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RESUMO GERAL

O desequilibrio da homeostase energética resulta em obesidade, associada ao
desenvolvimento da Resisténcia a Insulina e hiperinsulinemia. A secrecédo de insulina é
estimulada pela glicose e modulada por sinais neurais autonémicos. A secrecao de
insulina induzida por glicose (SIIG) € um processo que acopla metabolismo-oxidativo,
alteracdo do potencial de membrana, resultando em influxo de calcio e exocitose dos
granulos de insulina pelas células beta () pancreaticas. A Acetilcolina (ACH) liberada
pelos terminais neurais do nervo vago, ramo parassimpatico, ao ligar-se a receptores
muscarinicos subtipo 3 (MR3) localizados nas células 3 pancreaticas, atua como
importante potencializador da SIIG. Hiperatividade vagal e alterada sensibilidade a
glicose e ACH, parecem contribuir para a hipersecre¢cédo de insulina e disfuncdes da
célula B pancreatica em individuos obesos. Apesar de ser bem reconhecido que o
exercicio fisico reduz o tecido adiposo e a hiperinsulinemia, seus efeitos diretos sobre o
controle da SIIG e da modulacdo colinérgica em ilhotas pancreéaticas ndo estao
completamente esclarecidos. Deste modo, a questéo problema do estudo é: o exercicio
fisico crénico é capaz de modificar a SIIG e o efeito insulinotropico colinérgico reduzindo
a hiperinsulinemia em roedores obesos? O objetivo do presente estudo foi caracterizar
os efeitos da natacéo cronica sobre a SIIG e o efeito insulinotrépico da ACH em ilhotas
pancreaticas isoladas de ratos obesos. Para tal, a obesidade foi induzida pela
administracdo neonatal de Glutamato Monossédico (MSG; 4g/Kg) durante os 5
primeiros dias de vida. Ratos Controle (CON) receberam salina equimolar. Ao desmame
(21 dias), os animais foram randomicamente distribuidos em exercitados (EXE; n=15) e
sedentarios (SED; n= 15). O exercicio consistiu em natacao (3x/semana/30min) mantido
por 10 semanas. Aos 92 dias, os ratos foram eutanasiados, a obesidade e os parametros
bioquimicos plasmaticos (glicose, triglicerideos e insulina) foram analisados. Ilhotas
pancreaticas foram isoladas pela técnica da colagenase e curvas dose-resposta (ECso)
a glicose (2,8-28,8mM) e a ACH (0,001-3000 uM) foram obtidas. Adicionalmente, outro
grupo de ilhotas foi utilizado para estudar os mecanismos das vias de disparo e
amplificagcdo da SIIG. Para isto, ilhotas foram incubadas com glicose (16.7mM) na
presenga ou auséncia de diazoxida (DZ, 250uM) e KCI (30mM). A participacao do calcio
na SlIG foi testada em meio contendo glicose (16,7mM) mais Verapamil, (VR; 10 uM)
e/ou tapsigargina (THP; 20 uM). Também foram feitas as expressdes proteicas de MR3,
da PKC e PKA em ilhotas pancreaticas isoladas. A natacdo foi efetiva em evitar o
rompimento da homeostase glicEmica e lipidica em roedores obesos. Em ambos os
grupos, as ilhotas pancreédticas de ratos exercitados apresentaram aumento da
sensibilidade a glicose (<EC50) em relacéo a ilhotas de animais SED. Este efeito foi
provavelmente resultado da drastica inibicdo das vias amplificadoras encontrada em
ilhotas de ratos exercitados de ambos os grupos. Adicionalmente, independente da
obesidade, a natacao reduziu o efeito colinérgico em ilhotas pancreaticas, sem modificar
as expressdes de MR3, PKC ou PKA ou o fluxo de célcio. Deste modo, concluimos que
a natacao ao longo da vida reduz a SIIG, impedindo a hiperinsulinemia e a dislipidemia.
Reducéo das vias amplificadoras da glicose, bem como, menor efeito colinérgico sdo os
provaveis mecanismos envolvidos neste processo.

Palavras-chaves: Acetilcolina, metabolismo glicolitico, natacéo, obesidade, secrecéo
insulina



EFFECTS OF REGULAR PHYSICAL EXERCISE ON INSULIN
SECRETORY CONTROL IN PANCREATIC ISLETS ISOLATED
FROM OBESE RATS

GENERAL ABSTRACT

The breakdown of energy balance results in an accumulation of adipose tissue,
associated with the development of Insulin Resistance (IR) and hyperinsulinemia. Insulin
secretion (I1S) is highly regulated by nutrients, especially glucose, and autonomic neural
signals. This process engages oxidative metabolism and alteration of the membrane
potential, resulting in calcium influx and exoctation of insulin granules in beta pancreatic
cells (B). The action of glucose on B-cells initiates triggering and amplifying pathways.
Together, the IS is also modulated by the Acetylcholine (ACH), Parasympathetic
Nervous System (SNP) neurotransmitter. An autonomic nervous system (SNA)
maladjustment characterized by parasympathetic hyperactivity with altered sensitivity to
glucose and ACH, contribute to the hyperinsulinemia present in obesity. In contrast,
physical exercise reduces adipose tissue, improves IR and reduces IS. However, the
direct effects on pancreatic islets and glucose responsiveness are unknown. Thus,
there’'s the problem question: Is lifelong physical exercise capable of reducing
hyperinsulinemia by modifying the glucose response and correcting the cholinergic
insulinotropic effect in islets of obese rodents? Therefore, the objective of the present
study was to characterize the effects of exercise on insulin secretory control in obese
rats. Therefore, obesity was induced by hypothalamic lesion by monosodium glutamate
(MSG, 4 g/kg) administered in the neonatal phase. Control rats (CON) received
equimolar saline. After the 30th day, the animals were weaned and randomly distributed
in the exercised (EXE) and sedentary (SED) groups. The exercise consisted of
swimming, held three times a week, for 30 minutes throughout life. At 92 days, the rats
were euthanized and anthropometric and biochemical data were collected. To evaluate
glucose-induced Sl, pancreatic islets were isolated and incubated in the presence of
glucose (16.7 mM) and pharmacological agents that modify the effects of oxidative-
glycolytic metabolism, such as diazoxide (DZ, 250 uM) or calcium channel inhibitors
(Verapamil, 10 yM and tapsigargine, 20 yM). Additionally, pancreatic islets were also
isolated and incubated at increasing concentrations of glucose (5.6 - 24.0 mM) or ACH
(0.01 - 3000 pM) for the preparation of dose-response curves and obtaining the
sensitivity to agents (EC50). The expression of the muscarinic receptor subtype 3 (MR3)
major ACH was also evaluated, in addition to kinases involved in the pathway. Swimming
was effective in reducing glycemia, insulinemia and triglycerides in MSG-EXE rats,
compared to MSG-SED. In addition, the two groups of exercised rats had an
improvement in glucose sensitivity. This event was accompanied by reduction of the
glucose amplification pathway, without alteration in the expression of the proteins
involved in the secretion pathway. Although pancreatic islets of MSG rats are more
sensitive to blocking intracellular calcium stores, calcium responses were not modified
by exercise in both groups. It is possible to conclude that the physical exercise was
efficient in the reduction of the IS induced by the glucose and the cholinergic
responsiveness, possibly by a decrease of the amplifying route of the secretion.

Keywords: Acetylcholine, glucose metabolism, insulin secretion, obesity, swimming
training
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INTRODUCAO GERAL

Alteracdes da homeostase energética promovem a longo prazo a expansao
excessiva do tecido adiposo, resultando em obesidade, um fendbmeno crescente no
mundo (PANG et al., 2014; BALISTRERI; CARUSO; CANDORE, 2010). A hipertrofia
dos adipdcitos ocasiona um rompimento de sua acdo enddcrina elevando a producéo e
liberacéo de substancias pré-inflamatérias, denominadas de adipocinas, que tém papel
importante no desenvolvimento da resisténcia a insulina (RI) (BALISTRERI; CARUSO;
CANDORE, 2010). A Rl associada a obesidade, hiperinsulinemia, intolerancia a glicose,
dislipidemia e complicacbes cardiovasculares definem a Sindrome Metabdlica (SM)
(WILCOX, 2005). Embora a obesidade possa ser desencadeada por alteragdes neurais,
hormonais ou genéticas, o desequilibrio do Sistema Nervoso Autbnomo (SNA) e a
resultantehipersecrecdo de insulina sdo elementos centrais na fisiopatologia da
obesidade (PANG et al., 2014).

A secrecdo de insulina é um processo altamente regulado, acionado
principalmente pelo aumento de nutrientes circulantes, em especial a glicose. No
pancreas enddcrino a glicose é captada pela célula beta (B) pancreatica. Uma vez no
interior da célula B, a glicose sera metabolizada resultando em aumento da produgao de
adenosina trifosfato (ATP), o qual promovera o fechamento dos canais de potassio
sensiveis a ATP (K-ATP) presentes na membrana da célula, culminando com uma
despolarizacdo da membrana da célula 3. Tal processo desencadeia a abertura dos
canais de célcio voltagem-dependentes e a elevag¢do do calcio intracelular aciona a
magquinaria exocitotica da célula, estimulando a fusdo dos granulos secretores de
insulina (RUTTER et al., 2015). O fechamento dos canais de K-ATP é fundamental na
regulacdo da secrecdo de insulina disparada por glicose (HENQUIN, 2009). Estudos
farmacol6gicos e moleculares mostram que a secrecéo de insulina desencadeada pela
glicose é resultando do acoplamento entre 0 metabolismo glicolitico e oscilagdes do
potencial de membrana que resultam em influxo de célcio, um evento conhecido como
via desencadeadora ou via dependente dos canais de K-ATP. Porém, estudos
posteriores mostraram que a glicose também é capaz de acionar uma segunda via, a
gual é complementar a primeira, mas ndo depende do fechamento dos canais de K-
ATP. Essa via é denominada de amplificadora ou independente dos canais de K-ATP e

melhora a eficacia dos ions calcio na maquinaria exocitética de insulina (GEMBAL,;
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GILON; HENQUIN, 1992; SATO et al. 1992). Em sintese, a via desencadeadora
(dependente dos canais K-ATP) ocorre quando ha a presenca de uma concentracao
estimulatoria de glicose, a qual desencadeia a producdo de ATP. Resultando no
fechamento dos canais K-ATP e despolarizacdo da membrana, possibilitando a abertura
dos canais de célcio voltagem-dependente e influxo do ion, com consequente
estimulacdo da maquinaria exocitética de granulos de insulina. De maneira
complementar, a via amplificadora (independente dos canais K-ATP) ocorre sem a
interferéncia destes canais e apenas quando a secrecao € disparada pela glicose,
aumentando a eficacia dos ions calcio e estimulando a secrecdo (HENQUIN, 2009).
Além da estimulagdo por nutrientes, outras substancias poderdo ser
potencializadoras da secrecdo de insulina, entre as quais destaca-se a acetilcolina
(ACH), o principal neurotransmissor liberado pelos terminais vagais parassimpaticos
gue inervam o pancreas endocrino. O efeito insulinotrépico da ACH depende de sua
interagcdo com receptores muscarinicos (RM) presentes na membrana das células
(BOSCHERO et al. 1995). Embora diferentes subtipos de RM possam estar presentes
na membrana da célula B pancreatica, a ligacdo da ACH ao RM subtipo 3 (RM3) é
considerada a principal via potencializadora da secrecdo de insulina. Essa ligacao
desencadeia a liberacdo de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG),
considerados mensageiros secundarios, que levardo a secrecao de insulina através do
aumento da eficicia dos ions calcio, mediado pela agéo das proteinas quinases A (PKA)
e C (PKC) (GAUTAM et al, 2007). Conforme mencionado anteriormente, alteracdes do
SNA, parecem ter um papel importante na hipersecre¢cdo de insulina (GILON;
HENQUIN, 2001). Dentro deste contexto, ilhotas pancreaticas isoladas de roedores
obesos apresentam alteracbes na responsividade a ACH, bem como, nas vias de
sinalizacdo acionadas pelo RM3 (KARLEN-AMARANTE et al., 2012). Procedimentos
cirargicos ou farmacoldgicos que corrijam a acdo insulinotrépica da ACH evitam a
hiperinsulinemia e atenuam obesidade e RI, dentre estes, estdo a vagotomia e a
administracdo de atropina (LUBACZEUSKI et al, 2015; KIBA et al., 1996).
Adicionalmente no estado de RI, os RM estdo mais ativados em humanos e roedores
(AHREN, 2000). Deste modo, corrigir a atividade autondmica, pode favorecer o controle
adequado da secrecdo de insulina. Neste contexto, o exercicio fisico € um potente
ativador de via catabolicas autondmicas que resultam em perda de peso e melhora no

metabolismo, tornando-se capazes de melhorar a Rl e evitar a hiperinsulinemia
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surgindo, portanto, como importante ferramenta no restabelecimento da homeostase
energética (SCOMPARIN et al., 2009; SOLOMON et al., 2008; GIORDANO et al., 2006;
DEBUYSER, DREWS, HENQUIN, 1991). Adicionalmente, o exercicio parece realizar
efeitos localizados nas ilhotas: em animais diabéticos houve reducédo da degradacéo da
ilhota e diminuicdo do diametro das mesmas (RAWAL et al., 2013), enquanto em
roedores com dieta hiperlipidica, a atividade fisica causou aumento de células 3 por
hiperplasia e pela diminuicdo da apoptose (PARK et al., 2007). Até o presente momento,
ha controversas entre o efeito do exercicio fisico sobre as ilhotas, e os Unicos dois
estudos que abordam sobre o efeito insulinotrépico da ACH sobre as ilhotas de ratos
obesos por glutamato monossédico (MSG) possuem respostas muito diversas entre si
(MIRANDA et al., 2014; RIBEIRO et al., 2013).

