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RESUMO



O nucleo arqueado (ARN) ¢ um nucleo hipotaldmico conhecido pelo seu papel na
regulacdo do comportamento alimentar. A expressao proteica no ARN esta relacionada com
a modulacao do comportamento alimentar, nomeadamente a expressao do neuropeptideo Y
(NPY), da hormona estimuladora dos melandcitos tipo alfa (a-MSH), da enzima tirosina
hidroxilase (TH) e de recetores de estrogénio tipo alfa (ERa). Os trabalhos elaborados no
ambito desta tese tiveram como objetivo avaliar os efeitos do estradiol e do consumo de
alcool e da sua abstinéncia na estrutura e neuroquimica do ARN, em ratos fémeas da estirpe
Wistar com dois meses de idade.

A acdo do estradiol no comportamento alimentar foi avaliada através da
administracao ciclica de estradiol a animais ovariectomizados. O efeito do etanol foi
avaliado em ratos fémeas ciclicas, submetidas a seis meses de consumo de alcool (20% v/v)
ou apos dois meses de abstinéncia. As variagdes ponderais nos animais € no consumo so6lido
foram determinadas em ambos os modelos, bem como o consumo de etanol no segundo
modelo. Foram usados métodos estereoldgicos para estimar o volume e o nimero total de
neur6énios do ARN, assim como para estimar do nimero total de neurénios do ARN que
expressam NPY, a-MSH, ERa e TH.

O estradiol parece influenciar o comportamento alimentar das fémeas por intervir na
regulacdo reciproca do NPY/a-MSH no ARN. Com efeito, elevados niveis plasmaticos de
estradiol induzem a diminui¢do da sintese de NPY ¢ o aumento da sintese de a-MSH,
levando a diminui¢do da ingestdo de alimentos e ao aumento do gasto energético. O etanol
aporta calorias vazias que, quando ingeridas, desregulam os sinais orexigénios, reduzindo o
consumo de alimento, levando a redu¢do do peso corporal. A abstinéncia de etanol ¢
suficiente para reverter este mecanismo, levando ao ganho de peso. O ARN mostrou-se mais
resistente ao consumo de etanol do que a sua abstinéncia, uma vez que s6 a expressao do
ERa foi afetada por esta substancia. A abstinéncia de etanol induz degeneracdo neuronal e
perda de volume do ARN, afetando também a expressao do NPY. O etanol ndo causou
grande variagdo na expressao proteica do ARN, o que sugere o envolvimento destes
peptideos noutros mecanismos, nomeadamente na resposta ao stresse, no qual a expressao
do NPY e do ERa no ARN possa ter um relevante papel.

Os trabalhos que compdem esta tese mostram que o estradiol e o etanol afetam a
homeostasia energética e que, ao contrario do etanol, a sua abstinéncia causa transtornos

estruturais € moleculares no ARN.




ABSTRACT




The arcuate (ARN) is a hypothalamic nucleus known by its role in the regulation of
the feeding behavior. The RNA express important neuropeptides associated with the
modulation of the feeding behavior, namely the neuropeptide Y (NPY), the alpha-
melanocyte-stimulating hormone (a-MSH), dopamine and the estrogen receptor alpha
(ERa). The objective of the series of studies comprised in this thesis was the evaluation of
the effects of estradiol and of alcohol consumption and its withdrawal in the structure and
neurochemistry of the ARN of Wistar female rats with two months old.

The action of estradiol on feeding behavior was evaluated by the cyclical
administration of estradiol to ovariectomized rats. The effect of ethanol was evaluated in
female cyclic rats undergoing six months of ethanol consumption (20% v/v) or after two
months of alcohol withdrawal. The body weight change of the animals and food
consumption were assessed in both models, and the consumption of ethanol was assessed in
the second model. The estimation of the volume and total number of neurons of the ARN,
as well as the estimation of the total number of neurons expressing NPY, a-MSH, ERa and
TH in ARN were made by stereological methods.

