasis de la glucosa, los hepatocitos primarios extraidos de ratones WT y
L-IDE-KO fueron estimulados con glucagén para evaluar los niveles hepaticos
ARNmM de Pckl y G6pc mediante RT-qPCR, como se describe en la metodologia.

Los hepatocitos fueron estimulados con 50 ng/ml durante O y 1 hora.

Pck1 ARNm G6pc ARNm
200 * 15- *
150 | |
g 1004 8 10
2
g 3
X LJ 8
g g °
24
0- 0-
Glucagon - + - + Glucagon - + - +
WT L-IDE-KO WT L-IDE-KO

Figura 43. ARNm de genes gluconeogénicos Pckl y G6pc en hepatocitos primarios
mediante qPCR. Tratamiento con glucagén a 1h en hepatocitos primarios extraidos de
ratones WT y L-IDE-KO de 4 meses. Los datos fueron normalizados por L18. Los datos
son la media + SEM. N=4-6. *p < 0.05. Estadistica mediante One-Way ANOVA.

Como estaba descrito, tanto en los hepatocitos primarios WT como los L-
IDE-KO, la expresion de Pckl y G6pc aumenta significativamente tras la
estimulacién, a diferencia del control sin estimular (Figura 43). Tras 1h de
estimulacidn, los niveles de expresion se duplicaron en los ratones L-IDE-KO con
respecto al control. Estos resultados fueron similares a los obtenidos en la linea
celular AML12-shRNA-IDE que presenta una deficiencia del 50% de expresion

de la proteina (Datos pendientes de publicacion).
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6.4.3 Produccion de glucosa

Con la confirmacion del aumento en los niveles de ARNm de los genes
gluconeogénicos, tanto en los hepatocitos primarios de raton L-IDE-KO como en
la linea AML12-shRNA-IDE, se quiso comprobar el aumento en los niveles de
glucosa por la sobreactivaciéon de la gluconeogénesis y glucogendlisis en
ausencia de IDE. Ademas, para profundizar en la funcion de IDE, se sugirid
distinguir el grado de importancia de cada una de las isoformas de la enzima en

este proceso.

Para ello, se realizé un estudio de produccion de glucosa en la linea
celular AML12 control y shRNA-IDE. Las células shRNA-IDE fueron
transfectadas con las isoformas mitocondrial y citoplasmaética para reconstituir la

proteina y, posteriormente, se trataron con glucagon 50 ng/ml durante 1h.

Los resultados mostraron un aumento en la produccion de glucosa en las
células shRNA-IDE en basal y tras la estimulacion (Figura 44). Esto confirma los

resultados observados en Pckl y G6pc a nivel de ARNm.
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Figura 44. Produccidon de glucosa en AML12 shRNA-IDE y control. Analisis de la
glucosa producida tras 1h de estimulacion con glucagon 50 ng/ul en células control, shRNA-
IDE y con sobreexpresion de las isoformas mitocondrial y citoplasmatica. Los datos son
la media + SEM. N=3. Estadistica mediante One-Way ANOVA.
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Cuando se reconstituyé la isoforma mitocondrial IDE-Met?, la produccién
de glucosa en estas células permanecié sin cambios. Por el contrario, aquellas
gue sobreexpresaron la isoforma citoplasmatica IDE-Met*? disminuyeron la

produccion de glucosa a niveles comparables a las células control.

Estos resultados reflejan que la isoforma citoplasmatica es la responsable

de la regulacion de la produccion de glucosa en los hepatocitos.

6.5 BIOENERGETICA EN HEPATOCITOS

6.5.1 Estudio metabolémico

En consonancia con los resultados anteriores, la desregulacion del
metabolismo hepético en condiciones patoldgicas, como la DM2 o la ausencia
de IDE en higado, puede llevar a alteraciones significativas en el metabolismo
energético y homeostasis celular. Para investigar de manera exhaustiva los
efectos de la deficiencia de IDE en los hepatocitos, se realizé un estudio
metabolémico con el fin de examinar los efectos de la sobreestimulacion de la

via de sefalizacion del glucagon en la linea celular AML12-shRNA-IDE.

Se llevé a cabo un andlisis detallado del perfil metabolomico de los
hepatocitos, enfocandose en los metabolitos intermedios del ciclo de Krebs. Este
analisis reveld un aumento en la mayoria de los metabolitos intermedios
estudiados. Asimismo, se observo un incremento en la concentracion de piruvato
(Figura 45) posiblemente como consecuencia del aumento de glucosa descrito

en la Figura 44.

Dependiendo de la disponibilidad de oxigeno y de la demanda energética,
el piruvato posee dos destinos principales: convertirse en lactato o en acetil-CoA.
En las células AML12-shRNA-IDE se observo un aumento en la concentracion
de lactato mientras que el acetil-CoA no se vio alterado (Figura 45). Aunque los
valores de acetil-CoA se mantienen estables, la continua entrada vy
transformacion de este en el ciclo de Krebs puede explicar el aumento de la

concentracion de los metabolitos intermedios. Ademas, el oxalacetato, que forma
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parte del ciclo de Krebs, puede obtenerse del piruvato a través de la enzima
piruvato carboxilasa sin necesidad de pasar por acetil-CoA, lo que corrobora que
los niveles de este se mantengan sin variacién. Este analisis revelé un aumento
en la concentracion de citrato, a-cetoglutarato, succinato, fumarato, malato y

oxalacetato (Figura 45).
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Figura 45. Perfil metabolomico en AML12-shRNA-IDE. A) Analisis de los metabolitos
intermedios del ciclo de Krebs en AML12 con deficiencia de IDE y células control. Los datos
son la media + SEM. N=6. Estadistica mediante T-Test. B) Esquema del ciclo TCA.
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Como consecuencia del aumento en la actividad del ciclo de los acidos
tricarboxilicos, el analisis reveld6 un aumento en los niveles de ATP, con la
consiguiente disminucion de ADP (Figura 45). Esto puede deberse a la generacion
de ATP a través de la activacion del ciclo TCA, o bien a una mayor eficiencia en la
fosforilacion oxidativa, dado que la generacion de FADH2 y NADH también contribuyen a

este proceso, aungue la concentracion de estos no varie.

6.5.2 Actividad mitocondrial

Con la intencion de seguir desentramando el efecto de IDE en el
metabolismo bioenergético, se realizé un andlisis de la respiracion celular
mediante Seahorse. Se midieron los valores de consumo de oxigeno (Figura
46A) y tasa de acidificacion del medio extracelular (ECAR) en la linea celular
HepG2-IDE-KO generada mediante CRISPR/Cas9. Los resultados mostraron un
aumento significativo del consumo de oxigeno, tanto basal como de capacidad
maxima lo que caus6 a su vez, un aumento en la capacidad respiratoria de reserva
en las células con delecion de IDE (Figura 46B). Como se muestra en el
diagrama (Figura 46C), estos resultados indican un fenotipo mas energético en
comparacioén con el control

Este analisis metabdlico mostré un aumento significativo en la produccion
de ATP mitocondrial y una tendencia en el producido en la glucdlisis (Figura
46B). La diferencia en los valores de produccién de ATP glucolitico y mitocondrial
gue se observa en estas células es comparable con la mostrada en la linea
AML12 WT (Figura 42B), lo que apoya los resultados obtenidos. Estos
resultados demostraron que los hepatocitos carentes de IDE exhiben un fenotipo

mas energético debido a la activacion del metabolismo oxidativo.

Ademas, los valores de ECAR (Figura 46D) mostraron un aumento en
ausencia de IDE, lo que indica un incremento de la glucdlisis, en el que la glucosa
se convierte en acido lactico en condiciones anaerdbicas. Esto concuerda con el
aumento de la concentracion de lactato observado en las células deficientes de
IDE (Figura 45A).
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Figura 46. Analisis metabdlico Seahorse en HepG2-IDE-KO. (A) Grafico representativo
del consumo de oxigeno (OCR) de las células HepG2 control y carentes de IDE. (B)
Andlisis de respiracion basal, maxima, capacidad de respuesta a estrés y, produccion de
ATP glucolitico y mitocondrial. (C) Mapa energético en condiciones basales y en
respuesta a un estrés metabolico (FCCP). (D) Tasa de acidificacion extracelular (ECAR).
Los datos son la media + SEM. N=6. *p<0.05 vs. control. Estadistica mediante T-Test.
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6.5.1 Reconstitucion de IDE

El metabolismo energético en ausencia de IDE puede verse afectado por

la carencia de la proteina o por la falta de actividad enzimética de esta.

Para llevar a cabo este estudio, se analiz6 el metabolismo energético
mediante Seahorse en células HepG2-IDE-KO en las que se reconstituyen los
niveles de IDE. La reconstitucion se llevé a cabo mediante transfeccion de la
isoforma mitocondrial de la IDE canoénica y aquella en la que se inactivo su

actividad catalitica mediante mutacién puntual (IDEE1Q),

Los resultados mostraron una recuperacion del fenotipo mitocondrial
hacia uno menos energético. Como se muestra en la Figura 47B, el consumo
de oxigeno basal y maximo disminuyé significativamente en aquellas células
reconstituidas en comparacion con el control HepG2-IDE-KO. De la misma
manera, la capacidad de reserva de estas células se encontré reducida. La
produccion de ATP, tanto glucolitico como mitocondrial, también se encontro

disminuida, observando de nuevo una mayor produccion en la mitocondria.