Diferentes modelos experimentais em roedores tém sido criados para avaliar o
impacto da obesidade sobre a saude. A administracdo de elevadas doses de MSG no
periodo neonatal induz lesdes hipotalamicas, que resultam em desajuste autonémico,
caracterizado por hiperativacao parassimpatica e hipoativacdo simpética, contribuindo
para o desenvolvimento de hiperinsulinemia, RI, intolerancia a glicose, dislipidemia e
obesidade na vida adulta (ELFERS; RALSTON; ROTH, 2011; SCOMPARIN et al., 2009;
TORREZAN et al., 2006; OLNEY, 1969). Deste modo, a obesidade MSG reproduz as
caracteristicas marcantes de SM também encontradas em individuos obesos sendo,
portanto, excelente modelo para estudar a obesidade. Roedores MSG submetidos ao
exercicio fisico regular (LEITE et al., 2013) ou vagotomia subdiafragmatica
(LUBACZEUSKI et al., 2015) em idade jovem, apresentam menor conteudo de tecido
adiposo, melhora dos parametros bioquimicos, com reduc¢éo da hiperinsulinemia e Rl e
restauracdo da homeostase glicémica. Nestes roedores a hiperatividade vagal é
importante mediador da hiperinsulinemia (LUBACZEUSKI et al.,, 2015). Illhotas
pancreaticas isoladas de roedores MSG apresentam fraca resposta insulinotrépica a
ACH ou a agentes colinérgicos (MIGUEL et al., 2002) além de alteracfes na expressao
do RM3 (MIRANDA et al., 2014; RIBEIRO et al., 2013). Todavia, os estudos em ilhotas
de roedores MSG séo escassos e contraditorios, em especial quando exploram as a¢cdes
colinérgicas. Assim, Ribeiro et al. (2013) mostraram que ilhotas pancreaticas isoladas
de roedores MSG apresentam redugdo do numero de RM3, bem como da cascata de
sinalizacdo acionada pelo mesmo. Por outro lado, Miranda et al. (2014) demonstraram
gue a expressao de RM3 em ilhotas pancreaticas de roedores MSG esta elevada. Para

17



estes autores, a explicacdo para a fraca responsividade a ACH estd na presenca
também aumentada de outros subtipos de RM, os quais ao serem acionados pela ACH
promovem uma acao inibitéria sobre a secrecdo de insulina induzida por glicose.
Exposto isso, nossa questdo problema é: a natacao regular pode evitar a hipersecrecéo
de insulina em ilhotas pancreéticas isoladas de rato MSG obesos? Nossa hipétese € de
gue, a atividade fisica mantida ao longo da vida reduza os efeitos da glicose sobre a
secrec¢do de insulina e por reduzir a atividade parassimpatica para o pancreas, modifique
a acao insulinotropica da ACH.
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REVISAO GERAL DE LITERATURA

1. Obesidade e Resisténcia a Insulina

A homeostase, definida como a manutencdo das condi¢cbes constantes do meio
interno € uma condi¢ao necessaria ao funcionamento do organismo e, desta forma, esta
diretamente implicada no estado de saude do individuo. No contexto do metabolismo, a
homeostase energética é garantida pelos mecanismos neurais e hormonais que ajustam
as calorias ingeridas ao gasto energético. Dentre os diferentes horménios que podem
afetar o metabolismo corporal, destaca-se a insulina, a qual exerce uma funcédo
regulatoria sobre os principais substratos energéticos do nosso organismo modulando
o metabolismo glicémico, lipidico e proteico (PANG et al., 2014; WILCOX, 2005). Deste
modo, um desequilibrio na secrecdo ou fungcéo desse horménio leva a um processo de
ruptura da homeostase energética e, frequentemente, resulta em hiperglicemia,
dislipidemia e alteracGes na sintese proteica, as quais associadas a expansao excessiva
do tecido adiposo, favorecem a instalacdo de patologias tais como, diabetes e
complicagbes cardiovasculares (GUSTAFSON, 2015).

Alteracdes do peso corporal, em particular o sobrepeso e a obesidade, tornaram-
se nas ultimas décadas grandes problemas de saude a nivel mundial. Ambas condicfes
sdo caracterizadas pelo excesso de tecido adiposo branco e resultam em complicacées
para a saude que reduzem a qualidade e expectativa de vida dos individuos
(BALISTRERI; CARUSO; CANDORE, 2010). Utilizando-se da relagcdo entre o peso
corporal (Kg) e a estatura (m2) obtém o indice de Massa Corporal (IMC), um parametro
frequentemente usado para avaliar alteracfes do peso corporal. Individuos com IMC
entre 25 e 30Kg/m2 sao considerados com sobrepeso, enquanto aqueles com IMC
acima de 30Kg/m2 sao classificados como obesos (HIRKO et al., 2015; MENEZES et
al., 2012) O IMC apresenta boa correlagdo entre sua classificacdo e estados
patolégicos, em especial individuos classificados como obesos tem maior chance de
desenvolver diabetes ao longo da vida. Todavia é importante reconhecer que o IMC
apresenta suas limitacdes, visto que ndo explora a composicéo corporal, bem como, as
diferencas entre os sexos (ROTHMAN, 2008). Adicionalmente, o IMC n&o € o melhor
critério para relagéo peso corporal e condicdo metabdlica, visto que 30% dos obesos

nao apresentam desordens metabdlicas, enquanto a mesma porcentagem de magros
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possui tal alteracdo (GUSTAFSON, 2015). Porém, pela sua praticidade, o IMC é usado
em estudos epidemiologicos, particularmente de larga escala. Usando-o, foi
demonstrado que no Brasil em 2016 cerca de 53,8% da populagdo apresentava
sobrepeso, enquanto 18,9% estava na faixa de obesidade (IMC = 30). O Parana figura
como um dos estados em gue ao sobrepeso esta presente em mais da metade da sua
populacao, 54,2% dos moradores da capital do estado, Curitiba, estdo com o IMC > 25
(BRASIL, 2016). O rapido avanc¢o do sobrepeso e obesidade na populagéo brasileira é
um evento preocupante, visto que estas condi¢gdes contribuem de forma significativa
para o desenvolvimento de doencas crénicas como as doencas cardiovasculares e o
DM2 (SOUZA et al., 2016). No Brasil, entre os anos de 2006 e 2016, houve um aumento
de 61,8% no numero de diabéticos diagnosticados, enquanto no ano de 2006, 5,5% da
populacdo apresentava a doenca. Em 2016, esse numero passou para 8,9%, com maior
prevaléncia em mulheres (BRASIL, 2016). Este avanco da relagdo entre obesidade e
DM2 também pode ser vista em dados mundiais, os quais segundo a OMS estimam que
em 2025 a diabetes devera atingir cerca de 300 milhdes de pessoas, sendo 97% desses
individuos portadores de DM2 (RUDKOWSKA, 2009). Como exposto anteriormente, a
expansédo e acumulo excessivo de tecido adiposo séo elementos centrais envolvidos ha
fisiopatologia da obesidade. Evidéncias experimentais das ultimas décadas tém
demonstrado que o tecido adiposo, além de seus classicos papéis como armazenador
de energia e isolante térmico é fundamental na manutencéo do equilibrio de energia,
em especial por sua acdo enddcrina. Os adipocitos produzem e liberam diferentes
substancias, com acdes locais e endocrinas, dentre as quais destacam-se substancias
similares as citocinas, denominadas adipocinas. Quando ha aumento do tecido adiposo,
em especial por hipertrofia celular, o adipécito eleva a produgdo destas citocinas,
produzindo um estado de inflamagé&o crbnica subclinica caracteristica da obesidade, a
gual esta diretamente relacionado a SM (BALISTRERI; CARUSO; CANDORE, 2010). A
SM ¢é caracterizada, de forma genérica, por obesidade visceral, hipertenséo,
hiperglicemia e dislipidemia, sendo a hiperinsulinemia e a RI os fatores mais importantes
neste quadro (REAVEN, 1988). A SM € uma condicdo que predispbe a instalacédo de
doencas crbénico-degenerativas (YAO et al., 2017)

A RI é uma condi¢do importante na evolucdo da obesidade para a instalacdo do
DM2 (YAO et al., 2017). A insulina regula a glicemia por a¢cdes em diferentes tecidos,
em especial o figado, musculo e tecido adiposo. O tecido adiposo é considerado um
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tecido insulino-dependente, assim como o muscular. Em ambos, a ligacdo da insulina
ao seu receptor de membrana promove a ativacdo de cascatas de sinalizacdo que
resultam na translocacao do Transportador de Glicose subtipo 4 (GLUT-4) do interior da
célula para a membrana permitindo a difuséo facilitada da glicose. Assim, diante de uma
RI ocorre aumento gradativo da glicemia, uma vez que os adipécitos e as células
musculares esqueléticas ndo estdo captando a glicose. No tecido hepatico, diferente
dos outros citados, a entrada da glicose ndo € dependente da insulina, todavia a ligacédo
da insulina ao receptor promove eventos que resultam na estimulacdo da glicogénese
enquanto inibem glicogendlise hepatica. Deste modo, a Rl hepatica agrava a
hiperglicemia, por elevar a concentracdo de glicose plasmatica (WILCOX, 2005).
Durante a progressao da RI, ocorre uma compensagdo pancreatica que resulta em
hipersecrecao de insulina e alterac6es de proliferacdo do pancreas enddécrino, a quais
a longo prazo induzem a morte de células beta (B) pancreaticas e resultam na instalagao
definitiva do DM2 (CNOP et al., 2005; WILCOX, 2005). Deste modo, compreender a
relacdo entre expansao do tecido adiposo, RI e pancreas enddcrino é importante para
atenuar ou evitar a instalagdo de quadros patolégicos.

2. Secrecao de Insulina: Via desencadeadora e amplificadora

O pancreas é uma glandula mista, constituido por tecidos exocrino e endécrino. A
porcdo enddcrina do 6rgdo é responsavel pela producdo e secrecdo de horménios
essenciais na manutencdo do controle energético, em especial a insulina. A porcéo
enddcrina do pancreas € formada por agregados celulares denominados de ilhotas
pancreaticas ou llhotas de Langerhans, as quais perfazem aproximadamente 1% do
total do 6rgao, sendo constituidas pela reunido de diferentes subtipos celulares: células
a (produtoras do horménio glucagon), as células B (produtoras do horménio insulina),
as células & (produtoras do horménio somatostatina) e pequena proporg¢ao de células
PP (produtoras de polipeptideo pancreatico) e células ¢ (produtoras do horménio
grelina). O tipo celular mais frequente nas ilhotas pancreaticas € a célula B que ocupa o
centro da ilhota, enquanto as células a, 8, PP e ¢ distribuem-se na periferia (RUTTER et
al., 2015; MATHIAS; TORREZAN; GRASSIOLLI, 2009).

A insulina é um horménio peptidico que regula a homeostase da glicose além de
ser importante para manutencdo do metabolismo lipidico e proteico, a sua secre¢ao

depende da ativacdo da célula B. Nas células B pancreaticas ocorre um acoplamento
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entre metabolismo celular e alteracbes do potencial de membrana que resultam em
liberacdo de insulina (WILCOX, 2005). Este processo envolve captacdo de glicose,
metabolismo e fechamento de canais de K-ATP e influxo de célcio (RUTTER et al.,
2015). Embora a glicose seja o nutriente mais importante para disparar 0 processo
secretorio, outros nutrientes podem agir como secretagogos, tais como aminoacidos e
acidos graxos (GILON; HENQUIN, 2001).

