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La enzima degradadora de insulina (IDE) modula la dinamica
y bioenergeética mitocondrial en hepatocitos
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En diabetes tipo 2 (DM2), las alteraciones en la morfologia y funcién mitocondrial contribuyen a la resistencia a la insulina y la disfuncién metabélica hepética.
Estos defectos se agravan durante la transicién ayuno-alimentacion, afectando a la flexibilidad bioenergética del higado. En estos pacientes, los niveles de la enzima degradadora
de insulina (IDE) estan disminuidos en el higado, lo que altera la homeostasis de insulina y compromete la adaptacién mitocondrial de los hepatocitos a distintos estados
nutricionales. IDE existe en dos isoformas principales, citoplasmatica (cIDE) y mitocondrial (mIDE), cuya contribucion diferencial a esta regulacion permanece aun por elucidar.

OBJETIVO

MATERIALES Lineas celulares: HepG2 con knockout de IDE via CRISPR/Cas9 (HepG2-IDE-KO). m Andlisis morfolégico mitocondrial: Z-stacks de microscopia
Modelos animales: hepatocitos primarios de ratones con knockout de IDE especifico de higado (L-IDE-KO). confocal en HepG2 para analisis tridimensional.
Constructos génicos: plasmidos de isoformas de IDE (¢IDE y mIDE); mutantes cataliticamente inactivos de  Analisis bioenergético: Mitostress en Seahorse para evaluacién de respiracion
IDE (mIDEE™@ y cIDEE""?); marcador mitocondrial (mit-RFP). mitocondrial, acoplamiento a produccion de ATP y capacidad de reserva.
RESULTADOS

Determinar el papel de las isoformas de IDE en la modulacion de la dindmica y bioenergética mitocondrial en hepatocitos.

IDE regula la bioenergética mitocondrial en la transicion ayuno-realimentacion
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En ayuno, los hepatocitos deficientes para IDE tienen menor consumo de oxigeno
asociado a produccién de ATP por fosforilacion oxidativa. La isoforma mitocondrial

es responsable de este fenotipo, de forma independiente de su actividad proteolitica.

En realimentacion, hay mayor consumo de oxigeno en hepatocitos deficientes para
IDE. La reexpresién de clDE y mIDE recupera |a regulacion fisioldgica de la funcidn
mitocondrial, v en el caso de mIDE es independiente de la actividad proteolitica.

La isoforma mitocondrial de IDE (mIDE) regula la morfologia mitocondrial en hepatocitos en ayuno

Red mitocondrial fragmentada y sin cambios morfolégicos
o de conectividad en respuesta a glucagon.
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Red mitocondrial fragmentada y sin cambios morfoldgicos

IDE-KO + cIDE - .
o de conectividad en respuesta a glucagdn.

]

82, i
if g
1
it ;
L ] s
& i M &4 ] w o ®W & ] i A &d
CGNCLUSIDNES Tiwt (min) af ghicagon stimulatien  Timg (min] of gletagen stsmulation Thersp (min) of ghucagon stimplatizn  Time (min]) of glusagen atisulation

Solo la isoforma mitocondrial rescata el fenotipo de fusion

IDE regula la adaptacion metabdlica hepatica en la transicion del
mitocondrial en respuesta a glucagon

estado ayuno-alimentacion.

La isoforma mitocondrial es necesaria para la regulacion bioenergética
hepatica en ayunas, cuando el higado se encuentra respondiendo a
glucagon, mientras que en situacion posprandial las dos isoformas son
necesarias para una correcta funcion mitocondrial.

Miveles inferiores de IDE en hepatocitos en pacientes de DM2 pueden

conllevar una alteracion de la flexibilidad de adaptacion de la funcién A — T
mitocondrial, que contribuye a la fisiopatologia de la enfermedad. Yima (mie) of ghucagan stimulation  Time {min) of glucagon stimudation
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