La disminucion de OCR y ECAR (Figura 47A,C) indica que el fenotipo
metabolico de las células reconstituidas tanto con la isoforma mitocondrial
canolnica como con la mutante de la actividad catalitica se restablece hasta
valores cercanos a los observados en las células WT. Esto confirma que la
isoforma mitocondrial de IDE es la responsable de la regulacion de la respiracion

mitocondrial, independientemente de su actividad catalitica.
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Figura 47. Andlisis metabdlico Seahorse en HepG2-IDE-KO con reconstitucion de
IDE mitocondrial candnicay sin actividad catalitica (E111Q). (A) Gréfico representativo
del consumo de oxigeno (OCR) de las células HepG2-IDE-KO y transfectadas con IDE. (B)
Analisis de respiracion basal, maxima, capacidad de respuesta a estrés y, produccion de
ATP glucolitico y mitocondrial. (C) Tasa de acidificacion (ECAR). Los datos son la media +
SEM. N=6. *p<0.05 vs. HepG2-IDE-KO. Estadistica mediante One way ANOVA.
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Para verificar dichos resultados, se realizé el mismo andlisis de estrés
metabdlico en la linea de hepatocitos AML12 con deficiencia de IDE (AML12-
shRNA-IDE). Cualitativamente, los resultados son similares a los obtenidos en la
linea HepG2. En la Figura 48A se observa que las células con deficiencia de
IDE mostraron un fenotipo mas energético, con mayor consumo de oxigeno
basal y maximo, en comparacion con el control. Asimismo, la capacidad
respiratoria de respuesta también mostré un aumento en las células carentes de
IDE (Figura 48B). Sorprendentemente, las células control carecieron de

capacidad de respuesta frente a una demanda metabdlica.

Por otro lado, en las células AML12-shRMA-IDE se observo un aumento
en la produccion de ATP mitocondrial (Figura 48C) y en la tasa de acidificacion
(Figura 48D) en comparacion con las células control. Curiosamente, los valores
de produccién de ATP derivado de la glucdlisis y de la fosforilacion oxidativa son
similares. Esto es contradictorio debido a que los analisis metabdlicos previos en
hepatocitos HepG2 y AML12 muestran una mayor concentracion de ATP

mitocondrial que glucolitico.
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Figura 48. Anédlisis metabodlico Seahorse en AML12 shRNA con reconstitucion de
IDE mitocondrial candnicay sin actividad catalitica (E111Q). (A) Gréfico representativo
del consumo de oxigeno (OCR) de las células AML12 control, shRNA- IDE y transfectadas
con IDE. (B) Analisis de respiracién basal, maxima, capacidad de respuesta a estrés (C)
Produccién de ATP glucolitico y mitocondrial. (D) Tasa de acidificacion (ECAR). Los datos
son la media + SEM. N=6. *p<0.05 vs. AML12-shRNA-control. Estadistica mediante One-
Way ANOVA.
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6.5.2 Expresion de complejos de la ETC y OXPHOS

La preservacion de funcion mitocondrial referida a la fosforilacion
oxidativa esta estrechamente vinculada a la expresion y actividad de los
complejos de la cadena de transporte de electrones (ETC). Estos complejos,
gue se encuentran en la membrana interna de la mitocondria, desempefian un
papel crucial en la generacion de ATP a través de la fosforilacion oxidativa. Por
ello, se estudié la expresion de los complejos de la ETC en el modelo celular
HepG2 carente de IDE. Ademas, se investigo el papel de la isoforma

mitocondrial en la regulacion de este proceso.

Para llevar a cabo este estudio, las células HepG2-IDE-KO fueron
reconstituidas con la isoforma mitocondrial de IDE. Posteriormente, tanto las
células WT como las células deficientes de IDE, transfectadas y no
transfectadas, fueron estimuladas con glucagén 50 ng/ml a tiempos cortos,
especificamente a los 0, 10 y 20 minutos.

Seguidamente, se analizé la expresion de subunidades que forman cada
uno de los complejos de la ETC mediante WB. Los resultados no mostraron
cambios significativos en la expresion, tanto en basal como en condiciones de
estimulacién. Como se muestra en la (Figura 49), las subunidades nDUFB8
(complejo 1), SDHB (complejo II), Core2 (complejo IIl), COXI (complejo IV) y
ATPS5F1a (complejo V) permanecen sin cambios, tanto en las células carentes

de IDE como en las reconstituidas con la isoforma mitocondrial IDE-Met?.

Estos resultados indican que, al menos las subunidades estudiadas de
cada complejo mitocondrial no parecen ser dependientes de IDE. Esto no
descarta la posibilidad de una regulacién a nivel proteico, sino que sugiere que
la regulacion podria estar mediada por otras subunidades o depender de la

actividad funcional de alguno de los complejos.
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Figura 49. Expresion de los complejos de la cadena de transporte de electrones
mitocondrial en HepG2. (A) Imagen WB representativa de la expresién de los complejos
de la ETC con estimulacion de glucagén a 10 y 20 minutos de células HepG2 WT, KOy con
expresion reconstituida de la isoforma mitocondrial WT. (B) Cuantificacion de los niveles de
complejo | (nDUFB8), complejo Il (SDHB), complejo Il (Core2), complejo IV (COXI) y
complejo V (ATP5F1a). GAPDH como control de carga. Los datos son la media + SEM. N=3.
Estadistica mediante One-Way ANOVA.
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6.5.3 Estudio transcriptdmico

Para comprender mejor los mecanismos implicados en el fenotipo
energético de los hepatocitos deficientes de IDE, se llevaron a cabo analisis
transcriptomicos en células control y HepG2-IDE-KO. Como muestra la Figura
50A, la delecion de IDE resultd en la sobreexpresion de un amplio conjunto de
transcritos de genes en comparacion con las células de control. Por el contrario,
pocos genes fueron regulados negativamente, siendo estos en gran parte los
implicados en el metabolismo lipidico y el citoesqueleto. Entre ellos destacan la
proteina asociada a microtibulos EML1, la reguladora del citoesqueleto de
actina EVL y la subunidad gamma 4 de la proteina G, GNGA4.

La mayoria de los transcritos regulados al alza estan implicados en
funciones celulares asociadas con membranas, organulos y receptores de
sefializacion. Ademas, algunos genes clave relacionados con el metabolismo de
carbohidratos, como la subunidad catalitica 1 de la glucosa-6-fosfatasa (G6PC1),
la proteina que contiene un dominio de hexocinasa 1 (HKDC1), la fosfodiesterasa
4D (PDEA4D), la proteina de regulacion de estrés celular S100A10 y el
transportador de glucosa-6-fosfato (SLC37A2) mostraron un aumento en su
expresion. También se observé una sobreexpresion en genes implicados en la
funcién mitocondrial, como la proteina desacopladora 2 (UCP2), la subunidad 6
de la NADH deshidrogenasa (NDUFAG6; Complejo 1) y la glutation peroxidasa 3
(GPX3).

El andlisis del diagrama de Venn (Figura 50B) destaca que una

caracteristica comun en todas las funciones celulares alteradas en los

hepatocitos deficientes de IDE es la sobreexpresion de UCP2.
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6.6 MORFOLOGIA MITOCONDRIAL

6.6.1 Estudio de histomorfometria mitocondrial

La relacién entre la respiracion y la morfologia mitocondrial es clave. Esto
es debido a que alteraciones en la capacidad respiratoria pueden reflejar cambios

en la forma, tamafio y organizacién de la red mitocondrial.

Como consecuencia del aumento significativo en la respiracion
mitocondrial en las células carentes de IDE (Figura 46), se decidio estudiar la
morfologia de la red mitocondrial. Para llevar a cabo dicho estudio, se marcaron
las mitocondrias mediante la transfeccion de las células con un vector plasmidico
que contiene una secuencia de direccion mitocondrial y una proteina
fluorescente roja. Este proceso se llevé a cabo en tres modelos celulares: la linea
celular carente de IDE HepG2, en las deficientes de IDE AML12 y en hepatocitos

primarios aislados de ratones WT e IDE-KO.

Los resultados obtenidos a través del Mitochondrial Analyzer muestran un
aumento del nimero de mitocondrias individuales en cada célula (Figura 51B) y
una reduccién del area (Figura 51C) y del volumen (Figura 51D) de cada
mitocondria. De igual forma, se observé aumento en el ratio de esfericidad
(Figura 51E) que, en conjunto, indica una fragmentacion mitocondrial debido a
la ausencia de IDE. Asimismo, se observo una reduccion significativa del nimero
(Figura 51F) y longitud de las ramificaciones mitocondriales (Figura 51G). La
disminucién en el numero de bifurcaciones de las ramas (Figura 51H) y en los
puntos de posible interconexion mitocondrial (Figura 51I), junto con los
resultados anteriormente descritos, indican un fenotipo mitocondrial individual y

menos interconectado.

En resumen, los perfiles morfolégicos obtenidos en los modelos IDE-KO
(Figura 51), AML12shRNA-IDE (Figura 52) y HepG2-IDE-KO (Figura 53),
muestran un fenotipo de fragmentacion y menor conectividad de la red
mitocondrial en ausencia de IDE. Esto refuerza que existe una relacion entre la
actividad respiratoria mitocondrial y su morfologia, en la que IDE juega un papel

fundamental en estos procesos.
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Figura 51. Andlisis de la estructura mitocondrial en hepatocitos aislados de ratones
WT e IDE-KO. (A) Imagen representativa de la red mitocondrial en hepatocitos de ratones
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(E) Ratio de esfericidad. Valor 1 = Mitocondria esférica, Valor 0 = Mitocondria alargada e
irregular. (F) Namero de ramificaciones por mitocondria. (G) Longitud de cada ramificacion.
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N=30. *p<0.05 vs. control. Estadistica mediante T-Test.
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Figura 53. Andlisis de la estructura mitocondrial en HepG2-IDE-KO. (A) Imagen
representativa de la red mitocondrial en HepG2 WT y HepG2-IDE-KO. Mitocondria (rojo),
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mitocondria. (G) Longitud de cada ramificacion. (H) Namero de bifurcaciones por cada
ramificacion. (I) Namero de puntos finales de cada ramificacion y posible punto de conexién
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Con el fin de identificar cual de las isoformas de IDE es la responsable de
este fenotipo morfolégico producido por la ausencia de la proteina, se analizo el
perfil morfolégico en células HepG2-IDE-KO en las que se reconstituyeron los
niveles de IDE. Dicha reconstitucion se llevé a cabo mediante la transfeccion de

la isoforma mitocondrial (IDE-Met?) o citoplasmatica (IDE-Met*?) de IDE.