Na obesidade ocorrem alteragdes no controle secretor de insulina pelas células 3
pancreéticas, os quais favorecem a hiperinsulinemia e a longo prazo, a faléncia da célula
B (WILCOX, 2005). Por exemplo: a obesidade induzida por dietas ricas em calorias pode
resultar na diminuicéo da expressdo do RNA mensageiro (RNAmM) do GLUT-2 e também
reduzir a translocacdo do transportador para a membrana plasmatica, resultando em
menor expressao de tais proteinas na membrana da célula 3. Essa pode ser uma das
razdes para a diminuicdo da sensibilidade da glicose decorrente de hiperglicemia
(CERF, 2007).

Além da alteracdo no transportador, a dieta hipercal6rica pode danificar a producéo
da enzima glicoquinase (GK) que age de forma imediata apds a entrada da glicose na
célula, preparando-a para a glicolise. Porém, em ratos com manutencéo de dieta com
alta concentracdo de calorias por varias semanas, foi observado uma diminuicdo do
RNAmM da GK, diminuindo sua expressao e, consequentemente, sua acéo. Essa inibi¢do
gera uma diminuicdo expressiva na secrecao de insulina induzida pela glicose, ja que
ela se mantém ativa até mesmo com alta concentracao do produto catalisado por ela, a
glicose-6-fosfato (CERF, 2007).

Além das altas concentracdes de calorias provindas da dieta, a grande quantidade
de acidos graxos livres (AGL) presentes na circulagcdo € um fator negativo para a
homeostase glicémica. Esse fator pode causar um aumento da presenca de
triglicerideos na ilhota, o que esta relacionado com a deterioracdo das células B. Nos
primeiros estagios do DM2, pacientes diabéticos apresentam alta quantidade de AGL
nas células B pancreaticas, um evento que promove hiperinsulinemia no jejum e
intolerancia a glicose no periodo pos-prandial. Além disso, a presenca de AGL gera um
estresse oxidativo que causa danos funcionais nas células 3, o que a longo prazo reduz
sua capacidade secretoria e favorece a hiperglicemia (CERF, 2007).

Modelo de obesidade como Zucker (fa/fa) séo alterados geneticamente, resultando

no desenvolvimento de DM2 na idade adulta. Esses roedores possuem mutagdes no
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receptor de leptina, levando a obesidade e estado pré-diabético até a décima semana
de vida. A partir dessa idade também apresentam o aumento da glicemia, configurando
o estado de DM2 instalado (PICK et al., 1998). Nesse modelo ha frequente ruptura e
reducdo das células presentes nas ilhotas e diminuicdo do seu conteudo de insulina
(RAWAL et al., 2013). Ainda como modelos alterados geneticamente, existem 0s ratos
ob/ob, nos quais suas mutacdes reduzem a producdo do hormodnio leptina. Por tal
alteracdo, os animais se tornam hiperfagicos, com desenvolvimento de obesidade,
hipersecrecdo de insulina e hiperglicemia. Nesses animais, as ilhotas sao de maior
diametro e com um aumento do contetido de granulos de insulina (LINDSTROM, 2007).
De fato, estudos das ultimas décadas tém aumentado a nossa compreenséao do controle
secretoério de insulina pelas células B pancreaticas e, deste modo, novos elementos tém
sido incorporados, em especial sobre a maneira como a glicose estimula a secrecao de
insulina. Detalhes destes mecanismos serdo descritos abaixo.

O processo secretoério da insulina inicia-se com a captacao da glicose pela célula
B pancreatica, um mecanismo de difuséo facilitada mediado pelo GLUT-2. A cinética do
deslocamento da glicose via GLUT- 2 mostra que este transportador tem baixa afinidade
com a glicose, portanto, € necessaria alta concentracdo plasmatica de glicose para
elevar a velocidade de deslocamento (BYERS; HOWARD; WANG, 2017). Apés a
internalizacdo, a glicose sera posteriormente fosforilada na posicdo 6 da molécula,
gerando a glicose-6-fosfato, uma acdo dependente da GK. A glicose-6-fosfato é
posteriormente degradada na via aerObica glicolitica, a qual inclui a glicélise
citoplasmatica, o ciclo de Krebs e a cadeia transportadora de elétrons mitocondrial,
resultando em aumento da producéo de ATP intracelular. O aumento da razdo ATP/ADP
resulta no fechamento dos canais K-ATP e a retencdo do ion potassio intracelular
provoca a despolarizacdo da membrana, resultando na abertura de canais de calcio
voltagem dependentes e consequente influxo do ion célcio. O influxo de calcio é
responsavel pela ativacdo da maquinaria exocitética e culmina no deslocamento,
reconhecimento e fusdo dos granulos de insulina armazenados no interior da célula 8
(RUTTER et al., 2015; MATHIAS; TORREZAN; GRASSIOLLI, 2009; ASCROFT, 2006;
HABER et al., 2001).

A secrecdo resultante acontece em duas fases, por isso, é denominada de
secrecao bifasica. A primeira fase ocorre imediatamente apds a estimulacao e tem uma

curta duragéo, com pico de 3 a 5 minutos, durando no maximo 10 minutos, porém, é de
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grande importancia. Nessa primeira etapa ha a liberacdo de granulos previamente
produzidos que estdo préximos a membrana e sao liberados rapidamente. Na
sequéncia, ha a segunda fase de secre¢do que pode persistir por até duas horas no
intuito de promover a normalizacdo da glicemia. Nesta segunda fase ha liberacédo de
uma menor quantidade de granulos, que estdo mais distantes da membrana, e também
pode ser necessaria a producdo de novos granulos para suprir a necessidade de
secrecdo (MATHIAS; TORREZAN; GRASSIOLLI, 2009; WILCOX, 2005).

Estas fases sdo claramente evidenciadas durante o estado pés-prandial, todavia é
importante lembrarmos que ha uma secrecdo anterior ao aumento da glicemia
plasmatica, essa € denominada fase cefalica da secrecdo de insulina. Essa fase é
desencadeada por estimulos sensoriais, em particular pelos sentidos olfatérios e
visuais, cujas aferéncias resultam em ativacdo do ramo parassimpatico autonémico e
liberacdo de ACH pelo nervo vago, resultando em aumento de insulina. A fase cefalica
parece importante para antecipar o processo secretdrio e assim, evitar grandes
elevacoes da glicemia plasmatica (RUTTER et al., 2015).

A secrecao disparada pela glicose € modulada por vérios fatores, tais como
neurotransmissores autondmicos, hormonios e incretinas liberadas pelo sistema
digestorio (WILCOX, 2005). A complexa interacao destes eventos garante estimulacéo
e inibicdo adequadas da secrecao de insulina, evitando o rompimento da homeostase
glicémica e o consequente aparecimento de doencas metabdlicas (RUTTER et al.,
2015). Deste modo, no periodo pds-prandial em consequéncia da presenca de glicose
no sangue, ha a liberacdo de insulina que, por sua vez, estimula a captacao de glicose
nos tecidos periféricos. Além da interiorizacdo da glicose, a insulina age também no
metabolismo lipidico, sendo que a concentracao elevada do hormdnio no sangue é um
grande inibidor da lipolise além de potente estimulador da lipogénese (BOADA,
MARTINEZ-MORENO, 2013). Fatores genéticos, comportamentais e/ou fisioldgicos
podem levar a uma ruptura da homeostase energética e reducao da sensibilidade a
insulina, a qual induz inicialmente a uma hipersecre¢ao de insulina e, a longo prazo
promove uma perda progressiva da massa das células B que levam ao aparecimento do
DM2. A RI é molecularmente caracterizada por um defeito de sinalizagdo apos a
ativacdo do receptor de insulina o que reduz a migragdo e o numero de GLUT-4 na

membrana dos tecidos insulino-dependentes (WILCOX, 2005).
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Como brevemente exposto anteriormente, em condicdes ndo excitatorias 0s
canais K-ATP estdo abertos, resultando em efluxo de K+ e consequente manutencao
da polarizagdo da membrana da célula B pancreatica. Aumento da glicemia, tal como
ocorre, no estado pés-prandial eleva o metabolismo oxidativo da glicose, promovendo
aumento da relacdo ATP/ADP e o fechamento dos canais K-ATP. Este efeito causa a
despolarizacdo da membrana da célula B pancreatica, abertura dos canais de calcio
voltagem-dependente, com o influxo desse ion para o meio citosolico e secre¢do de
insulina. Esta via € definida como via desencadeadora da secrecdo de insulina e
provavelmente sustenta o pico secretorio caracteristico da primeira fase de liberacéo do
horménio. A participacdo dos canais de K-ATP € um evento chave na via denominada
desencadeadora. Esses canais sdo complexos e formados pela subunidade proteica
estrutural KIR, poro por onde flui o ion K+, e outra subunidade proteica que tem funcéo
reguladora a SUR1 (HENQUIN, 2009).

O ATP liga-se a subunidade KIR, promovendo uma mudanc¢a conformacional e a
inibicdo do canal K-ATP. Ja a ligacdo de ADP dependente de magnésio (MgADP)
antagoniza a acao do ATP. Conhecendo a cinética de funcionamento do canal K-ATP
diferentes agentes farmacoldgicos atuam sobre esta estrutura. Assim, as sulfoniluréias,
uma familia de agentes hipoglicemiantes, é capaz de se ligar a subunidade SUR1
causando mudanca conformacional que mimetiza o efeito do ATP, ou seja, fecha o canal
culminando com aumento da secrec¢édo de insulina (ex: farmaco glibenclamida) (BRYAN
et al., 2004).

De forma antagbnica, a DZ ao interagir com a subunidade SUR1, impede o
fechamento dos canais K-ATP e alteracdo de voltagem na membrana, o que culminaria
com o blogueio da secrecdo de insulina (HENQUIN, 2009). A importancia desta
regulacao para o controle secretor de insulina é claramente demonstrada em estudo de
Doliba et. al. (2006). Estes autores mostraram que ratos sem expressao da subunidade
SUR1 apresentam uma taxa de secrec¢do de insulina alta, até mesmo em baixas
concentracOes de glicose ou em sua auséncia, resultado de um influxo desregulado de
calcio em consequéncia de falhas no controle do canal K-ATP.

Porém, estudos com a DZ demonstram que a glicose pode agir por via diversa
daquela dependente do canal K-ATP, um evento inicialmente denominado de via
independente do canal K-ATP, atualmente conhecido como via amplificadora da glicose

sobre a secrecao de insulina. Para provar que a glicose era capaz de estimular a
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secrecédo de insulina, mesmo quando o fechamento de canais de K-ATP era evitado,
Gembal et al. (1992) montou o seguinte protocolo: ele despolarizou a célula B
pancreatica por coloca-la em meio extracelular contendo elevado KCl, e manteve os
canais K-ATP abertos pelo DZ. A adi¢ao de glicose nesta situagao foi capaz ainda de
estimular a secrecdo de insulina (HENQUIN, 2009). Diferentes estudos posteriores
(HENQUIN; DUFRANE; NENQUIN, 2006; HENQUIN et al., 2003; HENQUIN, 2000)
incluindo do nosso grupo, confirmaram a presenca desta via em ilhotas pancreaticas
isoladas de roedores (GRASSIOLLI et al., 2006). Similarmente, esta via também ocorre
em ilhotas pancreaticas de humanos (STRAUB et al., 1998).

Em roedores, para que a célula B altere seu estado basal para o estado secretério,
€ necessaria a presenca de uma concentracdo aproximada de 6 a 7 mmol/L de glicose,
para promover o influxo necessario de calcio para desencadear a secrecao. Porém,
ainda no estado nédo-excitatério a glicose pode amplificar sinais produzidos nessas
circunstancias, mas sem atingir o pico de célcio desencadeador. Ou seja, a glicose age
tanto no aumento da concentracdo de calcio, quanto na melhora da efetividade do ion.
Lembrando que as duas vias sdo dependentes de célcio (HENQUIN, 2009).

