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In the isolated pancreatic islets incubated in vitro, carboxylmethylation increases following
stimulation with 20 mM glucose. This increase is dependent on extracellular calcium concentra
tion and is suppressed in the presence of trifluoperazine, a calmodulin inhibitor. In conclusion,
the increase in carboxylmethylation induced by 20 mM glucose seems to be a calcium
dependent process and it is probably mediated by calmodulin.
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La carboxilmetilacion es una modifica-
cion covalente de protemas que juega un
importante papel en numerosos procesos
reguladores (8). Diversos estudios han su-
gerido que la enzima protem-carboxil-
metilasa (PCM; EC 2.1.1.24) puede estar
implicada en el acoplamiento entre esti-
mulo y secrecion. Asi, en diversos tejidos
secretores como la glandula parotida (10),
la medula adrenal (4), el pancreas exo-
crino (9), los-islotes de Langerhans (1),
las plaquetas (3) y los sinaptosomas (5),
se nan obtenido resultados que apoyan
esta hipotesis.

El mecanismo(s) mediante el cual la 

* A quien debe dirigirse la correspondencia.

carboxilmetilacion de protemas puede ac-
tuar en la regulacion de la secrecion celu-
lar no ha sido aclarado. Ya que se ha
demostrado que la calmodulina es un ex-
celente sustrato para la carboxilmetilacion
(6) y que la actividad de la PCM es
dependiente de calcio (3), la carboxilmeti-
lacion puede relacionarse con la secrecion
via mecanismos que impliquen al calcio y
la calmodulina.

El presente trabajo estudia si las hipo
tesis anteriormente expuestas son aplica-
bles a la carboxilmetilacion de protemas
en islotes pancreaticos de rata incubados
in vitro baio condiciones basales y esti-
mulantes, oaja y alta concentracion de
glucosa respectivamente.
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Material y Metodos

Los islotes pancreaticos se obtenian de
pancreas de ratas machos Wistar, de 250 g
aproximadamente, mediante digestion
con colagenasa (Sigma) siguiendo el me-
todo de COLL-GARC1A y GILL (2).

Grupos de 25 islotes recien obtenidos
se preincubaban a 37° C durante 30 min
en tubos de plastico de 1 ml de capacidad
con 0,1 ml ae medio Krebs-Henseleit bi
carbonate, pH 7,4, equilibrado con 95 %
O2 y 5 % CO2, conteniendo 1,3 fH-
metil]-metionina de 80 Ci/mmol de acti-
vidaa especifica (New England Nuclear)
1,3 juM, glucosa 3,3 mM y 2 mg/ml de
dextrano (PM 70000, Sigma). Despues de
la preincuoacion, la concentracion de glu
cosa en el medio se incrementaba a 20
mM mediante la adicion de 10 yxl de
medio conteniendo una glucosa concen-
trada. A los tubos control se les anadian
10 /u.1 de medio conteniendo 3,3 mM glu
cosa. Finalmente se incuban en bano a
37° C.

A los tiempos indicados en los resulta-
dos, la incubacion se detenia mediante la
adicion de 1 ml de acido tricloroacetico al
10 % (p/v) y se centrifugaba durante 3
min a 12.000 X g. Las ultimas dos opera-
ciones se repiten tres veces hasta obtener
un complete lavado del precipitado.

Los niveles de carboxilmetilesteres en
el precipitado se determinaban siguiendo
el metodo descrito por CAMPILLO y
ASHCROFT (1), contandose finalmente el
metanol radiactivo mediante espectrome-
tria de centelleo liquid©.

De forma similar se realizaron experi-
mentos de incubacion de islotes pancrea
ticos tanto en condiciones basales (glu
cosa 3,3 mM) como en condiciones esti-
mulantes (glucosa 20 mM) utilizando un
medio Krebs-Henseleit bicarbonate con
una concentracion de calcio de 4 mM. Al
estimular con glucosa 20 mM, el mayor
increment© en la carboxilmetilacion se
producia a los 10 min de incubacion (ta
bla I), por Io que se la detenia a ese 

tiempo para medir los niveles de carboxil
metilacion.

En otra serie de experimentos se adi-
ciond al final de la preincubacion e inme-
diatamente antes de estimular los islotes
con glucosa 20 mM, EGTA o trifluopera-
zina (TFP), inhibidor de la calmodulina.
Las concentraciones finales de EGTA y
de TFP fueron de 5 mM y 10 /xM respec-
tivamente.

Todos los resultados estan expresados
como la media ± el error estandar de la
media. En los casos que se indican, se
aplico el test de Student para muestras no
apareadas.

Resultados y Discusion

Diversos estudios tanto in vivo como
in vitro han mostrado que la estimulacion
de diversas glandulas tiene como conse-
cuencia un increment© rapido y reversible
en los niveles de carboxilmetilacion. Asi,
en glandulas parotidas (10), la administra-
cion de isoproterenol a fatas y la estimu-
lacion de cortes de parotidas produce un
increment© de la carboxilmetilacion; la
utilizacion de un inhibidor, en este caso
propranolol, inhibe dicho proceso. En
pancreas exocrino (9), pancreaozimina y
carbacol producen secrecion de amilasa
pancreatica asociada a un increment©
transitorio en la carboxilmetilacion que se
suprime al incorporar EGTA al medio de
incubacion. Fenomenos similares ocurren
en la medula adrenal (4) al estimular con
acetilcolina.