Aparentemente, ni la reconstitucion de la isoforma mitocondrial ni de la
citoplasmatica producen un cambio en la morfologia ni en la complejidad de la
red mitocondrial en estas células en comparacién con las células control carentes
de IDE (Figura 54). A pesar de observar variaciones en los distintos
experimentos realizados, la variabilidad hizo que el conjunto de resultados no

mostrara diferencias significativas.

Esto indica que los resultados obtenidos presentan una precision limitada,
lo que compromete su fiabilidad y, en consecuencia, disminuye su capacidad
para ofrecer conclusiones definitivas. Por ello, es necesario realizar mas

experimentos al respecto para obtener conclusiones mas solidas y completas.
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1 = Mitocondria esférica, Valor 0 = Mitocondria alargada e irregular. (F) Numero de
ramificaciones por mitocondria. (G) Longitud de cada ramificacion. (H) Numero de
bifurcaciones por cada ramificacion. (I) Nimero de puntos finales de cada ramificacion
y posible punto de conexién entre mitocondrias. Los datos son la media £ SEM. N=30.
Estadistica mediante One-Way ANOVA.
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6.6.2 Estudio de la maquinaria proteica

La morfologia mitocondrial esta regulada a través de las proteinas
involucradas en la dinamica mitocondrial. La fusion esta mediada principalmente

por Mfn1, Mfn2 y Opal, mientras que la fision esta regulada por Drply Fisl.

En este trabajo se observé una alteracion en la morfologia de hepatocitos
carentes de IDE. En consecuencia, se procedié a investigar en detalle el
mecanismo regulador de dicho proceso en el que se analizo la expresion de la

magquinaria proteica involucrada en esta regulacion dinamica.

Con este fin, las células HepG2-IDE-KO fueron transfectadas con la
isoforma mitocondrial de IDE. Posteriormente, tanto las células WT como las
células deficientes de IDE, transfectadas y no transfectadas, fueron estimuladas
con glucagbn a una concentracion de 50 ng/ml durante tiempos cortos,

especificamente a los 0, 10 y 20 minutos.

En las células HepG2-IDE-KO, asi como en las reconstituidas con la
isoforma mitocondrial de IDE, no se observaron cambios en la expresion de las
proteinas de fusion Mfnl, Mfn2 y Opal en comparacion con las células control
WT, tanto en condiciones basales como tras la estimulacién con glucagén
(Figura 55). Estos resultados demuestran que el efecto de la ausencia de IDE

sobre la dinamica mitocondrial no se debe a una menor capacidad de fusion.

Sin embargo, se observo una reduccién en la expresion de las proteinas
de fisién Drpl y Fisl (Figura 55) en células HepG2-IDE-KO con reconstitucion
de la IDE mitocondrial, en comparacion con las células carentes de IDE. Esto
indica que los efectos en la dinamica mitocondrial mediados por la isoforma

mitocondrial de IDE se deben a una menor capacidad de fision.
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Figura 55. Expresion de proteinas de dinamica mitocondrial en HepG2. (A) Imagen
WB representativa de la expresion de las proteinas de fusiéon (Mfnl, Mfn2, Opal) y fision
mitocondrial (Drpl y Fisl) con estimulacién con glucagon a 10 y 20 minutos en células
HepG2 WT, KO y con expresion reconstituida de la isoforma mitocondrial. (B) Cuantificacion
de los niveles de proteinas de fusion y fision. GAPDH como control de carga. Los datos son
la media + SEM. N=3. *p<0.05 vs. Control. Estadistica mediante One-Way ANOVA.
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IDE como diana terapéutica en el tratamiento de la DM2

La diabetes mellitus se ha convertido en una de las pandemias mas
relevantes del siglo XXI, con una tasa de prevalencia global en adultos que ha
ascendido del 4.7% en 1980 al 10,5% en 2021. En 2021, se informé que esta
enfermedad representd mas del 30% de las muertes a nivel global [2]. Estas
cifras enfatizan la necesidad urgente de detener la expansién de esta patologia,
lo que solo se logrard a través de un entendimiento mas profundo de la

enfermedad a nivel celular y molecular.

A pesar de los notables progresos alcanzados en las ultimas décadas, los
tratamientos para esta enfermedad no son totalmente satisfactorios. El
tratamiento actual de la DM2 se basa en un enfoque multidimensional que
incluye modificaciones en el estilo de vida, medicamentos y, en algunos casos,
intervenciones quirargicas. Inicialmente, se recomienda la adopcion de una dieta
equilibrada [177, 178] y un aumento en la actividad fisica [179, 180], ya que estas
medidas pueden mejorar la sensibilidad a la insulina y ayudar a controlar los
niveles de glucosa en sangre. Cuando las modificaciones en el estilo de vida no
son suficientes, se utilizan farmacos orales, como metformina, sulfonilureas e
inhibidores de SGLT2, que actian a través de diferentes mecanismos para
regular la glucosa [10, 181-183]. En casos mas avanzados, se puede considerar
la insulina exdgena o tratamientos mas recientes, como los agonistas del
receptor de GLP-1. Actualmente, se esta desarrollando un prometedor farmaco
basado en el tiple agonista de GLP-1, GIP (péptido insulinotrépico dependiente
de glucosa) y glucagon. Este farmaco, retatrutida, mejora la secrecion de
insulina, reduce los niveles de glucosa en sangre, tiene efectos sobre el
metabolismo lipidico y promueve la pérdida de peso [184]. A pesar de los
progresos en los tratamientos, el cumplimiento de la terapia y la personalizacion
del enfoque terapéutico son fundamentales para optimizar los resultados en los

pacientes con DM2.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, existen tres pilares
fundamentales para reducir la expansion y desarrollo de la DM2: la prevencion,
el diagndstico y el tratamiento. En este contexto, la enzima IDE ha despertado

un gran interés como posible objetivo terapéutico en el tratamiento de pacientes
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con DM2. Sin embargo, la expresion y funcién de IDE en la contribucion
fisiopatoldgica de esta enfermedad no parece estar clara. Un niumero creciente
de investigaciones ha vinculado caracteristicas metabdlicas de la DM2 con
alteraciones en los niveles de la enzima IDE [7, 8, 133-141]. No obstante, debido
a que la mayoria de los estudios clinicos se han limitado a la evaluacién
fenotipica basada en pruebas de suero o plasma, la relacion entre causa y efecto
contintia siendo un tema sin aclarar. Por lo tanto, se han realizado estudios de
ganancia y pérdida de funcién de IDE en modelos animales experimentales para
evaluar si es un buen obijetivo terapéutico y prevenir el desarrollo de patologias

relacionadas con la diabetes tipo 2.

Por un lado, cabe destacar el uso de la metformina como uno de los
farmacos mas utilizados para el tratamiento de la DM2, con posible efecto
protector para la enfermedad de Alzheimer. El tratamiento con metformina en un
modelo transgénico de raton con enfermedad de Alzheimer mostrd una
reduccion en la acumulacion de placas de AB en el cerebro de los ratones,
principal causa de desarrollo de esta patologia. Esto indica, al igual que se ha
visto en humanos [135], una relacion entre el uso del farmaco antidiabético y el
aumento en la actividad de IDE [135, 185].

Por otro lado, en el modelo de rata diabética Goto-Kakizaki se ha
demostrado que la doble mutacion H18R y A890V en el gen de Ide produce una
disminucién en la capacidad de degradar insulina y, por ende, resistencia a la
misma [133].

Dado que estos estudios muestran que la alteracion de la IDE esta
relacionada con la fisiopatologia y el tratamiento de DM2, se investigo el impacto
directo de IDE en el metabolismo celular mediante su inhibicion genética en

modelos animales.

Los hallazgos obtenidos en ratones con eliminacion total de IDE (IDE-KO)
respaldaron la nocion de que la inhibiciébn de la actividad de IDE conduce a
hiperinsulinemia. Sin embargo, este modelo de raton desarrolld resistencia a la
insulina e intolerancia a la glucosa, lo cual fue explicado por los autores como un

fenotipo secundario debido a la hiperinsulinemia [142-145]. Estas observaciones
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motivaron a nuestro grupo al desarrollo de nuevos modelos murinos con
eliminacion especifica de IDE, mediada por Cre-loxP, para obtener un

conocimiento més detallado sobre el impacto de esta proteina.

Por un lado, la eliminacion genética de Ide en células B pancreaticas
(ratones B-IDE-KO) se asocia con niveles elevados de péptido C en plasma,
probablemente debido a una secrecién de insulina constitutiva. Esto conduce a
la resistencia a la insulina hepatica, aunque con una tolerancia a la glucosa
normal [146]. Por otro lado, la eliminacion dirigida de Ide en células a (ratones A-
IDE-KO) provoca una secrecion constitutiva de glucagén, lo que resulta en
hiperglucagonemia [147]. Finalmente, la eliminaciébn genética de Ide en
hepatocitos (ratones L-IDE-KO) resulta en intolerancia a la glucosa y resistencia
a la insulina hepatica, sin alterar la secrecion y degradacion de esta [148]. Por el
contrario, la sobreexpresion de IDE en el higado mejora la resistencia a la
insulina y la intolerancia a la glucosa, sin alterar la eliminacién de dicha insulina

en ratones obesos inducidos por la dieta [149].