3. Estimulo colinérgico como potencializador da secrecéo de insulina

Dentre os diversos agentes capazes de modular o controle secretor de insulina
pelas células B pancreaticas destaca-se o efeito dos neurotransmissores autonémicos,
em especial, a ACH. Para que a ACH seja liberada no tecido endécrino pancreatico, ha
a necessidade da estimulacdo do SNP, ramo do SNA. A inervacao pancreética do SNP
ocorre via nervo vago (X par craniano), iniciando com neurdnios pré-ganglionares
oriundos no nucleo ambiguo e nucleo motor dorsal do vago, no tronco encefalico, os
quais se dispersam até a chegada ao tecido exdcrino do pancreas. Nesse local, ocorre
a primeira sinapse com o ganglio nervoso e, a partir dele sdo lancadas fibras poés-
ganglionares que inervam densamente as ilhotas pancreéticas. Outros sinalizadores
podem ser liberados dos terminais vagais pés-ganglionares tais como 6xido nitrico (NO),
peptideo intestinal vasoativo (VIP) e peptideo liberador de gastrina (GRP); porém a ACH
€ o principal agente modulador da secrecao de insulina na célula 3 pancreatica (GILON;
HENQUIN, 2001). A acéo insulinotropica da ACH depende de sua interacdo com nos

receptores de membrana, acoplados a proteina G, os denominados receptores

muscarinicos (RM). Em todos os tecidos ja foram identificados pelo menos cinco
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subtipos de RM classificados como RM1, RM2, RM3, RM4, RM5. Eles se diferenciam
guanto a distribuicdo tecidual e via intracelular, assim RM1, RM3 e RM5 séo ligados a
proteina G subtipo q (Gq) e os subtipos RM2 e RM4 séo ligados a familia de proteina G
inibitoria (Gi) (GAUTAM et al., 2007). Um dos primeiros estudos a desvendar a a¢édo da
ACH nas células B pancreaticas foi realizado por Boschero et al. (1995). Neste estudo
0s autores demonstraram que a acao potencializadora da secrec¢éo de insulina induzida
pela ACH era mediada pelos subtipos RM1 e RM3 presentes nas células B. Todavia, em
2002 Miguel et al. usando linhagens tumorais secretoras de insulina (BRINBD11),
mostrou que a ACH poderia exercer também efeitos inibitérios sobre a secrecédo de
insulina induzida por glicose por acdo nos RM2 e RM4. Posteriormente, técnicas
moleculares (Western Blotting) e farmacoldgicas (antagonistas colinérgicos, como
atropina) tém indicado ainda a presenca; nas células secretoras dos subtipos RM2 e
RM4 com acao inibitéria sobre a secrecédo de insulina (MIRANDA et al., 2014).

Todavia, o subtipo de RM3 tem sido reconhecido como mais importante mediador
do efeito colinérgico da ACH na membrana da célula B. Usando modelos em roedores
sem a expressdo do RM3, foi possivel demonstrar que sem a presenca desse subtipo,
nao ha potencializagdo da secrecgao pela ACH (GAUTAM et al, 2007). Nas células B, a
interacdo da ACH aos receptores RM3 desencadeia vias diversas de transducéo que
tem como resultado um maior influxo de calcio. Deste modo, o efeito insulinotropico da
ACH é dependente da presenca da glicose e do ion célcio em concentra¢des suficientes,
caso contrario, ela ndo consegue manter a secrecdo, porém, se estes estiverem em
concentracfes 6timas a ACH se torna um 6timo potencializador da secrecdo (MATHIAS;
TORREZAN; GRASSIOLLI, 2009; GILON; HENQUIN, 2001).

Dentro deste contexto, os principais mecanismos de a¢do da ACH potencializando
a secrec¢dao de insulina, envolvem o calcio. No primeiro, a ACH desencadeia o aumento
da concentracado de calcio e este ,por sua vez, atuaria na maquinaria de exocitose dos
granulos de insulina e também na movimentacdo dos granulos para os sitios de
secrecdo. No segundo mecanismo, a ACH torna o calcio mais efetivo na exocitose, isso
pode acontecer por varios mecanismos, principalmente, pela acdo de PKC que
sensibiliza a maquinaria responsavel pela exocitose, facilitando a agdo do calcio
(GILON; HENQUIN, 2001).

A potencializacdo induzida pela ACH e o aumento da concentragdo do calcio séo

dependentes dos produtos do metabolismo da glicose, como a producéo de ATP. De
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fato, a geracdo de sinais de calcio que sdo necessarios para a acdo da ACH, sao
dependentes da mobilizacéo do calcio presente nos estoques extracelulares, por influxo,
e também mobilizacdo daqueles presentes em vesiculas intracelulares, demandando a
ligacdo com IP3 (SCHOFL et al., 2000). Por isso, quando ha a potencializacdo pelo
neurotransmissor, ha um aumento da concentracéo de calcio intracelular que ocorre por
dois mecanismos distintos: quando ha alta concentracao de glicose e presenca da ACH
h& entrada de cdlcio através dos canais voltagem-dependentes, porém, em baixas
concentracfes de glicose e altas do neurotransmissor, ha deslocamento dos ions
presentes nos estoques intracelulares. O primeiro mecanismo necessita da presenca de
uma concentracdo de glicose maior que 5 mM, jA o segundo necessita de alta
concentracdo do neurotransmissor, independente da presenca da glicose e de altas
concentragdes extracelulares de calcio (GILON; HENQUIN, 2001). E importante
salientar que o uso de sulfoniluréias com fechamento dos canais de K-ATP ajudam na
potencializacdo dos sinais de calcio induzidos pelo estimulo colinérgico, mesmo na
auséncia da glicose. Porém, a presenca da glicose é importante, ja que além do
fechamento dos canais de K-ATP, da produgcédo de ATP e Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo (NADH) (agem como reguladores), também é responsavel pelo aumento
da producéo de IP3 (SCHOFL et al., 2000).

Adicionalmente, um estudo realizado com ilhotas de roedores e adicdo de ACH
reforcou a importancia da via amplificadora na magnitude da secrecao de insulina.
Comparou-se a secrec¢éo de insulina induzida por altas concentragdes de glicose (15 e
30 mM) e a secrecéo induzida por baixa concentracéo de glicose (3 mM) com adicéo de
100 uM de tolbutamida (sulfoniluréia), com posterior adicdo de ACH (1 pM). Em ambas
situacdes houve secrecao de insulina, porém na presenca de elevada concentracdo de
glicose, a magnitude da secrecdo foi muito maior comparada com aquela que teve
adicao de sulfoniluréia. Este resultado é decorrente do efeito da via amplificadora, a qual
€ desencadeada apenas quando a secrec¢ao € induzida pelo acucar (GILON; HENQUIN,
2001). A via amplificadora é fisiologicamente importante, visto que ela sustenta a
secrecdo de insulina por um longo tempo, garantindo a manutencdo da glicemia e
evitando a hiperglicemia. Por outro lado, em periodos de jejum, a regulacdo da ativagédo
do estimulo colinérgico, através da concentragcdo de calcio € benéfica. J& que uma vez
gue o ATP, oriundo do metabolismo glicolitico, estara baixo, evitando que a ACH ative

0 processo calcio-dependente e a secrecédo de insulina, o que impede uma hipoglicemia
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(SCHOFL et al., 2000). Em adicdo, conforme comentado anteriormente, a ACH também
contribui para a denominada fase cefélica da secrecéo de insulina.

Deste modo, os efeitos colinérgicos sobre o pancreas endocrino sdo essenciais
para ajustar os niveis de insulina as necessidades fisioldégicas do organismo e, deste
modo, preservar a homeostase glicémica. Dentro deste contexto, alteracfes do fluxo
autonbmico para o pancreas endocrino, em particular a hiperestimulacdo do SNP
promove a hiperinsulinemia. Diversos modelos de obesidade em roedores bem como
humanos obesos apresentam hiperatividade do SNP a qual tem ligagdo direta com
hiperinsulinemia, expansao do tecido adiposo e a Rl (LUBACZEUSKI et al., 2015;
KARLEN-AMARANTE et al., 2012; SCOMPARIN et al., 2009). Similarmente, um estudo
realizado com primatas demonstrou que embora a atividade colinérgica nao estivesse
alterada no jejum em animais pré-diabéticos, apds a sobrecarga de glicose, estes
apresentaram hiperatividade colinérgica comparado aos animais controle (CLARK et al.,
2009).

Enquanto o SNP estimula a secrecao de insulina, o seu ramo antagonico o sistema
nervoso simpético (SNS), libera catecolaminas que sdo importantes na inibicdo da
secrecdo de insulina. Esse estimulo adrenérgico, realizado pelo SNS, é ativado em
situacBes de estresse, como de exercicio fisico ou jejum, sendo importante para evitar
a ruptura da homeostase energética. Uma vez que impede a acao hipoglicemiante da
insulina enquanto eleva a concentracéo de glicose plasmética, a qual, nestas situacdes
é direcionada ao Sistema Nervoso Central (SNC) (DEBUYSER; DREWS; HENQUIN,
1991). A atividade fisica de um modo geral, modula os ramos autonédmicos e exerce
efeitos diretos sobre a secrecdo e acdo do hormdnio insulina. Adicionalmente, o
exercicio fisico, por elevar o gasto energético, favorece a reducao de tecido adiposo e
a consequente melhora na RI evitando o rompimento da homeostase glicémica. No
estudo de Gautam et al. (2006), os pesquisadores criaram trés diferentes modelos de
obesidade em roedores: ob/ob (deficiéncia de leptina), dieta hiperlipidica e animais com
lesdes na area Hipotalamo Ventromedial (VMH) do hipotalamo, adicionalmente parte
desses animais possuiam deficiéncia na expressdo do RM3, fazendo com que a ACH
nao realizasse o mesmo efeito insulinotrépico nessas ilhotas. Os resultados
demonstraram melhora da homeostase glicémica dos animais com deficiéncia de RM3,
com diminui¢do da alimentag&o e aumento da energia gasta. Adicionalmente, o estimulo

s

adrenérgico desses roedores € aumentado; tal resultado pode também pode ser
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encontrado com a utilizacdo de antagonistas colinérgicos e também pela estimulacao

do SNS, como no exercicio fisico.

4. Exercicio fisico e o Controle Secretor de Insulina

O exercicio fisico € um dos métodos mais efetivos no controle do peso corporal,
em especial a longo prazo (GOMES et al., 2013). Adicionalmente, mesmo sem alterar o
peso corporal, o exercicio fisico regular é capaz de promover melhora no metabolismo,
reduzindo a glicemia, melhorando a sensibilidade a insulina e evitando a dislipidemia
(CHAPUT, 2010). Durante a pratica de exercicios fisicos ocorre uma hiperativacdo do
SNS, exercendo efeitos catabdlicos, como a lipolise e glicogendlise. Além disso, ha
inibicho da secrecdo de insulina, hormbénio caracteristico de processo anabdlico
(RINALDI et al., 2014; SCOMPARIN et al., 2009; GIORDANO et al., 2006). Em roedores
obesos, com inducéo por dieta hipercaldrica, a atividade fisica causou aumento da taxa
metabdlica, diminuicdo do processo inflamatério na area hipotalamica (decorrente da
dieta), o que pode atenuar as alteracbes no SNA, resultando em equilibrio de
estimulacdo dos ramos do sistema periférico (LAING et al., 2016).

Apesar de diversos estudos confirmarem a importancia da atividade fisica regular
para a manutencdo da homeostase energética, bem como para preservar a homeostase
glicémica e consequentemente evitar a DM2, os efeitos do exercicio fisico sobre as
ilhotas pancreaticas ainda sdo escassos e muitas vezes controversos (TSUCHIYA et al.,
2013; CALEGARI et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2010). Entre as principais dificuldades
em definir o efeito do exercicio sobre a célula B, destaca-se o uso de diferentes
protocolos de treinamento, o modelo de obesidade ou DM2 usado para avaliar seus
efeitos e 0 modo como o0 metabolismo é avaliado (GUERREIRO et al., 2016). Assim, de
um modo geral, é importante reconhecer que alguns efeitos mediados pela atividade
fisica ocorrerdo diretamente na célula B pancreatica, enquanto outros efeitos serdo
decorrentes da melhora do metabolismo energético provocado pelo exercicio fisico
sobre a composicao corporal e sobre a sensibilidade a insulina (MOTTA et al., 2016).

Dentro deste contexto, o exercicio fisico cronico parece ser importante para a
prevencao da exaustao das células B, por melhorar a sensibilidade periférica a insulina
e deste modo reduzir a quantidade de insulina necessaria para sustentar a homeostase
glicémica. Neste aspecto, estudos em humanos, demonstram que o exercicio crénico

moderado € mais efetivo na regularizacéo do controle da secrecéo de insulina, do que
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0 exercicio agudo, evitando a hiperinsulinemia. O porqué da melhor eficacia na
regulacdo da homeostase glicémica em exercicios moderados, ainda nao € totalmente
esclarecido. Parece estar envolvido a estabilizacdo da primeira fase da secre¢éo, sem
um declinio acentuado da liberacdo de insulina. J& o exercicio vigoroso, por aumentar a
sensibilidade a insulina, pode estar acompanhado de um declinio agudo na primeira
fase da secrecdo. Portanto, € de fundamental importancia o conhecimento sobre o
exercicio realizado e a frequéncia de atividade realizada (BEAUDRY; RIDDELL, 2012).