En un estudio previo (1), se incubaron
islotes pancreaticos intactos durante 90
minutos en presencia de glucosa 20 y 3,3
mM, no detectandose diferencias signifi-
cativas en los niveles de carboxilmetila-
cidn. Debido a la naturaleza transitoria
del aumento en la carboxilmetilacion, era
necesario estudiar este fenomeno a dife-
rentes tiempos menores de 90 minutos.

Cuando los islotes son estimulados con
altas concentraciones de glucosa, tiene lu-
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labia I. Efecto de diferentes concentraciones de
glucosa (mM) sobre los niveles de carboxilmetila-
cidn de proteinas en islotes pancreaticos intactos

incubados in vitro a distintos tiempos.
Los resultados corresponden al metanol radiactivo
liberado de los carboxilmetilesteres (dpm). La sig-
nificacidn se calculo para las diferencias en los
resultados de glucosa 3,3 mM (rente a los de
glucosa 20 mM para cada tiempo de incubacion.

n.s. = no significativo.

TIEMPO
(mmj

GLUCOSA
SIGNIFICACION3.3 20

5 5793±699 7900±869 P-<0.05
10 5460±225 7756±305 P-<0.01
30 7252±729 7367±288 ns

gar un aumento significativo de mas del
40 % en los niveles de carboxilmetilacion
de proteinas, dandose el maximo entre los
5 y los 10 minutos de incubacion (tabla
I), Este hecho concuerda con las observa-
ciones citadas anteriormente y sugiere
que la carboxilmetilacion es un fendmeno
que puede estar implicado en el acopla-
miento entre estimufo y secrecion.

En la figura 1 se representa los niveles
de carboxilmetilacion de proteinas en is
lotes pancreaticos medidos como metanol
radiactivo liberado, en distintas condicio-
nes experimentales. En abscisa se muestra
en caaa caso la utilizacion de glucosa 3,3
o 20 mM, calcio 2 6 4 mM y la ausencia o
presencia de EGTA 5 mM. Cuando se
utiliza una concentracion de calcio doble
de la fisiologica (4 mM), el incfemento en
la carboxilmetilacion al estimular con glu
cosa 20 mM es mucho mas pronunciado
(del orden del 60-70 %), mientras que la
presencia de EGTA 5 mM en el medio de
incubacion suprime totalmente el incre-
mento en la carboxilmetilacion producido
por la estimulacion con glucosa. Como se
na demostrado para otras glandulas de
secrecion, en los islotes de Langerhans el
incremento en la carboxilmetilacion de
proteinas parece ser un fenomeno depen-
diente de calcio.

Parece hoy evidente que algunos de los

EGTA mM - - - 5 5

Fig. 1. Efecto de diferentes concentraciones de cal
cio y de EGTA en el medio extracelular sobre los
niveles de carboxilmetilacion de proteinas en islotes

pancreaticos de rata intactos incubados in vitro.

Fig. 2. Efecto de la trifluoperazina en el medio
extracelular sobre los niveles de carboxilmetilacion
de proteinas en islotes pancreaticos intactos incuba

dos in vitro.
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efectos del calcio sobre los procesos se-
cretores estan mediados por calmodulina.
Asi, la secrecion de insulina inducida por
glucosa es inhibida por la TFP (7).

En la figura 2 se representan los niveles
de carboxilmetilacion de protelnas en is-
lotes pancreaticos medidos como metanol
radiactivo liberado tras la hidrolisis de los
carboxilmetilesteres formados durante la
incubacion en diferentes condiciones ex
perimentales: glucosa (3,3 6 20 mM) en
presencia o ausencia de trifluoperazina.

En TFP 10 /xM en el medio de incuba-
cion suprime el increment© en la carbo-
xilmetilacion inducido por glucosa, lo
que plantea la posibilidad de que el incre
ment© en la carboxilmetilacion transcurra
por mediacion de la calmodulina.

Al igual que el complejo calcio-calmo-
dulina actua estimulando la miosina-
quinasa y la proteina-quinasa, a traves de
cuya accion se consigue la polimerizacion
de los microtubulos y la puesta en funcio-
namiento de los microfilamentos que
conducen al movimiento del granule, di-
cho complejo podria activar a la protein-
carboxilmetilasa, produciendose el incre
ment© en la carboxilmetilacion.

Los resultados muestran que parece
existir una clara relacion entre la actividad
secretora de los islotes pancreaticos y la
carboxilmetilacion, con elementos comu-
nes a ambos procesos como son el calcio
y la calmodulina, aunque en el estado
actual de estudios no se conocen aun los
mecanismos Intimos que subyacen a estos
fenomenos.

Resumen

Se estudia la carboxilmetilacion de proteinas en
islotes pancreaticos de rata incubados in vitro, en 

presencia de diferentes concentraciones de glucosa
(3,3 y 20 mM). La carboxilmetilacion aumenta con
glucosa 20 mM, aumento que se incrementa al du-
plicar la concentracion de calcio extracelular y se
anula cuando en el medio hay EGTA. Asimismo, el
incremento se anula cuando en el medio hay trifluo
perazina (10 /xM), un inhibidor de la calmodulina.
Parece ser, por unto, que el aumento en los niveles
de carboxilmetilacion, producido en los islotes pan
creaticos tras la estimulacion con glucosa, es depen-
diente de calcio y puede estar mediado por la calmo
dulina.

Palabras clave: Calcio, Calmodulina, Islotes de
Langerhans, Carboxilmetilacion.
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