Cada uno de estos modelos de ratén de IDE presenta caracteristicas de
las alteraciones metabolicas observadas en el contexto de la DM2 y la obesidad,
lo que respalda la idea de que las variaciones en los niveles de expresion de IDE
se asemejan a las caracteristicas de un fenotipo diabético. Asi se sugiere que la
pérdida de IDE podria tener un papel clave en la patogénesis de la hiperglucemia
en DM2. Comprender los mecanismos moleculares involucrados se vuelve
esencial para desarrollar enfoques terapéuticos efectivos en la lucha contra la

diabetes mellitus.

Requlacion de la sefalizacion de insulina

Los ratones L-IDE-KO, que presentan resistencia a la insulina, poseen
niveles reducidos del receptor de insulina IR y una disminucién en la
fosforilacion de este [148], lo que indica un blogueo en su via de sefalizacion en
el higado. Ademas, se observé una reduccion en la actividad de AKT1 y AKT2,
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con un aumento en la expresion de genes gluconeogénicos como Pckl y G6pc,

lo que sugiere que FoxO1 se transloca al nucleo y activa la gluconeogénesis.

Tomando como referencia este modelo murino, se decidié generar una
linea celular inmortalizada con delecion completa de IDE a partir de la linea
HepG2 mediante tecnologia CRISPR/Cas9. Dicha delecién se comprobé a nivel
de ADN (PCR convencional), de proteina (Western Blot) y de actividad (ensayo

enzimatico).

Asimismo, se analiz0 la sefializacion de insulina en este nuevo modelo
celular, comprobandose que, al igual que en los ratones L-IDE-KO, las proteinas
clave de la via de sefalizacion y sus niveles de fosforilacién estaban
significativamente reducidos. Esta alteracion en la sefalizacion apunta a una
disfuncion en los mecanismos de regulacién de la insulina, lo que refuerza la
validez del modelo. Por tanto, este sistema in vitro constituye una plataforma
sélida para explorar con mayor profundidad los mecanismos moleculares que
regulan la via de la insulina y su impacto en el metabolismo celular, abriendo

nuevas posibilidades para el desarrollo de estrategias terapéuticas.

Hace tan solo dos décadas se descubrieron dos sitios de inicio de
traduccion en Ide que codifica las proteinas Met!-IDE y Met*?-IDE. Mientras que
Met**-IDE tiene una localizacion citoplasmatica, Met!-IDE contiene una
secuencia que la dirige a la mitocondria [103]. Alun se desconoce el papel
especifico de cada isoforma, lo que plantea importantes preguntas sobre sus
funciones en distintos contextos celulares y sus implicaciones en el metabolismo

de la glucosa.

Por ello, en este trabajo se llevaron a cabo investigaciones con el objetivo
de dilucidar cual de las dos isoformas de IDE es responsable de la resistencia a
la insulina observada en el modelo celular HepG2-IDE-KO. Los resultados
revelaron que la isoforma mitocondrial restauraba los niveles normales de las
proteinas implicadas en la sefializacion de insulina y los niveles de fosforilacion,
lo que sugiere que esta es la principal responsable de dicho proceso. La
ausencia de IDE en las mitocondrias puede influir en la produccion de ROS, lo

gue puede activar la quinasa N-terminal c-Jun (JNK). Cuando JNK se activa de
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forma excesiva puede fosforilar IRS-1 en residuos de serina y treonina, lo que
reduce la capacidad de IRS-1 de ser fosforilada en tirosina [186]. Esta
fosforilacion inhibe la capacidad de IRS-1 para transmitir la sefial de insulina, lo
gue resulta en una disminucién de la sefializacion y contribuye a la resistencia a
la hormona. Ademas, la sobreproduccién de ROS puede activar factores de
transcripcion que promueven la expresion de genes involucrados en la
lipogénesis, e inhiben la expresion de aquellos que facilitan la oxidacion de
lipidos [187]. Esto podria explicar el papel regulador de IDE dentro de la
mitocondria en la sefalizacion de insulina. No obstante, es necesario profundizar
en el papel de la isoforma citoplasmatica para determinar si la mitocondrial actia

de forma independiente o si ambas isoformas colaboran de manera sinérgica.

Estos resultados son coherentes con los observados en el modelo murino
de ganancia de funcion de la isoforma larga IDE con dieta alta en grasas, en el
gue se mejora la sefializacion de insulina en comparacion con el grupo control
[149]. Sin embargo, en esta investigacion no se diferenciaron las isoformas
especificas involucradas. Esto subraya la importancia de seguir investigando
sobre las funciones de dichas isoformas para comprender mejor su papel en el

metabolismo.

Una limitacion de estos modelos es que las manipulaciones genéticas de
IDE se han limitado a la eliminacion o sobreexpresion de la proteina. Esto,
ademas de alterar tanto la actividad como los niveles de la proteina, también
impide discriminar entre las distintas isoformas. Para abordar dicho problema, en
el presente estudio se generd una isoforma mutante de IDE que inhibe la
degradacion de péptidos. Esta mutacién, que sustituye el acido glutamico por
una glutamina en la posicién 111, resulta en la pérdida de su funcién enzimética
[109]. Esta estrategia permite investigar la actividad proteolitica de IDE sin
modificar la proteina en si, lo que proporciona informacion valiosa sobre su

funcion en la sensibilidad a la insulina hepatica.

Los resultados obtenidos con esta isoforma mutante mitocondrial fueron
comparables a los de la isoforma con actividad enzimatica, lo que plantea que la
regulacién de la sefalizacion de insulina podria no depender de la actividad

catalitica de IDE. En cambio, es posible que esta regulacion esté vinculada a su
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funcién como proteina reguladora o estructural o a otros mecanismos aun por
explorar [188], lo que abre nuevos caminos para investigar las diversas funciones
gue esta proteina puede tener en la regulacién del metabolismo y en la
homeostasis de la glucosa. Este descubrimiento refuerza los resultados previos
de nuestro grupo en los que los niveles plasmaticos y el aclaramiento de insulina
no mostraron alteraciones en los modelos animales de pérdida o ganancia de
funcion de IDE. Esto resulta sorprendente considerando que IDE es ampliamente
reconocida por su papel en la degradacion de insulina y otros péptidos [148, 149].
Ademas, y reforzando este conocimiento, la inhibicion de IDE con NTE-1 en
modelos de ratones con obesidad inducida por dieta, mostr0 una mejora
significativa en la respuesta a glucosa durante las pruebas de tolerancia oral. Sin
embargo, no produjo cambios notables en la tolerancia ni en los niveles de
insulina circulante [154]. Estos resultados cuestionan nuevamente el papel de

IDE como el principal mediador de la degradacién de insulina hepatica.

Dichas observaciones conducen a la hipotesis de que IDE desempefia
funciones no proteoliticas que hasta ahora han permanecido desconocidas.
Nuestro grupo demostro que IDE regula, tanto en higado como en pancreas, los
transportadores de glucosa GLUT1 y GLUT2 y los niveles de IR hepatico. Esto
sugiere un papel no proteolitico de IDE en la regulacién del trafico intracelular de
proteinas implicadas en la sensibilidad a la insulina y la tolerancia a la glucosa.
Teniendo en cuenta todo esto, una teoria muy apoyada en nuestro laboratorio
es gue otras proteinas podrian ser mas criticas para el aclaramiento de insulina,
como la molécula de adhesion celular relacionada con el antigeno
carcinoembrionario (CEACAML1). Dicha proteina es un sustrato de IR en el
higado, que ha sido descrito como el principal modulador del aclaramiento
hepatico de insulina por Poy et al., ya que regula la endocitosis y la degradacion
de la insulina mediada por IR de forma dependiente de la fosforilacion [189, 190].
Nuestro grupo corrobord este hecho al observar una fosforilacién intensa de
CEACAM1 tras la estimulacion con insulina en ratones WT [148]. En
contraposicion, en ratones L-IDE-KO no se produjo dicha fosforilacion, a pesar
de que los niveles de proteina CEACAML1 no cambiaron. Por lo tanto, esto apunta
a gue IDE participa en la internalizacion del complejo insulina-IR-CEACAML.

Queda por esclarecer si esta funcion esta vinculada a su actividad proteasa. Sin
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embargo, y considerando los resultados obtenidos en este estudio, donde la
actividad enzimatica no juega un papel en el proceso de sefializacion intracelular
de insulina, parece razonable concluir que, si este es el principal mecanismo
molecular que lo regula, la actividad de la enzima no tiene un papel significativo.
Esto respalda nuevamente la idea de que inhibir IDE podria ser contraproducente

en tratamientos futuros para pacientes diabéticos.