Conforme comentado anteriormente, o estado metabdlico do animal é importante
no perfil de resposta do pancreas ao treinamento fisico. Neste sentido, Rawal et al.
(2013) conduziram estudo de exercicio moderado a intenso em ratos Zucker (fa/fa) com
DM2 ja instalada. Os roedores realizavam corridas por até quarenta minutos ou até
atingir a fadiga, cinco vezes por semana, por sete semanas consecutivas. Os animais
diabéticos ndo apresentaram melhoras na insulinemia e na glicemia plasmaticas, porém,
obtiveram uma diminuicdo no numero de ilhotas rompidas (0 qual acontece de forma
frequente no rato DM2) e também uma normalizacdo do didmetro da ilhota, comparada
aos ratos controle, além disso h4 um aumento de granulos de insulina nas ilhotas
exercitadas. De fato, é importante ter conhecimento sobre a fase de instalacdo da
doenca, quanto mais precoce for o inicio da atividade fisica, maior € a possibilidade da
normalizacdo da homeostase energética.

Contrariamente, Park et al. (2007) que também trabalhou com ratos diabéticos,
mas nesse caso induzidos pela pancreatectomia de 90% do 6rgéo, encontrou resultados
diferentes. Nesse estudo ele uniu a dieta hiperlipidica e exercicio fisico moderado
(corrida por vinte minutos, cinco vezes por semana, por onze semanas). O autor
constatou que a dieta hiperlipidica resultou em aumento da RI periférica e que tal
condicéo foi revertida pelo exercicio fisico. Além disso, a dieta hiperlipidica causou
hipertrofia e neogénese nas células 3, enquanto a atividade fisica aumentou o niumero
de células secretoras de insulina por hiperplasia e por diminuicdo da apoptose. Portanto,
enquanto a dieta hiperlipidica atenuou a primeira fase da secrecdo de insulina e
desequilibrou a segunda fase, o exercicio fisico retomou a homeostase glicémica.
Segundo os autores, essa diferenca pode ser explicada pela liberagdo de catecolaminas
durante o exercicio. Enquanto o exercicio moderado parece ter um efeito benéfico com
a diminuicdo da hiperinsulinemia, pela ativagdo dos receptores a-adrenérgicos e

normalizagdo da secreg¢do de insulina. Em alta intensidade de exercicios, ocorre um
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grande aumento de catecolaminas o que pode causar diminuicdo da sensibilizacdo do
efeito inibidor de catecolaminas na secrecao de insulina. Adicionalmente, € fundamental
para que haja a melhora da secregéo de insulina, que as células B sejam estimuladas
e, principalmente, que possuam alguma capacidade secretoria (DELA et al. 2004).

Ja em estudo com animais obesos atraves de dieta de cafeteria (CAF), onde os
roedores ingerem altas quantidades de gorduras e carboidratos e baixo teor de
proteinas, o exercicio de caminhada de alta e baixa intensidade ndo alterou a
sensibilidade periférica a insulina e ndo corrigiu a hiperinsulinemia. Porém, estes
animais apresentaram diminuicdo da adiposidade e de triglicerideos circulantes
(CIGARROA et al., 2016).

Yao et al. (2017) conduziram um estudo com indugdo de SM em roedores, atraves
de uma dieta com alto nivel de gordura por doze semanas. Ap0s 0 aparecimento da
desordem metabdlica, os ratos foram submetidos a uma semana de intenso exercicio
fisico, com natacdo por quarenta e cinco minutos diarios. Posterior ao treinamento,
houve uma diminuicdo das concentracdes séricas de glicose e também de insulina.
Segundo os autores, a queda das concentragfes plasmaticas de insulina foi decorrente
da reducéo do tecido adiposo. O exercicio fisico mostrou-se um proliferador das células
B em ratos 90% pancreatomizados, ou seja, ha uma normalizagao dos niveis glicémicos,
por uma compensacao com o aumento do niumero de células produtoras de insulina, em
um processo de hiperplasia. Diferente da hipertrofia, onde ha o aumento do tamanho da
célula para compensar a diminuicdo da secrecdo hormonal e mantém a compensacéao
por periodos breves, a hiperplasia mantém a compensacédo por um periodo mais longo.
Adicionalmente, o exercicio diminui a apoptose dessas células, por ativar a cascata de
sinalizacao insulina/IGF-I. De fato, a atividade fisica € um dos fatores de prevencédo do
desenvolvimento e progresséo do estado de RI e diabetes (CHOI et al., 2006).

Considerando os achados descritos acima, € evidente o efeito modulador do
exercicio sobre o pancreas, todavia, caracterizar os aspectos do controle secretor e da
morfologia da célula B sdo eventos importantes no entendimento da atividade fisica

como protetora do pancreas endaocrino.

5. Modelo de Obesidade induzido por glutamato monossédico — MSG

Ha diversos tipos de inducdo de obesidade em roedores, alguns feitos pela

ingestao de dietas hipercaldricas, como os grupos CAF, ratos com lesdes hipotalamicas,
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tais como a leséao eletrolitica no VMH que induz a desregulacéo no centro de saciedade
e fome promovendo hiperfagia e modelos que sado submetidos a alteracfes génicas,
como os camundongos ob/ob e ratos Zucker (fa/fa) (CIGARROA et al., 2016; RAWAL et
al., 2013; LINDSTROM et al., 2007; GAUTAM et al., 2006). Dentre os modelos de
obesidade caracterizados como hipotalamico esta a obesidade induzida pelo tratamento
neonatal com MSG (GRASSIOLLI et al., 2006). Existem protocolos diversos de
aplicacdo de MSG, sendo comumente utilizada a aplicacdo de injecbes subcutaneas
dessa solucao nos primeiros cinco dias de vida dos filhotes (OLNEY, 1969). Essa técnica
leva a uma massiva destruicdo do nucleo arqueado do hipotalamo (ARQ), que resulta
em uma desregulacdo do metabolismo energético e enddcrino; consequentemente ha o
desenvolvimento de obesidade, disfuncdo sexual e deficiéncia de hormdénio de
crescimento (GH) (ELFERS; RALSTON; ROTH, 2011; SCOMPARIN et al., 2009;
TORREZAN et al., 2006).

A obesidade no rato MSG nao esta relacionada ao desequilibrio do consumo
alimentar, visto que estes animais sdo normofagicos ou hipofagicos. O excesso de
tecido adiposo neste modelo é decorrente do desequilibrio da atividade do SNA,
resultado da lesdo do ARQ (SCOMPARIN et al., 2009). Neste modelo observa-se
reducdo da atividade do SNS, associada a hiperatividade do SNP (KARLEN-
AMARANTE et al., 2012). Em estudo, Lubaczeuski et al. (2015) realizaram vagotomia
subdiafragmatica aos 30 dias de vida em ratos MSG, que ndo desenvolveram
hiperinsulinemia, intolerancia a glicose e reduziram o0 seu teor de tecido adiposo.
Adicionalmente, sabe-se que a hiperatividade vagal promove aumento no numero de
células B nailhota, o que foi inibido com a realizagdo da vagotomia em idade precoce.

Além da vagotomia, o proprio exercicio fisico pode melhorar as condi¢des
bioguimicas e biométricas de camundongos MSG-obesos. Estudo conduzido por
Andreazzi et al. (2009) comprovou que o exercicio fisico apesar de leve intensidade,
natacdo por cerca de quinze minutos, trés vezes por semana, por oito semanas;
realizado em animais MSG ainda muito jovens (cerca de trinta dias de vida), evitam a
instalagcdo do quadro de hiperinsulinemia. Adicionalmente, ha redugcdo da massa
adiposa quando comparado a animais MSG nao exercitados. Tal achado pode estar
relacionado a diminuicdo da secrecédo de insulina, j& que o aumento do tecido adiposo

€ considerado um dos principais fatores para o0 aumento da secrecéo de insulina.
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Scomparin et al. (2009) demonstraram em seu trabalho, que em camundongos,
MSG-obesos apresentam desequilibrio no SNA, com hiperatividade vagal. De acordo
com o estudo, essa hiperatividade favorece um aumento na glicemia e uma
hipersecrecao de insulina ocasionado por alta estimulacdo das células 3 pancreaticas.
Segundo os autores, esta hiperinsulinemia favorece a lipogénese, portanto, a expansao
excessiva do tecido adiposo explicando a obesidade MSG.

Um resultado benéfico do exercicio fisico também foi encontrado pelo estudo de
Leite et al. (2013) em roedores MSG que nadaram 30 minutos, trés vezes por semana
ao longo da vida. Ratos MSG exercitados apresentaram reducao da hipertrofia da ilhota
e do adipdcito, o que foi acompanhado de diminuicdo da secrecéo de insulina induzida
pela glicose. Além disso, o estudo demonstrou que ilhotas pancreaticas de animais MSG
apresentam aumento na expresséo do transportador GLUT-2, um evento normalizado
em ilhotas de ratos MSG exercitados.

Conforme comentado anteriormente, o desajuste na atividade autonémica é um
evento importante na obesidade induzida pelo MSG. Dentro deste contexto a
hiperatividade vagal, modifica a acéo colinérgica no pancreas enddcrino. llhotas
pancreaticas obtidas de roedores MSG obesos sdo menos responsivas ao estimulo de
ACH (GRASSIOLLI; GRAVENA; MATHIAS, 2007). Todavia durante muitos anos esta
hip6tese ndo havia sido explorada molecularmente neste modelo de obesidade. Porém,
em 2013 e 2014 dois estudos em ilhotas pancreédticas de ratos MSG obesos
encontraram diferentes explicacbes moleculares para o fendmeno da reduzida
responsividade a ACH.

Segundo Ribeiro et al. (2013) ilhotas pancreaticas isoladas de ratos MSG
apresentam reduzido efeito colinérgico, pois a hiperatividade vagal promove “down-
regulation” do RM3. Neste estudo, os autores mostraram que a expressao do RM3 esta
reduzida, bem como, as cascatas de sinalizacdo acionadas pelo receptor em ilhotas
pancreaticas isoladas de ratos MSG obesos adultos.

Todavia, resultados contrarios foram obtidos por Miranda et al. (2014). Segundo
0s autores, a expressdo do RM3 esta aumentada nas ilhotas de ratos MSG-obesos,
apesar disso o efeito colinérgico continua reduzido por que outros subtipos de RM, com
acdo antagbnica ao RM3 estdo alterados. Eles demonstraram que ilhotas pancreaticas
de ratos MSG apresentam maior expressao RM2, o qual tem efeito inibitorio sobre a
secre¢do de insulina. Este achado confirma resultados obtidos por Grassiolli et al.

34



(2007), mostrando farmacologicamente que a acao inibitéria do RM2 é elevada em
ilhotas pancreaticas de ratos MSG. A presenca de um efeito inibitério mediado pelo M2
sobre a secrecao de insulina j& havia sido demonstrada por Miguel et al. (2002) em
linhagem tumoral secretora de insulina (BRINBD11).

Deste modo, ilhotas pancreaticas de ratos MSG obesos apresentam alterada
resposta a glicose, reduzido efeito insulinotrépico colinérgico e mudancas na morfologia
pancreética que podem ser moduladas pela préatica regular de exercicio. Até o presente
momento ndo h& nenhum estudo avaliando como ilhotas pancreéticas de roedores

obesos MSG respondem ao treinamento fisico, em particular ao estimulo colinérgico.
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SWIMMING TRAINING REDUCES GLUCOSE-AMPLIFYING
PATHWAY AND CHOLINERGIC RESPONSES IN ISLETS FROM
LEAN- AND MSG-OBESE RATS
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Abstract:

Here, we investigated the effects of exercise training on glucose- and cholinergic-



induced insulin secretion in pancreatic islets, isolated from obese and lean rats. Obese
rats were obtained by the treatment of male Wistar rats with monosodium glutamate
(MSG; 4g/Kg) for the first 5 days of life, while control (CON) rats received saline. At 21
days of life, the rats were divided in exercised (EXE) and sedentary (SED); which did not
were submitted to physical training. The EXE rats were swan 30 min 3 times/week, for
10 weeks. The white adipose tissue, insulinemia and lipidemia were lower in MSG-EXE,
compared to MSG-SED rats. Swimming training also diminished glucose-stimulated
insulin secretion (GSIS) and reduced the ATP-sensitive K* channel-independent
pathway in pancreatic islets from CON-EXE and MSG-EXE rats, compared to the
respective SED groups. In pancreatic islets from EXE groups was observed accentuated
reduction in cholinergic insulinotropic effect without alter muscarinic receptor 3 (M3R)
expression and their downstream pathways. In conclusion, swimming training reduces
GSIS and cholinergic responsiveness in isolated pancreatic from lean and hypothalamic

obese rats; events that could be related with inhibition of glucose amplifying pathways.

Keywords: Acetylcholine, glucose metabolism, insulin secretion, obesity, swimming

training

Introduction:

Pancreatic beta cells are specialized cells that synthesize and secrete insulin; events
directly modulated by variations in the concentrations of nutrient in blood, in especial
glucose. Glucose-stimulated insulin secretion (GSIS) occurs via two primary pathways
(triggering and amplifying) which require glucose metabolism®2. In the triggering
pathway, an increase in the ATP/ADP ratio closes the ATP-sensitive K* (Katp) channels,
located at the beta cell plasma membrane. The reduction in K* efflux depolarizes the
membrane and opens the voltage-dependent Ca?* channels, resulting in Ca?* influx into
the cells, and the increase in cytosolic Ca?* provokes exocytosis of the insulin-containing
granules®“. The glucose amplifying pathways is independent of the closure of Katp

channels and seems to be related with mechanisms termed Ca?* supremacy®~’.
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GSIS is potentiated by several agents, including the neurotransmitter,
acetylcholine (Ach)8. Ach is released by cholinergic terminals from vagal fibers, close to
the islet cells,® binds to muscarinic receptor subtype 3 (M3R), located at the beta cells
plasma membrane!®!l, and activates phospholipase C (PLC), which produces
diacylglycerol (DAG) and inositol-3-phosphate (IP3). DAG, in turn, promotes the
activation of protein kinase C (PKC), which increases the cytoplasmic Ca?* signaling
upon the exocytosis of insulin-containing granules, while IP3 stimulates Ca?* release
from the endoplasmic reticulum?13,

Over the last two decades, obesity has become one important health problem,
affecting millions of people worldwide!4. Several metabolic disorders are associated with
excessive content of adipose tissue including glucose intolerance, insulin resistance,
dyslipidemia, and hypertension, all of which are collectively termed as Metabolic
Syndrome (MS). Both MS and type 2 diabetes (T2D) are associated with pancreatic beta
cell dysfunctions, including altered glucose-induced insulin secretion and changes in
insulinotropic cholinergic actiont>17,

Regular physical exercise is an effective strategy to improve glucose homeostasis
in healthy, obese and diabetic individuals, because chronic exercise improves insulin
sensitivity®20, However, conflicting results have been reported regarding the effects of
chronic exercise on pancreatic beta cell function??4, In addition, the effects of exercise
on glucose-induced triggering and amplifying pathways as well as the insulinotropic
cholinergic response, in pancreatic islets from heath, obese, and diabetic rodents, are
unclear.

The administration of high doses of monosodium glutamate (MSG) to rodents,
during the neonatal period promotes damage in hypothalamic arcuate nucleus (ARC),

culminating in the development of obesity in adult life?>?’. MSG-induced obesity is
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characterize by increased adiposity, pancreatic islet dysfunction, glucose intolerance,
insulin resistance, dyslipidemia, and cardiovascular alterations, reproducing many of
abnormalities present in humans obese with MS 282930 |nterestingly, in MSG-obese rats
autonomic imbalance is directly involved in insulin hypersecretion as well as, in massive
white adipose tissue3. Here, we investigate if swimming training alters glucose - and
cholinergic - induced insulin secretion, in pancreatic islets isolated from lean and MSG-

obese rats.

Results:

The effects of swimming training and obesity in body weight and biochemical
blood profile of rats are shown in Table 1. Neonatal MSG treatment increased the
retroperitoneal fat depot, promoting hyperglycemia, hyperinsulinemia, and increased
triglyceride plasmatic levels compared to CON-SED rats (p<0.05). Swimming training
reduced white adipose tissue content and normalized metabolic parameters. Thus,
MSG-EXE animals presented reduction in body weight and retroperitoneal fat content in
relation to MSG-SED rats. Moreover, chronic swimming training was effective in
reestablishes glycemia, insulinemia, and triglyceridemia in MSG-SED group compared
to those of MSG-SED rats (p<0.05). In body weight and retroperitoneal fat depot was
observed isolate effect of exercise (F (1,43) =5.40 and F (1,55) = 7.61, respectively) and
MSG treatment (F (1,43) = 16.16 and F (1,55) = 81.18, respectively). However, in
plasmatic levels of glucose (F (1,45) = 8.93), insulin (F (1,47) = 21.91) and triglycerides
(F (1,32) = 9.141) are observed significantly interaction effect.

Figure 1 shows the glucose dose-response curve in isolated pancreatic islets.
GSIS was significantly influenced by MSG (F (1,76) = 11.62) and EXE (F (1,76) = 15.58)

as well as by interaction effects (F (1,76) = 7.39). Thus, islets from the MSG-SED group
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showed a higher ECso in relation than islets from CON-SED rats (p<0.05). Swimming
training reduced GSIS increased glucose sensibility in islets from obese group. Thus,
islets from MSG-EXE rats presented reduced ECsp in relation to islets from MSG-SED
rats.

The impact of swimming training on the cholinergic dose-response curve from
isolated pancreatic islets is shown in Figure 2. Due the marked reduction in cholinergic
response found in islets from MSG-SED as well as in exercised groups, we were unable
to calculate the ECso to Ach dose- response curve. Thus, the insulinotropic effects of
Ach in several concentrations (1 - 3000uM) was expressed as percentages, taking the
insulin secretion at 8.3 mM glucose as reference (100%), for all groups. Pancreatic islets
from CON-SED rats secreted insulin to increasing concentration of Ach in a characteristic
S shape curve. Thus, the addition of Ach in high concentration provokes a rise of 400%
in glucose-induce insulin secretion. Despite, in islets from MSG-SED rats, maximal
insulin release, also have been obtained at highest concentrations of Ach the percentage
of insulinotropic effect was smaller reaching only 150%. The dose-response curve to Ach
was shifted to the right in islets from both exercised groups suggesting reduction in Ach
sensibility (Figure 2A). Neither swimming training nor MSG treatment affected
significantly M3R, PKC and PKA expressions in isolated pancreatic islets.

The impact of swimming training in trigger and amplifying pathways is presented
in Figure 3. At 16.7 mM glucose, depolarizing concentrations of KCI (30 mM) potentiated
the insulin secretion, in a lesser extent, in islets from CON-EXE than in islets of CON-
SED (p<0.05). However, in the presence of the Katp channel blocker, diazoxide (Dz), the
inhibition of insulin secretion was higher in CON-EXE, compared to CON-SED islets
(p<0.05). In the presence of high KCIl and Dz the potencialization of secretion was 100%

higher in islets from CON-SED rats, confirming the presence of amplifying pathways.
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However, this pathway was absent in CON-EXE islets (Figure 3A). The depolarizing
effect of KCI (30 mM) as well as, the inhibitory effect of Dz were similar in islets from
MSG-SED and MSG-EXE (figure 3B). The amplifying pathways was absent in islets
from MSG-SED rats. Interestingly, in islets from, MSG-EXE group, the KCL plus Dz
(amplifying pathways) provoked significantly inhibitory effect on insulin secretion
compared to MSG-SED islets (p< 0.05; Figure 3B).

We also evaluated insulin secretion in response to Ca?* channel blockers (Figure
4). The L-type Ca?* channel blocker, Verapamil (10uM - VR), had similar inhibitory effects
on GSIS in islets from all experimental groups. The addition of Thapsigargin (1uM —
THP), an inhibitor of the ER Ca?*-ATPase, reduced GSIS by 4% in islets from CON-SED
rats and 29%, in islets from the MSG-SED group (p<0.05). Swimming training did not
alter the THP or VR responses in islets from the exercised groups. The association VR

+ THP promoted similar inhibitory effect in GSIS in all experimental groups.

Discussion

It is well established that MSG administered in high dose during neonatal period
to provoke lesions in hypothalamic ARC nucleus, leading to massive adipose tissue
accumulation, insulin resistance, glucose intolerance, dyslipidemia, as well as pancreatic
dysfunctions in adult life 3031, Exercise activates sympathetic flux to periphery tissues
and, via adrenergic action promotes fat mobilization and reduces insulin secretion from
endocrine pancreas®233. Moreover exercise improves lipid and glucose metabolism33, in
particular, by to correct insulin sensibility®2. In the present study, we observed that a
moderate protocol of swimming training maintained at long of life was efficiently in
attenuates obesity, normalizing plasmatic glucose and triglycerides levels, besides to

prevent hyperinsulinemia. The sympathetic hypoactivity characteristics of MSG obese

50



rodents appear be attenuated by physical training?+3,

Alterations in GSIS, in association with changes in cholinergic responses, were
observed in pancreatic islets from obese rodents or obese subjects3#3%, The
mechanisms underpinning GSIS from pancreatic islets comprise both initiation (trigger)
and amplification pathways2®. In the present study, pancreatic islets, isolated from MSG-
obese rats, present reduced glucose sensibility, event that could be relate to absence of
glucose amplifying pathways found in our data and also observed by other authors!®31,
Recently study published by Grespan et al.3” showed that beta cells dysfunction in T2D
can be explained by an impaired amplifying pathway. Moreover, pancreatic islets,
isolated from MSG-obese rats, display reduced Ach-induced insulinotropic effect which,
presumably, depends on the Ach-M3R-activated pathway!. According study of Ruiz de
Azua et al.*® M3R receptors and their downstream pathways, such as, PKC activity play
a key role in maintaining insulin release and glucose homeostasis. However, neither M3R
nor PKC protein were significantly affect by MSG treatment; contrary results were
obtained by other studies®>3°. There are not clear explanations for such a discrepancy.

In our study, swimming training induced increase in glucose sensibility and
inhibition in cholinergic responses without changes in M3R or their downstream
pathways. The effects of exercise in endocrine pancreas are contradictories?44%41, We
have previously demonstrated that islets from MSG exercised rats present reduction in
GSIS, an event associated with reduction in islets size and changes in mitochondrial
flux?*. In contrast, islets from lean trained rats, submitted to a single acute exercise,
secreted more insulin when stimulated by the cholinergic agent, carbachol*?. Ribeiro et
al.*! using identical protocol training showed that islets from MSG exercised had reduced
GSIS and have higher carbachol insulinotropic response with higher epinephrine

inhibition. In contrast, islets from lean trained rats, submitted to a single acute exercise,
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secreted more insulin when stimulated by the cholinergic agent, carbachol??. On the first
time, we demonstrated that chronic exercise training can reduces GIIS for inhibiting

amplifying pathways in islets from both lean and MSG-obese groups.

Glucose metabolism, coupled with changes in Ca?* flux, play a key role in both
the triggering and amplifying pathways, as well as in cholinergic responses*3#4, Altered
Ca?* homeostasis is associated with dysfunctions in the beta cells, in diabetic humans
and obese rodents*>46, It is also shown that physical activity improves islet sensitivity to
Ca?* in lean rats, and improves abnormal Ca?* signaling in diabetic rats, with
cardiovascular dysfunction**. We also observed that the inhibitory actions of VR and THP
on GSIS were similar in islets from exercised and sedentary rats. These findings suggest
that the alterations in glucose and cholinergic responses, observed in islets from
exercised groups, are independent on changes in Ca?* influx or Ca?* mobilization from
the ER. However, these results do not exclude the possibility that the efficacy of Ca?* in
the amplifying pathway could be altered by exercise training, since we found that
exercise reduced this pathway in isolated pancreatic islets. However, we postulated that
the inopperating amplifying pathways present in islets from MSG-SED and also in MSG-
EXE rats also could reduce cholinergic response without alter M3R pathways. Moreover,
as suggested by Miranda et al. 3 alterations in MR composition could no discharged.

In conclusion, chronic swimming training attenuated obesity, prevented
hyperinsulinemia and dyslipidemia, reducing GSIS and increasing glucose sensibility in
pancreatic islets from lean and MSG-obese rats. The potent inhibitory effect of exercise
in glucose-amplifying pathway could to explain smaller glucose responsiveness and
absence of cholinergic insulinotropic action. These functional adjustments in insulin
secretion, induced by physical training, could represent an important mechanism for the

preservation of pancreatic beta cell function.

52



Material and Methods:

1. Reagents:
Acetylcholine, Diazoxide, Verapamil and Thapsigargin were purchased from Sigma
Chemical (cat.A6625; cat.D9035; cat.V4629; cat.T9033, respectively). 12°| human insulin
was purchased from Perkin Elmer (cat: NEX420010UC), and K* was purchased from

J.T. Baker (cat.3040-01); routine reagents were from Sigma Chemical.