La disfuncion en el reciclaje de IR debido a la ausencia de IDE puede estar
relacionada no solo con el impedimento en la formacion del complejo funcional
de CEACAM1, sino también con una disrupcion del citoesqueleto. Diversos
estudios han demostrado que el citoesqueleto de actina y los microtubulos, que
regulan tanto la internalizacién como el transporte de las vesiculas endociticas,
podrian verse afectados por la falta de IDE, lo que comprometeria aun mas el
proceso de trafico intracelular, endocitosis y reciclaje del receptor de insulina. En
primer lugar, el analisis transcriptémico llevado a cabo en esta tesis reveld una
reduccion significativa en la expresion del gen EML1 en el modelo celular
HepG2-IDE-KO en comparaciéon con el control. Este gen codifica una proteina
gue contribuye a la organizacion y estabilidad de los microtubulos, lo que ayuda
a mantener la integridad estructural de las células. En segundo lugar, IDE
interactla con los complejos solubles de vimentina/nestina durante la mitosis
[191]. Este descubrimiento sugiere que la IDE podria estar involucrada en la
regulacion del recambio y localizacidén subcelular de ciertas proteinas y péptidos
citosdlicos. En segundo lugar, las integrinas, que forman adhesiones focales
conectando el citoesqueleto de actina con la membrana plasmética, dependen
de la actividad de la quinasa de adhesién focal (FaK). La interaccién de IDE con
FaK [192] podria tener implicaciones importantes en el reclutamiento de
proteinas del citoesqueleto y en la formacion de adhesiones focales, cruciales
para la migracion, supervivencia y proliferacion celular. Ademas, el analisis
transcriptomico en HepG2-IDE-KO mostré una regulacion del gen EVL (del
inglés, Enabled/VASP-Like Protein). EVL, junto con su interaccion con Fak,
promueve la polimerizacion de la actina y la formacion de filopodios, lo que
mantiene la capacidad migratoria y adherente de las células [193, 194]. La
represion de la expresion de EVL podria resultar en una disminucién en la

formacion de protrusiones celulares, lo que afectaria negativamente la capacidad
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de las células para responder a estimulos ambientales. Por ultimo, IDE se une a
los oligbmeros de a-sinucleina de manera no proteolitica [126], lo que forma
complejos estables que impiden la formacion amiloide. La interaccion entre IDE
y a-sinucleina es importante para prevenir la acumulacion de oligobmeros y
fibrillas, cuya formacién se asocia con la disrupcién de la red de microtubulos y

el deterioro de la secrecion de insulina y glucagon [145, 147].

En resumen, la falta de IDE podria afectar tanto a la formacion del
complejo con CEACAM1 como, de manera indirecta, al citoesqueleto, lo que
compromete el proceso de endocitosis y el reciclaje del receptor de insulina. Esto
crea un doble impacto negativo en la sefalizacion intracelular, que podria estar
relacionado con el desarrollo de resistencia a la insulina y trastornos metabadlicos

asociados.

Como se ha visto hasta el momento, el modelo de rata diabética Goto-
Kakizaki, el modelo de raton L-IDE-KO y la linea celular HepG2-IDE-KO
presentan resistencia a la insulina. En este ultimo modelo, es posible que las
alteraciones en la isoforma mitocondrial de la enzima IDE sean clave. Asimismo,
la mutacion H18R, que se localiza en los primeros 41 aminoacidos de la
secuencia mitocondrial de IDE en la rata Goto-Kakizaki [133], sugiere una posible
disfuncién en la localizacién de la proteina dentro de la mitocondria. Esto podria
interferir en su funcién en la sefalizacion intracelular y contribuir a la resistencia
a la insulina. Dichas observaciones demuestran que la isoforma mitocondrial de
IDE desempefia un papel esencial en la homeostasis de la insulina, y que su
alteracioén, ya sea por mutaciones puntuales o deleciones, tiene consecuencias

criticas en el desarrollo de resistencia a la insulina en el higado.

Los mecanismos moleculares precisos por los que la IDE mitocondrial
regula el trafico intracelular en respuesta a la insulina, y su relevancia en la
sensibilidad a la hormona, aun requieren de investigacion. Asimismo, estudiar el
papel de IDE citoplasmatica en este proceso puede ser de gran importancia para

desentramar dichos mecanismos.
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Requlacion de la sefializacion de glucagon

La deficiencia de IDE ha mostrado un impacto negativo en la sefializacion
de insulina, lo que provoca una pérdida en la capacidad de esta hormona para
suprimir la expresion de los genes responsables de la gluconeogénesis. El
desbalance en la regulacion de dichos genes afecta a la homeostasis de la
glucosa, un proceso esencial en el que interactian hormonas opuestas como la
insulina, que favorece la absorcién y el almacenamiento de glucosa, y el
glucagén, que impulsa su liberaciéon en la sangre, lo que garantiza asi un

equilibrio vital para una funcién metabdlica adecuada.

En el contexto de la investigacién hepética, se realizé un estudio en este
trabajo con el modelo de ratén L-IDE-KO que se enfocd en la accion del
glucagon, lo que permiti6 una exploracion mas profunda de las vias de
sefalizacion asociadas. Investigaciones previas del grupo mostraron que los
ratones L-IDE-KO presentan un incremento significativo en los niveles
plasmaticos de glucagén a la edad de un mes, aunque esta diferencia se pierde

con el tiempo (Datos del grupo no publicados).

Del mismo modo, los datos clinicos han demostrado que tanto los
pacientes con DM1 como con DM2 presentan niveles elevados de glucagon
circulante, lo que se correlaciona directamente con el desarrollo de
hiperglucemia [195, 196]. De manera similar, el modelo de ratén A-IDE-KO
presentaba hiperglucagonemia enddégena acompafiada de una regulacién a la
baja del receptor de glucagon hepatico (GCGR) y de su sefializacion [147].
Asimismo, el modelo de ratén L-IDE-KO mostro una reduccion en los niveles de
GCGR (Datos pendientes de publicacién), lo cual coincidié con un aumento en
la expresion de genes gluconeogénicos y un deterioro en la tolerancia a la
glucosa, tanto en condiciones de dieta estandar como de dieta alta en grasas
[148, 149]. Esto subraya de nuevo la importancia de IDE en la regulacion

hormonal y su impacto en el metabolismo de la glucosa.

De manera previa a la realizacion de la presente tesis, se tomé como
referencia el modelo murino L-IDE-KO y se generé una linea celular

inmortalizada de hepatocitos con delecion parcial de IDE (50%) a partir de la
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linea AML12 utilizando la tecnologia shRNA (shRNA-AML12-IDE). Este enfoque
experimental permitié profundizar en los mecanismos moleculares subyacentes
a la deficiencia de IDE en los hepatocitos. Uno de los hallazgos mas relevantes
fue que, de manera analoga a lo observado con el receptor de insulina, la pérdida
de IDE también provoca una reduccién en los niveles de GCGR en las células
hepaticas. Dicha disminucion del receptor no se encuentra mediada por cambios
en la expresibn génica, sino que corresponde a una regulacion
postranscripcional, lo que introduce nuevas interrogantes sobre los mecanismos
regulatorios que fundamentan esta modificacién. Un descubrimiento peculiar fue
gue, a pesar de la reduccién en la sefalizacion del glucagon en los hepatocitos,
la transcripcion de los genes gluconeogénicos estaba aumentada (Datos
pendientes de publicacidén). Esto ha sido demostrado en este trabajo en el
modelo murino L-IDE-KO. En definitiva, tanto las observaciones en los ratones
L-IDE-KO como en las células shRNA-AML12-IDE, revelan aspectos novedosos

de la biologia del glucagén en estos modelos experimentales Unicos.

Los resultados del grupo mostraron que los niveles totales del factor de
transcripcion CREB estaban reducidos tanto en los hepatocitos primarios L-IDE-
KO como en las células AML12-shRNA-IDE. Sin embargo, los niveles de CREB
fosforilado (pCREB) aumentaban tras 1 hora de estimulacion con glucagon, a
pesar de la reduccion de los niveles de GCGR y AMPc (Datos pendientes de

publicacion).

Los estudios transcriptomicos realizados en el modelo celular HepG2-1DE-
KO han revelado una disminucién en la expresion del gen GNG4, que codifica la
subunidad gamma 4 de la proteina G, esencial para la formacion y estabilidad
del heterotrimero. Como consecuencia de su activacion por un ligando, ocurre la
disociacion de la subunidad alfa del complejo, lo que permite que la subunidad
gamma se active e interactue con diversos efectores, como la adenilato ciclasa,
que cataliza la conversion de ATP en AMPc [197]. En el contexto del GCGR, la
deficiencia de IDE en esta linea celular conduce a una disfuncion del receptor, lo
gue resulta en una disminucién de la activacion de su via de sefalizacion.
Ademas, la alteracion en dicha sefalizacion también se puede atribuir a la

regulacion al alza del gen PDE4D (fosfodiesterasa 4D), el cual es responsable
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de la degradacion del AMPc [198]. Estos hallazgos sugieren posibles
mecanismos que podrian explicar la inhibicion inicial de la via de sefalizacion
del glucagén, mediada por la regulacién transcripcional y postranscripcional de

las proteinas implicadas en esta via en ausencia de IDE.

El aumento observado en la fosforilacion de los sustratos dependientes
de PKA junto con la activacion sostenida de pCREB en shRNA-AML12-IDE
demuestran el incremento de la transcripcion de genes gluconeogénicos en los
hepatocitos. Esto apunta a que, en condiciones de deficiencia de IDE, otros
mecanismos independientes de la sefializacion clasica del glucagdén podrian
estar activando PKA y CREB. El estudio transcriptomico revelé una regulacion al
alza del gen S100A10 en el modelo HepG2-IDE-KO en comparacion con el
control. En consecuencia, un aumento de esta proteina también fue observado
en pacientes diabéticos [199]. Dicho gen codifica la proteina de unién al calcio
gue participa en la regulacién de la sefalizacion celular y la activacion de PKA
[200, 201], lo que podria explicar como la deficiencia de IDE afecta parcialmente

la sefializacion del glucagon mientras aumenta la gluconeogénesis.