2. Animals:
All experimental procedures were approved by the Institutional Ethics Committee of the
State University of Ponta Grossa (CEUA number 2860). Male neonatal Wistar rats
received, during the first 5 days of life, 4mg/g body weight of MSG subcutaneously. An
equimolar saline solution was administered to the control group. Both groups were
weaned at 21 days of age; animals were maintained at 21+2°C on a 12-h light—dark
cycle, with free access to water and standard rodent chow.

3. Swimming training:
After weaning CON and MSG-treated rats were divided into 2 groups: exercised (EXE)
and sedentary (SED) rats. The complete swimming training protocol has been described
previously®3. Briefly, after one week to adapt to water and physical activity programs, the
training sessions consisted of 30-min swimming, 3 times per week, for 10 weeks. A load
equivalent to 5% of body mass was attached to the base of the tail to ensure that rats
were in constant swimming activity. The water temperature was maintained at 32+2 °C
to avoid stress induced in response to cold. After swimming, the rats were dried and
returned to their cages. The diagram below briefly shows the protocol used for obtaining

the study groups.
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Male neonatal Wistar rats (2 day)

\Z

Groups

\Z

After weaning at 21 days
CON-SED / CON-EXE

Saline administration MSG administration

CON MSG

MSG-SED / MSG-EXE

—
Sedentary Swimming Sedentary Swimming
during entire training during entire training
protocol 3x/week/ protocol 3x/week/
30min, for 10 30min, for 10
weeks weeks

4. Body Weight and biochemical Plasmatic Parameters:
After overnight fasting (12h), rats from all groups (90 days of age) were weighed and
euthanized by decapitation. Blood samples were collected in heparinized tubes, and
centrifuged at 3.000g to obtain plasma that was stored at -20 °C. Glucose and triglyceride
plasma levels were measured using the Diasys kit (cat: 1 2531 99 90 314 and cat: 1
5760 99 90 314, respectively) in a Selectra Junior auto analyzer (Vital Scientific, Rheden,
Gelderland — Netherlands), and insulin was measured by radioimmunoassay, as
previously reported*’8, In addition, retroperitoneal fat pads were collected and weighed
to assess the obesity induced by MSG-treatment.

5. Islet isolation and insulin secretion
Islets were isolated from rats of all groups by digestion of the pancreas with collagenase
V (1.0mg/mL) and, washed with Hank’s solution as previously described®. Groups of four

isolated islets were pre-incubated for 60 min at 37°C in Krebs solution containing (in
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mM): 120 NaCl; 4.8 KCI; 2.5 CaClz; 1.2 MgClz; 24 NaHCOs and 5.6 glucose. This
medium was gassed with O2/COz2 (95%/5%) to maintain the pH at 7.4 and supplemented
with 0.1% of bovine serum albumin (BSA). The Krebs solution was replaced and the
islets were incubated for 60 min with several insulin—inducing agents. At the end of the
incubation period, the insulin content of the medium was measured by RIA.

5.1 Glucose concentration-response curve:

A cumulative dose-response curve was performed with glucose (2.8 to 30.0 mM);
glucose concentrations used were fitted to a logarithmic function and nonlinear
regression analyses were utilized to determine the ECso, using GraphPad Prism
(GraphPad Prism 6 - San Diego — CA, USA). Data were expressed as the glucose
concentration (logarithmic function) as a function of insulin secretion (ng/mL/4
islets/1hour).

5.2 Ach concentration-response:

Another group of islets was used to perform the cumulative dose-response curve with
Ach. For this, islets were incubated with glucose (8.3mM) in the presence of Ach in
different concentrations (0.01 to 3.000uM). To avoid Ach degradation, neostigmin
(10uM), an inhibitor of acetylcholinesterase enzyme, was added to the incubation
mixture. The protocol to calculate the ECso from Ach dose-response curve was the same
as that described above. The cholinergic insulinotropic effect was expressed as a
percentage, considering the glucose-induced insulin secretion by 8.3mM glucose as
100%.

5.3 Determination of glucose-induced insulin secretion by amplifying pathways:

The metabolic amplifying pathway used for glucose-induced insulin secretion was
investigated in another group of islets using the protocol established by Sato et al.®

Briefly, isolated pancreatic islets were incubated with glucose at 16.7 mM, in the
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presence or absence of a high potassium concentration (KCIl, 30mM) or Dz (250uM), a
K*atp channel opener, or glucose 16.7mM plus KCI (30mM) plus Dz (250uM). Data are
expressed as percentages, considering glucose-induced insulin secretion by 16.7mM
glucose as 100%.

5.4 Calcium influx:

To investigate the effect of swimming training on Ca?* mobilization, fresh islets from all
groups were incubated with 16.7mM glucose in the presence or absence of Verapamil
(VR, 10uM), a blocker of plasma membrane Ca?* channels, or Thapsigargin (THP, 1uM),
an inhibitor of ER Ca?* ATPase — SERCA, or both pharmacological Ca?*-blocking drugs.
As above, data are expressed as percentages, considering glucose-induced insulin
secretion by 16.7mM glucose as 100%.

5.5Western Blotting

Islets from 4-6 rats of each group were solubilized in buffer containing 100mM Tris pH
7.5, 10mM/L sodium pyrophosphate, 100mM sodium fluoride, 10mM/L EDTA, 10mM
sodium vanadate, 2mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) and 2% Triton X-100, final
pH 8.08. The protein concentration in the supernatants was assayed using the Bradford
assay*®. For sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
gel electrophoresis and Western blot analysis, samples were treated with a Laemmli
buffer. After heating to 95°C for 5 min, the proteins were separated by electrophoresis
(30ug/lane, 10% gel), and transferred to nitrocellulose membranes. The membranes
were blocked overnight at 4°C in Tris-buffered saline containing 5% skimmed milk.
Subsequently, the membranes were incubated with three polyclonal antibodies against:
Ach-M3R (1:200, cat.M6598, Sigma), PKC-a (1:500, mouse sc-8393, Santa Cruz) and
(1:500, rabbit sc-93, Santa Cruz). After washing, the membranes were incubated for 2

hr with a secondary antibody (1:10.000 — Invitrogen) followed by exposure to an
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ImageQuant LAS 4000 Mini (GE Healthcare Bio-Sciences - Uppsal-Sweden) to detect

the chemiluminescence of the nitrocellulose membranes. After assaying the target

protein, Western blotting was repeated using a-tubulin (1:1.000, cat.T6199, Sigma)

antibody, as an internal control. Band intensities were quantified by optical densitometry

using the Image J software (National Institutes of Health). The data are express by

normalization with intern control.

5.6 Statistical analysis:

All data are expressed as means + SEM for the number of determinations (n) indicated.

Statistical analyses were carried out using Student’s t test (p<0.05) and Anova two-way

(p<0.05).
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Table 1. Efeitos da atividade fisica crénica nos parametros biométricos e

bioquimicos.

CON- MSG- P P p-value
CON-SED MSG-SED value value ]
EXE EXE interaction
MSG EXE
Body Weight 375.50 + 339.30 + 321.20 + 289.60 *
0.0002 0.0249 0.5327
(9) 10.00¢ 12.63¢ 12.39 7.652P
Retroperitoneal Fat 1.89 1.61+ 3.38+ 283+ <
0.0078 0.3763
(g/100g) +0.16¢4 0.13¢d 0.082b 0.252b 0.0001
Glucose 112.90 £ 100.10 £ 127.90 £ 93.29 + <
0.2693 0.0045
(mg/dL) 1.90Q0cd 5.62a¢ 2.423bd 5.86a°¢ 0.0001
Insulin 0.38 = 0.34 0.75 0.33 < <
< 0.0001
(ng/mL) 0.03¢ 0.03¢ 0.062-bd 0.04¢ 0.0001 0.0001
Triglycerides 78.22 + 65.86 + 190.40 £ 97.09 +
0.0049 0.0004 < 0.0001
(mg/dL) 4.68¢ 5.48¢ 25.51abd 2.44c

Data are mean+SEM; n=10-16 rats by groups. Letters above numbers show statistical differences in Anova
two-way with Tukey post-test (p<0.05). a- CON-NS; b — CON-VD; ¢c- MSG-NS and d — MSG-VD.
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Figure legends

Figure 1. Effect of regular swimming training on glucose dose-response curve in
isolated pancreatic islets and glucose sensitivity: (A) Points on graph represent
meanzSEM of insulin secretion obtained in each glucose concentration. Groups of 4
islets were incubated in 1 mL of Krebs solution containing increasing concentrations of
glucose, as indicated in the methods (n=4-5 animals per group). At least 20 observations
were made for each glucose concentration. (B) Glucose sensitivity represents for
mean+SEM, where Letters above numbers show statistical differences in Anova two-
way with Tukey post-test (p<0.05). a- CON-SED; b — CON-EXE; c- MSG-SED and d —

MSG-EXE.

Figure 2. Cholinergic insulinotropic response and MR3 expression on isolated
pancreatic islets from exercised rats: (A) Points on graph represent mean+SEM of
insulin secretion in response to glucose (8.3 mM) in the presence of crescent Ach
concentration, as indicated in the methods. Data were expressed as percentage
considering 8.3mM of glucose as 100%. At least 20 observations were made for each
glucose concentration (n= 4-5 animals per group). (B) Protein content is shown for MR3,
PKA and PKC. (C) Results are mean+SEM values normalized by the housekeeping
protein a-tubulin (n = 3 — 4 rats per group), there was no significant difference between

the groups differences in Anova two-way with Tukey post-test (p<0.05).

Figure 3. Triggering and amplifying pathway of insulin secretion in pancreatic
islets isolated from exercised rats: Groups of 4 islets were incubated in 1 mL of Krebs

solution containing 16.7 mM glucose, in the presence or absence of Dz (250uM) and/or
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K* (30 mM) (n=4-5 animals per group). Data are expressed as percentages, considering
16.7 mM glucose as 100%. At least 20 observations were made for each glucose
concentration. CON-SED x MSG-SED (A) and MSG-SED x MSG-EXE (B). Symbols

above the bars represent statistical difference *SED x EXE (p< 0.05), paired t test.

Figure 4. Participation of Ca?* in glucose-induced insulin secretion in pancreatic
islets isolated from exercised rats: Groups of 4 islets were incubated in 1 mL Krebs
solution containing 16.7 mM glucose, Verapamil (VR, 20uM), an L-type calcium channel
blocker or thapsigargin (THP, 1uM), a non-competitive inhibitor of the sarco/endoplasmic
reticulum Ca?* ATPase (SERCA) (n=4-5 animals per group). Data are expressed as
percentages, considering 16.7 mM glucose as 100%. At least 20 observations were
made for each glucose concentration. CON-SEDXMSG-SED (A) and MSG-SEDxMSG-

EXE (B). (p< 0.05), paired t test.
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ECso F (DFn, DFd) p- value
Interaction Fq.76 =7.39 = 0.0081
EXE Fi1,76y = 15.52 = 0.0002
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Figura 1. Efeito da natac&o regular sobre a curva dose-resposta a glicose em ilhotas
pancreaticas isoladas e sua sensibilidade a glicose.
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APENDICE:

Protocolo para preparacao de solucdo de Hanks

Reagentes g/L

NaCl 8

KCI 0,4
MgS0O4.7H20 0,2
Na2HP0O4.12H20 0,121
KH2PO4 0,06
CacCl2.2H20 0,185
NaHCOs 0,35

O pH deveré ser conferido e acertado para 7,4.

No momento de uso adicionar: 1g de glicose e 1g de albumina, por litro.
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Protocolo para preparacao de Solucao de Krebs

Preparar as solucdes de estoque 1, 2 e 3.

Solucédo Sal g/L
Solucédo 1 NacCl 26,8
Solucéo 2 NaHCOs 8
KCI 1,6
MgCl2.6H20 0,8
Hepes 14,28
Solucéo 3 CaCl2.2H20 1,6

No momento de uso,

adicionar 25% de solugéo 1, 25% de solugao 2, 25% de

solucéo 3 e 25% de agua, acertar o pH para 7,4.
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Protocolo para preparacao de tampéo de ilhotas para Western Blotting

Para 20 mL de tampéao:

500 pL ou 0,074 g de EDTA;
8,41 g de ureia;

3,05 g de tioureia;

84 mg de NaF (100 mM);

90 mg de pirofosfato;

Completar com agua miliQ.

Aliquotar fracdes de 1 mL em eppendorf e manter congelado.

Para a preparacao da fracdo de 1 mL, primeiro preparar as seguintes solucdes
estoque:

1.

2.
3.

Ortovanato 10 mM: 37.8 mg de ortovanato para uma solucao de 200 pL (adicionar
cerca de 170 pL de agua miliQ);

PMSF: diluir 9 mg de PMSF em 1000 pL de etanol;

Triton 10%: diluir 100 pL de triton puro em 900 pL de agua miliQ.

Apbs a preparacao das solugdes estoque adicionar as seguintes quantidades na
aliquota de 1 mL de tampdao previamente preparado:

10 pL de ortovanato;
50 yL de PMSF;

100 pL de triton;

1 pL de aprotinina pura.

Observagoes:
1. As solucdes estoque de ortovanato, PMSF e triton, deverdo ser preparadas no

N

momento de uso e deverdo ser descartadas, elas ndo deveréo ser reutilizadas;
Todos os eppendorfs e ponteiras utilizadas deverao ser estéreis;

A solucéo de tampao aliquotada podera ser armazenada por um grande tempo,
desde que esteja devidamente congelada,

Depois da solucdo pronta para uso, esta devera ser mantida em geladeira, até
sua adi¢éo as ilhotas.
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ANEXO A:
Certificado do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos [ou

no Uso de Animais] da Universidade Estadual do Oeste do Parana.
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ANEXO B

Manuscript Format and Style

Manuscripts should follow the style of the Vancouver agreement detailed in the Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals, as presented in JAMA
1997; 277: 927-34.

Spelling. The journal uses UK spelling and authors should follow the latest edition of the
Oxford Concise English Dictionary.

Footnotes. Footnotes arising from the text must not be used.

Standard abbreviations. These should be used sparingly. They should be defined in
the Summary and on the first mention in the text. In general, terms should not be
abbreviated unless they are used repeatedly and the abbreviation is helpful to the reader.
Units of measurement. As far as possible, these should conform to the SI conventions,
with the notable exception that blood pressures should be given in mmHg. It is strongly
recommended that contributors consult the booklet Units, Symbols and Abbreviations: A
Guide for Biological and Medical Editors and Authors (Ed. D. N. Baron), 1988, The Royal
Society of Medicine Services, London. The recommendations outlined therein will be

followed.

Methods of statistical analysis

The journal recommends that investigators seek the advice of a professional
biostatistician in the design stage of their study, as well as during the stage of actual data
analysis. Statistical methods used should be identified, with appropriate citation of
statistical texts or articles that describe their use. Reasons for choosing particular
methods of analysis, and for the number of experimental units, should be stated. The
name and source of commercial statistical computer packages used should be identified.
The statistical section should contain sufficient detail for the reader to have a clear idea
about how the analysis was performed. The level of statistical significance (alpha) should
be defined and it should be stated explicitly whether this refers to one- or two-sided
probability. Nevertheless, exact P values should be given to a sensible number of
significant figures (e.g. P = 0.01 rather than P = 0.0058). The risk of type 1 error (a false

positive inference) should always be controlled. This requires the use of global statistical
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tests of significance where possible, particularly in experimental designs that involve
repeated measurements in the same experimental units (humans, animals, tissues or
cells). Multiple comparisons within a single experiment should only be made when this
is absolutely necessary and, if so, P values should be conservatively corrected to control
the risk of type 1 error. Two techniques that provide excellent control of the type 1 error
rate are the 'false discovery rate' procedure (Curran-Everett D, Benos DJ. Guidelines for
reporting statistics in journals published by the American Physiological Society. Am. J.
Physiol. Regul. Integr. Comp. Physiol. 2004; 287: R247-9) and the Ryan-Holm stepdown
Bonferroni procedure (Ludbrook J. Multiple comparison procedures updated. Clin. Exp.
Pharmacol. Physiol. 1998; 25: 1032-7). Confidence intervals may be used in addition to
P values.

Data should be expressed as mean (SD) when the intention is to indicate the degree of
variability of the data around the mean value, and as mean + SEM when the intention is
to estimate the population mean from the sample data. In either case, the numbers of
observations (n) should be stipulated. This allows the reader to calculate SD from SEM
and vice versa. (For further reading, see Ludbrook J. Comments on journal guidelines
for reporting statistics. Clin. Exp. Pharmacol. Physiol. 2005; 32: 324-6 (Letter). Detailed
guidelines on the use and presentation of statistics in Clin. Exp. Pharmacol. Physiol. can

be found online.

Chemical substances

These must be properly identified. Except for standard laboratory chemicals, the source
of supply must be given. Drug nomenclature should follow the rules of the International
Union of Pharmacology Committee on Receptor Nomenclature and Drug Classification,
published in various articles in Pharmacological Reviews. Proprietary names should be
avoided unless the paper is concerned with a specific formulated product, in which case
the nature of the formulation should be stated. Isotopically labelled chemicals should be
identified by the atomic number and symbol of the isotope, its location in the molecule
and the specific activity in standard (SI) units.

Receptors
For receptor types, nomenclature should also follow the conventions established by the
IUPHAR Committee on Receptor Nomenclature and Drug Classification (International
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Union of Basic and Clinical Pharmacology), which are published in Pharmacological

Reviews.

Parts of the Manuscript

Manuscripts should be presented in the following order: (i) Title Page, (ii) Abstract and
keywords, (iii) Introduction, (iv) Results, (v) Discussion, (vi) Methods, (vii)
Acknowledgements (including disclosure), (viii) References, (ix) tables (each table
complete with title and footnotes), (x) figure legends and (xi) figure. Supporting

Information should be supplied as a supplementary file.
The first page of the manuscript should contain the following information:

Title: The title should be as informative as possible but should avoid over-detailed
information about the experimental procedures. Titles should not exceed 250 characters
(including spaces).

Family name for each author, preceded by initial(s) or given name(s): That part of each
family name which is to appear in indexes must be underlined.

Laboratory or Institute: The official name (in English) of each place in which the work
reported in the manuscript was carried out should be given, together with the larger
organization (if applicable), city, state (if applicable) and country.

Short title: This will be used as a running heading in the printed text; it must not exceed
a total of 45 characters (including spaces) and should be as informative as possible
within this limit. Abbreviations should be avoided if possible.

Author for correspondence: The name and full postal address, facsimile, telephone and
email details of the corresponding author must be provided and clearly identified. All
correspondence regarding the manuscripts, proofs and requests for reprints will be sent
to this author, using the contact details provided.

Present addresses of authors: Should the addresses of other authors differ from that of
the author for correspondence, this information should be provided and will be published.
Abstract and keywords

Abstract. This should commence on page two and consist of a continuous paragraph,
describing the aim of the study, what was done, the main findings and the conclusions
reached. A limit of 250 words applies to article abstracts, and 120 for Letters to the Editor.
Key words: These are required for indexing the content of the paper, and should, if

possible, be selected from the US National Library of Medicine's Medical Subject
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Headings (MeSH) browser list. A maximum of 10 words or phrases should be sufficient.
Key words should be arranged in alphabetical order.

References: Up to 60

Figures/tables: Maximum 8

Description: Technical Papers should be based mainly on the presentation of new
techniques, or the testing or critique of existing techniques. These should be structured
like Original Articles.

Introduction

This section should commence on a new page and contain a concise statement of the
reason for doing the work, and should not contain a major statement about either the
findings or the conclusions.

Results

The findings should be presented clearly with adequate reference to figures and tables.
The text of Results and the information contained in figures and tables should
complement one another; repetitive presentation of the same data should be avoided.
Material appropriate to Discussion should not be included in Results. However, brief
comments on minor points are acceptable if they help to consolidate the new information
being presented or if they assist the reader to follow the progression of ideas in moving
from one set of data to another.

Discussion

This should not be a mere reiteration of the Results. It should deal with the relationship
of the new information given in Results to the corpus of knowledge in that field, and
should be pertinent to the data presented. The main conclusions should be incorporated
in thin the final paragraph.

Methods

Sufficient information should be given to permit the work to be repeated in other clinics
or laboratories.
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List all sources in the reference list sequentially as they occur in the text. In text citations
should follow the Vancouver style, i.e. numbered and ordered numerically in the
reference list. All citations mentioned in the text, tables or figures must be listed in the
reference list. If cited in tables or figure legends, number according to the first
identification of the table or figure in the text. Titles of journals should be abbreviated
according to the style used in Index Medicus. Please note that authors are responsible
for the accuracy of the references.

Journal article:

2. Thomsen SF, Ulrik CS, Kyvik KO, Larsen K, Skadhauge LR, Steffensen I, Backer V.
The incidence of asthma in young adults. Chest. 2005;127:1928-34.

Book edition:

2. Storm BC. Asthma. In: Thompson VC, Olson O, editors. Pulmonary Pathophysiology.
Baltimore: Williams & Wilkins; 1990. p. 27-42.

Tables

should be numbered consecutively in Arabic numerals. Each table should be presented
on a separate page with a comprehensive but concise legend above the table. Tables
should be double-spaced and vertical lines should not be used to separate columns.
Column headings should be brief, with units of measurement in parentheses; all
abbreviations should be defined in footnotes. Footnote symbols: t, ¥, § should be used
(in that order) and *, ** *** gshould be reserved for P values. The table and its
legend/footnotes should be understandable without reference to the text.

Figures

All illustrations (line drawings and photographs) are classified as figures. Figures should
be cited in consecutive order in the text. Magnifications should be indicated using a scale
bar on the illustration.

Size. Figures will be greatly reduced in size for publication. Fonts must therefore be large
and consistent and lines should be relatively thick. Authors should prepare figures to fit
within the column (84 mm), or the full text width (176 mm).

Resolution. Figures must be supplied as high resolution saved as .eps or .tif.

Halftone figures: 300 dpi (dots per inch)

Colour figures: 300 dpi saved as CMYK

Figures containing text: 400 dpi

Line figures: 1000 dpi Color figures.
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Files should be set up as CMYK (cyan, magenta, yellow, black) and not as RGB (red,
green, blue) so that colors as they appear on screen will be a closer representation of
how they will print in the journal. Figures are published in colour in the journal free of
charge.

Figure legends

Type figure legends on a separate page. Legends should be concise but comprehensive.
The figure and legend must be understandable without reference to the text. Include
definitions of any symbols used and define/explain all abbreviations and units of
measurement.

Further information can be obtained at: The CEPP Guidelines for Preparation of Figures:
and Wiley's guidelines for preparation of figures.

Equations

Equations should be numbered sequentially with Arabic numerals; these should be
ranged right in parentheses. All variables should appear in italics. Use the simplest
possible form for all mathematical symbols.

Supporting Information

Supporting information is information that is not essential to the article, but provides
greater depth and background. It is hosted online and appears without editing or
typesetting. It may include tables, figures, videos, datasets, etc. Click here for Wiley’s
FAQs on supporting information.

Note: if data, scripts, or other artefacts used to generate the analyses presented in the
paper are available via a publicly available data repository, authors should include a

reference to the location of the material within their paper.

Wiley Author Resources

Manuscript Preparation Tips: Wiley has a range of resources for authors preparing
manuscripts for submission available here. In particular, authors may benefit from
referring to Wiley’s best practice tips on Writing for Search Engine Optimization.
Editing, Translation, and Formatting Support: Wiley Editing Services can greatly
improve the chances of a manuscript being accepted. Offering expert help in English
language editing, translation, manuscript formatting, and figure preparation, Wiley

Editing Services ensures that the manuscript is ready for submission.
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A cover letter should be included in the ‘Cover Letter Field’ of the ScholarOne system.
The text can be entered directly into the field or uploaded as a file. The covering letter
must contain:

» An acknowledgment that all authors have contributed significantly and that all authors

are in agreement with the content of the manuscript.

* In keeping with the latest guidelines of the International Committee of Medical Journal

Editors, each author’s contribution to the paper is to be quantified.

» Authors must also state that the protocol for the research project has been approved
by a suitably constituted Ethics Committee of the institution within which the work was
undertaken and that it conforms to the provisions of the Declaration of Helsinki (as

revised in Brazil in 2013).

» Authors must declare any financial support or relationships that may pose conflict of

interest, for more detail refer to the section ‘Disclosure’ above.

Two Word-files need to be included upon submission: A title page file and a main text
file that includes all parts of the text in the sequence indicated in the section 'Parts of the
manuscript', including tables and figure legends but excluding figures which should be
supplied separately.

The main text file should be prepared using Microsoft Word, doubled-spaced. All pages
should be numbered consecutively in the top right-hand corner, beginning with the first
page of the main text file.

Each figure should be supplied as a separate file, with the figure number incorporated
in the file name. For submission, low-resolution figures saved as .jpg or .bmp files should
be uploaded, for ease of transmission during the review process. Upon acceptance of
the article, high-resolution figures (at least 300 d.p.i.) saved as .eps or .tif files will be
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