En este y en estudios previos se ha observado mediante PCR un aumento
de los genes gluconeogénicos en hepatocitos carentes de IDE tras la
estimulacién con glucagén, lo que ha sido corroborado en el andlisis
transcriptomico. En particular, se detectd un aumento en la expresion de los
genes HKDC1, G6PC1 y SLC37A2 en las células HepG2 carentes de IDE. En
primer término, HKDC1, una hexoquinasa que convierte la glucosa en glucosa-
6-fosfato (G6P), promueve el metabolismo anabdlico de la glucosa, lo que
sugiere un aumento en la capacidad glucolitica. Por su parte, SLC37A2, un
transportador de G6P, facilita el transporte de este sustrato hacia el reticulo
endoplasmatico (RE) [202]. Finalmente, G6PC1, la glucosa-6-fosfatasa, que se
localiza en el lumen del RE, es clave en la etapa final de la gluconeogénesis. En
el lumen del RE, la G6P es desfosforilada por la enzima G6PC1, lo que genera
glucosa libre que es exportada al citoplasma y liberada en el torrente sanguineo
[203, 204], completando asi la Ultima etapa de la gluconeogénesis. En conjunto,
la sobreexpresion de estos tres genes sugiere una activacion coordinada de la

gluconeogénesis, lo que resulta en una mayor produccion y liberacion de glucosa
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por el higado. Este hecho contribuye a la desregulacion observada en

condiciones patoldgicas como la resistencia a la insulinay DM2.

Al igual que lo analizado en este modelo, diversos estudios clinicos han
demostrado un aumento de HKDC1 en pacientes en un estadio avanzado de
enfermedad hepatica grasa no alcohdlica (NAFLD) y de SLC37A2 en pacientes
con DM2 [199, 205].

En conjunto, estas observaciones concuerdan con el fenotipo descrito en
los hepatocitos carentes de IDE e indican que la regulacion de estos genes y
proteinas juega un papel critico en el contexto de enfermedades hepaticas y
metabdlicas, lo que subraya el potencial de IDE como objetivo terapéutico para

el manejo de estas alteraciones.

Las modificaciones observadas en la expresion génica sugieren una
activacion aumentada de la via gluconeogénica, lo que resulta en una mayor
produccion endogena de glucosa. Este incremento fue validado mediante
ensayos de cuantificacion, que revelaron un aumento significativo en las
concentraciones basales de glucosa en células deficientes en IDE shRNA-
AML12-IDE. La elevacién fue aun mas pronunciada tras la estimulacion con
glucagon, lo que concuerda con la activacion esperada de la via gluconeogénica.
Estos resultados no solo respaldan los hallazgos previos obtenidos en este
modelo celular, sino que también sustentan la hipétesis de que, en los modelos
animales IDE-KO y L-IDE-KO, el incremento de la glucosa circulante podria
atribuirse a un aumento en la produccion de glucosa hepatica [142, 148]. Este
fenotipo refuerza la relevancia de nuestros modelos, ya que refleja con precision
lo observado en pacientes diabéticos [206], y consolida la validez de los

mecanismos propuestos en este estudio.

El papel especifico de cada isoforma de IDE en el metabolismo de la
glucosa aun es desconocido. En este contexto, el estudio detallado de
cuantificacion de glucosa en hepatocitos indicé que es la isoforma citoplasmaética
de IDE la que desempefia un papel clave en la regulacién de los niveles de
glucosa. Esto apunta a que los genes gluconeogénicos previamente

mencionados podrian estar bajo el control directo de la IDE citoplasmatica.
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A partir de estos descubrimientos, se plantea la hipotesis de que IDE
podria estar actuando como un factor de transcripcion represor. Esta posibilidad
se respalda en un estudio in silico que predijo la localizacién de IDE en el nicleo
celular [104]. De igual modo, se propone la hipétesis de que la forma
citoplasmatica de IDE podria desempefiar un papel regulador al inhibir la
translocacion de factores de transcripcion clave hacia el nucleo, como CREB,
FOXO, HNF4a (factor nuclear hepatico) y ChREBP (proteina de unién a
elementos reguladores de carbohidratos). Dicha interaccion podria limitar el
acceso de estos factores a los promotores de genes criticos, lo que modularia la
expresion génica relacionada con el metabolismo de la glucosa. Si la IDE
citoplasmatica no se encuentra presente, se produciria un aumento excesivo de
la translocacion de estos factores al nucleo, lo que conlleva en una regulacion
inadecuada de la gluconeogénesis. Por un lado, esta descrito que HNF4a y
FOXO requieren de interacciones con PGC-1a para ejercer un control sobre la
transcripcion de los genes gluconeogénicos como G6Pasa y PEPCK [207].
Ademas, la falta de IDE permite que CREB se active sin control, lo que
incrementa la produccién de glucosa en respuesta a sefiales como el glucagon,
especialmente durante el ayuno. Por otro lado, ChREBP, que regula el
metabolismo de carbohidratos y lipidos, también se ve afectado, lo que
contribuye a un desequilibrio metabdlico en condiciones de alta glucosa [208].
Finalmente, la funcién de SIRT1, que desacetila y activa a FOXO y PGC-1a
[209], se ve comprometido debido a la incapacidad de IDE para regular estos
factores, lo que disminuye su habilidad para mantener la homeostasis

energética.

En conjunto, mdltiples mecanismos que alteran la regulacion
transcripcional y postranscripcional de los factores nucleares y coactivadores
pueden explicar los efectos observados sobre la gluconeogénesis en
condiciones de niveles hepaticos de IDE mas bajos. Esta hipotesis abre nuevas
vias para investigar el papel multifacético de IDE en la regulacion del
metabolismo, lo que sugiere de nuevo que su funcion va mas alla de la

degradacion de insulina.
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Requlacion del ciclo de Krebs

La carencia de IDE en el modelo celular genera un aumento significativo
en la produccion de glucosa, lo que, provoca, a su vez, cambios notables en los
metabolitos intermedios del ciclo de Krebs (TCA). Dichos cambios pueden
explicarse por el incremento en el flujo metabdlico de la glucosa y la mayor
actividad de las enzimas del ciclo de Krebs. Esto se debe a que este ciclo es el
responsable de generar aproximadamente el 67% de los equivalentes reductores

por cada molécula de glucosa metabolizada [52].

El aumento en la produccién de glucosa junto con la acumulacién de
piruvato conlleva a una mayor concentracion de intermediarios del ciclo de Krebs
como: citrato, succinato y a-cetoglutarato. Estos metabolitos son fundamentales
no solo para la produccion de ATP, sino también para la sintesis de precursores

biosintéticos necesarios en varios procesos celulares.

El citrato puede ser exportado al citosol, donde se convierte en
oxalacetato y acetil-CoA, lo que promueve la sintesis de lipidos [53]. Esto puede
contribuir al almacenamiento de grasay, por lo tanto, al desarrollo de resistencia
alainsulinay a la dislipidemia, ambas caracteristicas comunes en DM2 y NAFLD
[210].

Ademas, el aumento de los metabolitos del ciclo de Krebs puede afectar
otras vias metabdlicas clave. Algunos de estos intermediarios, como el a-
cetoglutarato, pueden influir en la expresion génica a traves de la cromatina y las
modificaciones epigenéticas [211]. El succinato, por ejemplo, afecta la metilacion
de histonas y ADN, lo que altera su expresiéon génica. Ademas, su acumulacién
promueve la estabilizacion de HIF1a (factor 1 alfa inducible por hipoxia), lo que
conduce a un estado de pseudohipoxia [212]. Asimismo, el fumarato puede
modificar proteinas mediante succinacion, lo que genera disfuncién en las

células B pancreaticas [213, 214].

En cuanto al lactato, también se observé un aumento en sus niveles en
comparacion con el control. El lactato es un metabolito que se produce

principalmente durante la glucdlisis, especialmente en condiciones de hipoxia o
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cuando hay un aumento en la demanda energética que supera la capacidad
oxidativa de las células, como puede ser este caso. En pacientes diabéticos, los
niveles elevados de lactato reflejan disfunciones en el metabolismo energético y
estdn vinculados a complicaciones metabdlicas a largo plazo, como la
dislipidemia y el dafio tisular [215]. Ademas, un estudio de Gonzalez-Casimiro et
al. sugiere que el lactato influye en la actividad de IDE, lo que evidencia un papel
importante del lactato en la regulacion del metabolismo [216]. Es posible que la
reduccion de IDE afecte la capacidad del organismo para metabolizar el lactato
adecuadamente. Esto podria contribuir a la acumulacion de lactato y a
disfunciones en el metabolismo energético, lo que indica que ambos fenbmenos

pueden estar interrelacionados en el contexto de la enfermedad.

En resumen, el aumento de la actividad del ciclo de Krebs provocado por
la deficiencia de IDE genera un desequilibrio en los intermediarios del ciclo y un
posible aumento en la produccion de ROS, lo que conduce a estrés oxidativo,
acumulacion de lipidos y alteraciones en la expresion génica. Diversos estudios
han demostrado la relacion entre la desregulacion y acumulacién de metabolitos
con un mayor riego a desarrollar DM2 [217, 218]. Asimismo, un estudio indica
gue la inhibicion de IDE incrementa la respuesta UPR (respuesta a proteinas mal
plegadas) [129]. Esta activacion crénica de las vias de UPR promueve
resistencia a la insulina y un aumento indirecto en la produccion hepatica de
glucosa [219, 220], lo que crea un ciclo vicioso donde la disfuncion en la
degradacion de insulina y el estrés mitocondrial contribuyen a la alteracién del
metabolismo glucidico. Estos efectos contribuyen a complicaciones graves
asociadas con esta patologia, por lo que la regulacion del metabolismo
energeético es crucial para mantener la homeostasis celular y energética en esta

enfermedad.

Como se ha discutido anteriormente, la IDE citoplasméatica desempefia un
papel regulador en la produccién de glucosa. Sin embargo, dado que muchos de
estos procesos, como el TCA, ocurren en la mitocondria, cabria esperar que la
IDE mitocondrial desempefiara un papel clave en la regulacion de la homeostasis
energética. Para esclarecer estos mecanismos, se requieren mas

investigaciones que profundicen en su funcionamiento y efectos.
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Requlacion de la funcién mitocondrial

Uno de los mecanismos clave por los cuales las células responden a la
demanda energética creciente, como sucede durante la gluconeogénesis, es a
través de la regulacion de la respiracion mitocondrial. Este proceso permite a las
células ajustar la generacibn de ATP, esencial para sustentar procesos
energéticamente demandantes. A medida que mas acetil-CoA entra al ciclo de
Krebs, se genera mas NADH y FADH, lo que estimula un mayor flujo de
electrones hacia la cadena de transporte de electrones (ETC). Sin embargo,
durante la ETC, aproximadamente entre el 0.25% y el 11% del oxigeno
consumido por las mitocondrias se convierte en superéxido e hidrégeno,
compuestos conocidos como especies reactivas de oxigeno (ROS). El aumento
de estas especies genera un estado de estrés oxidativo que dafia las células y
tejidos [221] y contribuyen al dafio mitocondrial en diversas patologias
metabdlicas [222]. De este modo, investigaciones han demostrado que la falta
de IDE induce un desequilibrio en el estado oxidativo hacia un estado

prooxidante [223].

En relacidon con la activacion del ciclo de Krebs, los resultados de esta
tesis indican que se produce un aumento en el consumo de oxigeno y produccion
de ATP mitocondrial debido, probablemente, a un mayor rendimiento de los
equivalentes reductores en el ciclo TCA. Este hallazgo resulta sorprendente,
dado que se ha documentado que tanto el consumo de oxigeno como la

produccion de ATP estan disminuidos en pacientes diabéticos [224].

De manera similar a lo observado en las células B pancreaticas con
hiperfuncion en la secrecién de insulina, la hipétesis plantea que el aumento en
la actividad de la ETC y OXPHOS en hepatocitos podria ser un mecanismo
compensatorio frente a la disfuncion mitocondrial, particularmente en los
modelos celulares con deficiencia de IDE sh-AML12-IDE y HepG2-IDE-KO. En
estos modelos, caracterizados por resistencia a la insulina e hiperglucemia, el
incremento en el consumo de oxigeno y la produccion de ATP sugiere que las
células intentan adaptarse a un estado metabdlico alterado, a pesar de la
disminucién general de la eficiencia energética que se observa en pacientes
diabéticos [224, 225].
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Como respaldo a dicha hipétesis, se conoce que el aumento en la
acumulacion de lipidos en el higado es una caracteristica frecuente en la
prediabetes y las etapas tempranas de DM2, lo cual se explica por los niveles
elevados de triglicéridos circulantes [226]. A medida que el higado intenta
adaptarse a este exceso de lipidos y a la resistencia a la insulina, también
aumenta su capacidad respiratoria mitocondrial adaptativa, como ocurre en la
enfermedad NAFLD. Eventualmente esta se ve superada, lo que conduce a una
disfuncion mitocondrial, como en la esteatosis hepatica no alcohdlica (NASH)
[227].

En el presente trabajo se ha demostrado que la ausencia de la isoforma
Met!-IDE es un factor clave que impulsa el aumento en la funcién mitocondrial.
La produccion de ATP mitocondrial, asi como la respiracion basal, maxima vy la
capacidad respiratoria de reserva, regresan a niveles normales con la presencia
de esta isoforma en modelos celulares con deficiencia de IDE. Lo més relevante
es que este efecto ocurre de manera independiente de su actividad catalitica, lo
gue de nuevo sugiere que esta enzima posee un papel regulador mas alla de su

funcion en la degradacion de insulina.

Estos hallazgos destacan la importancia de las dos isoformas de IDE en
la homeostasis energética de los hepatocitos y abren la puerta a nuevas
estrategias terapéuticas para tratar desequilibrios metabdlicos, especialmente en

enfermedades como la DM2.

En este estudio, no se ha observado una regulacion significativa en la
expresion de los complejos I-V de la ETC y OXPHOS en ausencia de IDE. Sin
embargo, esto no descarta la posibilidad de que existan regulaciones, tanto
transcripcionales como postraduccionales, que afecten a la actividad de dichos
complejos o la formacion de supercomplejos que regulan la funcién mitocondrial
[228]. Asimismo, un estudio revel6é que IDE interactia principalmente con la
maquinaria de traduccion de proteinas ribosémicas mitocondriales, asi como con
proteinas involucradas en la sintesis y ensamblaje de los complejos 1y IV, y con
las del ciclo de Krebs, lo que indica un papel importante de IDE en la regulacion
del control trascripcional de las proteinas codificadas por el ADN mitocondrial
[132].
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El analisis transcriptdmico en el modelo celular HepG2-IDE-KO revel6
varios genes sobreexpresados bajo la deficiencia de IDE, lo que afecta a la
respiracion celular y a la produccién de ATP. Entre ellos se encuentran UCP2 y
NDUFA6. NDUFA6 codifica la subunidad 6 de la NADH deshidrogenasa
complejo | de la ETC, que es crucial para la transferencia de electrones y la
generacion de protones utilizados en la produccion de ATP a través de la ATP
sintasa. Este gen se encuentra sobreexpresado en DM2, lo que apunta a
patrones de alteracién complejos en el sistema OXPHOS en esta enfermedad
[229]. Por otro lado, UCP2 es una proteina de la membrana interna mitocondrial
gue desacopla el consumo de oxigeno por la cadena respiratoria de la sintesis
de ATP. Esta se expresa en diversos tejidos y desempefia un papel en la
regulacion negativa de la secrecion de insulina por las células 3, asi como en el
metabolismo de los &cidos grasos [45]. Su expresion aumenta en hepatocitos de
modelos animales con NAFLD y en pacientes con NASH [230, 231]. Ademas, se
han identificado varios polimorfismos genéticos de UCP2 asociados con la
diabetes [232].

Una posible hipotesis que se plantea es que estos cambios en la
expresion génica pueden estar regulados por factores de transcripcion que
modulan las rutas metabdlicas en respuesta a estas condiciones fisiopatolédgicas.
Los factores de transcripcion de la familia Fox desempefian un papel crucial en
la regulacion metabdlica. Por un lado, se observé que Foxa2 se encuentra en el
citoplasma de los hepatocitos de ratones resistentes a la insulina [233]. Por otro
lado, Foxol integra la sefializacién de la insulina con la funciébn mitocondrial.
Asimismo, la inhibicion de este factor puede revertir la disfuncién mitocondrial y

mejorar el metabolismo hepatico durante la resistencia a la insulina [234].

Los factores de transcripcion de la familia PGC también estan implicados
en la disfuncion metabdlica hepética en diabetes [235, 236]. Un estudio detectd
la isoforma mitocondrial de IDE en el cerebro y demostrd que su expresion esta
regulada por la via de biogénesis mitocondrial (PGC-1/NRF-1). De igual manera,
se encontré una fuerte correlacion positiva entre PGC-1 o NRF-1y los transcritos
de la isoforma larga de IDE [237]. Ademas, se ha observado que la metilacion

especifica de factores de transcripcion importantes, como PPARGCI1A
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(coactivador del receptor gamma 1-alfa activado por el proliferador de
peroxisomas PGC-1a) y TFAM (factor de transcripcion mitocondrial A) se han
asociado con niveles de insulina y niveles de ARNm de PPARGC1A en NAFLD
[238].

Desde esta perspectiva, se plantea que IDE podria regular la polarizaciéon
de los hepatocitos a través de su influencia sobre la funcion mitocondrial. Un
aumento descontrolado de la actividad mitocondrial conlleva una
sobreproduccion de ATP y ROS, lo que genera estrés oxidativo. Este estrés
puede dafar los componentes de las membranas apicales y basolaterales de los
hepatocitos, 1o que afectaria las uniones estrechas que son esenciales para
mantener su polarizacion [239]. Dado que la polarizacién celular es un proceso
dependiente de energia, fundamental para el metabolismo, excrecion y
detoxificacion de los hepatocitos [88], la alteracién en la funcion mitocondrial
podria comprometer este equilibrio. Ademas, tal como se ha descrito
anteriormente, el andlisis transcriptdmico reveld una disminucion significativa en
la expresion del gen EMLL1, el cual codifica una proteina que contribuye en la
organizacion y estabilidad de los microtubulos. Los microtiubulos, componentes
del citoesqueleto, median en el transporte de mitocondrias dentro de la célula,
ajustando su localizaciéon en funciébn de las demandas energéticas y de
sefalizacion celular [86]. En consecuencia, un desajuste en la estabilidad de los
microtubulos podria comprometer estos procesos, lo que afectaria
negativamente la homeostasis metabolica y alteraria funciones esenciales como

la produccién de energia y la comunicacion intracelular.

Por lo que se refiere al sensor de energia celular AMPK, que detecta la
relacion AMP/ATP en la célula, desempefia un papel fundamental en la
coordinacion de multiples procesos celulares para mantener la homeostasis
energética. Esto es especialmente importante para los hepatocitos, ya que
AMPK facilita la polarizacion celular y promueve la biogénesis mitocondrial, lo
gue asegura un adecuado funcionamiento energético y metabdlico en el higado
[240]. Ademas, las mitocondrias podrian ver alterada la dinamica de fisién y
fusion que mantiene la funcién bioenergética, lo que afectaria ain mas la

polarizacion celular [241].

157



DISCUSION | Papel de la enzima degradadora de insulina (IDE) en el metabolismo hepdtico

Requlacion de la dinamica mitocondrial

La dindmica mitocondrial es el equilibrio entre los procesos de fision y
fusion mitocondrial regula el nimero, el tamafio y la posicion de las mitocondrias
en el citoplasma. Este proceso esta mediado por proteinas que remodelan las
membranas. Durante la fision, las proteinas Drpl y Fisl comprimen y separan
los taubulos mitocondriales. Mientras que, durante la fusién, las proteinas Mfn1/2
y Opal integran las membranas externas e internas de las mitocondrias

respectivamente.

El estudio morfolégico mitocondrial realizado en esta tesis mostré que,
tanto en el modelo murino IDE-KO como en los modelos celulares shRNA-
AML12-IDE y HepG2-IDE-KO, las mitocondrias presentaban una mayor
fragmentacion en comparacion con el control. Asimismo, se observo que la IDE
mitocondrial desempefia un papel crucial en la regulacion de la dinamica
mitocondrial, particularmente en el control de la maquinaria proteica asociada a
la fision. En concreto, se observo que la IDE mitocondrial regula la expresion de
las proteinas de fisibn Drpl y Fisl, cuya expresion disminuye cuando se
reconstituye la IDE mitocondrial en células deficientes de esta enzima. Estos
resultados indican que esta isoforma de IDE es fundamental para la homeostasis
mitocondrial, tanto para mantener una regulacion de la funcién como para el
equilibrio entre los procesos de fision y fusién, lo que evita una fragmentacién

excesiva y preservando la integridad funcional de la mitocondria.

La disfuncién mitocondrial debida a la hiperactividad respiratoria y la
desregulacion de factores que controlan la biogénesis mitocondrial afecta a la
polarizacion de los hepatocitos. Este hecho puede contribuir al desarrollo de
patologias hepaticas, desequilibrios metabdlicos y la exacerbacion de la

resistencia a la insulina, lo que agrava las complicaciones diabéticas.

Diversos estudios respaldan los resultados de esta tesis, ya que se ha
demostrado que la expresion de la proteina Drpl se encuentra aumentada en
modelos animales de NAFLD, lo que indica una mayor fragmentacion
mitocondrial [242, 243]. Ademas, los analisis mediante microscopia electronica

han revelado un aumento en la fisibn mitocondrial en el higado de animales
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sometidos a dieta alta en grasas, junto con un incremento en la lipolisis.
Asimismo, demostraron que la inhibicion transgénica de la fision mitocondrial
ejerce un efecto protector contra la esteatosis hepética, lo que reduce tanto el
estrés oxidativo como el dafio hepatico inducido por la dieta [242, 244]. Otras
investigaciones mostraron que el glucagon redujo la biogénesis mitocondrial
hepatica al disminuir la expresion del factor de respiracion nuclear-1 NRF-1,
TFAM y Mfn2 en HepG2 [245]. Ademas, se han detectado niveles disminuidos
de Mfn2 en el higado de individuos con NASH y en modelos murinos de
NAFLD/NASH [246, 247].

Este conjunto de evidencias resalta la importancia de la dindmica
mitocondrial en las patologias metabdlicas hepaticas y respalda la relacion entre

la fragmentacion mitocondrial y la ausencia de IDE.

La interaccion entre el reticulo endoplasmico (RE) y las mitocondrias es
esencial para la homeostasis celular, especialmente en el contexto de
enfermedades metabdlicas como la DM2 y NAFLD [220, 246]. Estas
interacciones se manifiestan a través de diversas estructuras y mecanismos que
ponen de manifiesto la importancia de estos organulos en la regulacion de
procesos metabolicos. Uno de los componentes clave en esta interaccion es la
actina, que media los contactos entre el RE y las mitocondrias, denominados
MAMs (membranas asociadas a mitocondrias). Estas estructuras son
fundamentales para la fusion y fision mitocondrial. A su vez, desempefian un
papel crucial en la regulacion de procesos celulares como el metabolismo del
calcio, la transferencia de lipidos y la sefializacion del estrés celular.
Recientemente, se ha demostrado que el RE se asocia funcionalmente con las
mitocondrias a través del anclaje mediado por Mfn-2, lo que resalta ain mas la
conexioén entre ellos [248]. Para llevar a cabo la fisidn, la interaccion fisica de los
tubulos del RE con las mitocondrias en lugares especificos facilita la constriccion
antes del reclutamiento de Drp1, lo que sugiere que los tubulos del RE podrian

jugar un papel activo en la definicion de los sitios de divisibn mitocondrial [79].

En condiciones patolégicas como DM2, la disfuncion mitocondrial y el
estrés del RE se ven aumentados, lo que enfatiza la relevancia de las MAMs

para compensar estos desequilibrios. Existe cierta controversia en
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investigaciones en las que se ha observado tanto el incremento como la
disminucién en el acoplamiento de estos dos organulos. Por un lado, algunos
estudios afirman la necesidad de estas interacciones para la correcta secrecion
de insulina [249] y demuestran la interrupcion de las MAMs en el muasculo
esquelético de individuos y modelos murinos con DM2 [250]. Por otro lado, se ha
observado que en estados patolégicos en los que las funciones mitocondriales
estan comprometidas, las MAMs tienden a activarse de manera mas intensa
[251], lo que apunta a una respuesta compensatoria entre el RE y las
mitocondrias. Ademas, un analisis proteébmico en modelos de DM2 ha indicado
una sobreexpresion de proteinas asociadas a las MAMs [252]. Esto mismo ha
sido observado en obesidad, lo que resulta en un incremento del flujo de calcio
del RE hacia las mitocondrias en el higado. La sobrecarga de calcio mitocondrial
se acompafa de un aumento en la produccién de ROS, lo que interfiere con la
homeostasis metabodlica [251]. Esto refuerza la hipétesis de que dichas
estructuras juegan un papel determinante en la regulacion de la disfuncion y

dinAmica mitocondrial.

En conclusion, la mediacion de las MAMs en la interaccion del RE y las
mitocondrias constituye una red compleja que regula funciones celulares
esenciales. En el contexto de enfermedades metabdlicas, el aumento en la
interaccion de las MAMs podria potenciar la activacion de Drpl, lo que
incrementaria el proceso de fision mitocondrial. Este fendmeno podria explicar
la fragmentacion mitocondrial observada en nuestros modelos con deficiencia de

IDE, lo que contribuye a la manifestacion del fenotipo metabdlico alterado.

Asi pues, la morfologia mitocondrial, que se encuentra regulada por la
maquinaria proteica de fusién y fision, también puede depender de otras
proteinas o mediadores diferentes como las proteinas del citoesqueleto,

necesarias para el movimiento de las mitocondrias dentro de la célula [89].

En este sentido, las modificaciones en la actividad de las proteinas de
fusién mitocondrial también influyen en la distribucién, forma y movimiento de
este organulo [83, 253], lo cual podria estar relacionado con las alteraciones en

las vias de sefializacién que ocurren en el citoplasma.
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Sintesis de resultados y relevancia en el contexto cientifico

Para concluir, se resumen a continuacion los principales logros
alcanzados en este estudio, poniendo en perspectiva los resultados y su

relevancia en el contexto de la evidencia cientifica previamente discutida.

La presente tesis establece que la isoforma citoplasmatica de IDE, que
podria actuar como una proteina supresora de factores de transcripcion y de la
traduccion de genes relacionados con la homeostasis de la glucosa, desempefia

un papel crucial en la modulacién de la sefalizacion del glucagon.

En contraste, la isoforma mitocondrial de IDE regula la sefializaciéon
intracelular de la insulina en células hepaticas de manera independiente de su
actividad catalitica. Este hallazgo sugiere que esta isoforma tiene funciones
adicionales que trascienden su papel en la degradacion hormonal. La ausencia
de IDE podria tener efectos indirectos sobre el citoesqueleto, lo que compromete

procesos esenciales como la endocitosis y el reciclaje del receptor de insulina.

Ademas, se observé que la falta de dicha isoforma de IDE provoca una
pérdida de la integridad mitocondrial, probablemente debida a un mayor
reclutamiento de las proteinas de fision mediadas por las MAMs, asi como una
disfuncion que resulta en un aumento compensatorio de la actividad del
organulo, independientemente de su funcién enzimética. La sobreexpresion de
genes relacionados con funciones mitocondriales en ausencia de IDE resalta la

conexion critica de esta proteina con el metabolismo hepatico.

Estos descubrimientos amplian el conocimiento actual sobre el papel de
las isoformas de IDE, lo que demuestra que ambas participan de manera
complementaria en la regulacién de la homeostasis celular. Esta evidencia
resalta la necesidad de realizar investigaciones adicionales para profundizar en
los mecanismos que regulan ambas isoformas, con el fin de comprender mejor
su papel en el metabolismo hepatico. Comprender estas interacciones podria
proporcionar informacién valiosa para el desarrollo de terapias mas especificas
y efectivas para trastornos metabdlicos como la diabetes, considerando IDE

como una nueva diana terapéutica.
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CONCLUSIONES

1. La ausencia de IDE provoca una alteracion en la regulacidon de genes
asociados a funciones celulares, mitocondriales y a la estabilizacion del

citoesqueleto.

2. Laregulacion de la sefalizacion intracelular de la insulina en células hepaticas
estd mediada por la isoforma mitocondrial de IDE, de manera independiente
de su actividad catalitica.

3. Laisoforma citoplasmatica de IDE interviene en la regulacion de la produccion

de glucosa hepatica a través de la sefializacion del glucagon.

4. La isoforma mitocondrial de IDE regula la funcién bioenergética en los

hepatocitos de manera independiente de su actividad catalitica.

5. La isoforma mitocondrial de IDE mantiene la integridad de la estructura

mitocondrial mediante la regulacion de las proteinas de fision.
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