Estradiol seems to affect the feeding behavior in the female by overriding the
reciprocal regulation of the NPY/a-MSH in the ARN. In fact, elevated plasmatic levels of
estradiol promote the reduction of NPY synthesis and the increase in a-MSH, decreasing
food intake and increasing energy expenditure. Ethanol is an energy source of empty calories
that when ingested, disturbs the orexigenic signals, reducing food consumption and body
weight. Ethanol withdrawal was sufficient to reverse food intake, inducing weight gain. The
ARN was more resistant to ethanol consumption than to its withdrawal, since only the
expression of ERa was affected by this substance. The withdrawal of ethanol induced
neuronal degeneration and loss of ARN volume and also affected the expression of NPY.
Ethanol consumption did not induce almost changes in protein expression in the ARN,
suggesting the involvement of these peptides in other mechanisms, particularly in stress
responses, where NPY and ERa expression in the ARN may have a relevant role.

The studies that comprise this thesis show that the estradiol and ethanol affect energy
homeostasis and, unlike ethanol, its withdrawal causes structural and molecular disorders in

the ARN.




INTRODUCAO




A homeostasia, ou seja, a manuten¢ao do meio interno dentro de limites compativeis
com o funcionamento adequado dos diversos 6rgdos e sistemas, ¢ crucial para a eficiéncia
do organismo no meio ambiente (Machado e Haertel, 2014). Para a homeostasia contribuem
varios componentes centrais e periféricos, sendo que o seu controlo ¢ maioritariamente
dependente do sistema nervoso central (SNC). Das varias areas do SNC com papel de relevo
no controlo da homeostasia destaca-se o hipotalamo (Machado e Haertel, 2014), porque ¢ ai
que estdo localizados os centros de controlo da temperatura corporal, do balanco
hidroeletrolitico, da pressdao arterial e do comportamento alimentar. Uma das fung¢des
basilares para a homeostasia ¢ o comportamento alimentar, dado que a capacidade para
ajustar a ingestdo alimentar como resposta a alteragdes das necessidades ¢ uma caracteristica
essencial para a sobrevivéncia do organismo. Sabe-se ainda que, os desequilibrios no
comportamento alimentar estdo associados a varias patologias, nomeadamente, a obesidade,
a diabetes tipo II, doencas cardiovasculares e cancro (Konturek ef al., 2005). O controlo do
comportamento alimentar envolve a integracdo de varios mediadores periféricos e centrais,
tais como peptideos, hormonas e neurotransmissores, provenientes do trato gastrointestinal,
do tecido adiposo e de varias areas do SNC (Valassi et al., 2008). Os mediadores periféricos
chegam ao SNC e desencadeiam a ativagdo dos mecanismos necessarios para a manutengao
das reservas energéticas dos organismos (Konturek et al, 2005; Valassi et al., 2008).
Adicionalmente, existem outros fatores, externos e internos, capazes de alterar o equilibrio
entre a ingestdo e o gasto energético, nomeadamente a escassez de alimentos, o
sedentarismo, o comprometimento do funcionamento de 6rgdos e sistemas, as hormonas, os
farmacos ou mesmo drogas psicoativas. O estradiol, por exemplo, ¢ uma hormona sexual
que interfere no comportamento alimentar, por afetar mediadores envolvidos tanto na
ingestdo como no gasto energético e, a auséncia desta hormona, como acontece na

menopausa, esta associada ao aumento de peso e a doencas cardiacas (MohanKumar ef al.,




2011; Coyoy et al, 2016; Kralova Lesna et al, 2016). A utilizagdo de substancias
psicoativas, como bebidas alcoolicas, parece também afetar a ingestdo de alimentos. Os
mecanismos subjacentes a acdo destes compostos estao por clarificar. Dai que seja premente
conhecer melhor os fatores que afetam o equilibrio entre o consumo e o gasto energético, s6
assim ¢ possivel adotar as medidas preventivas adequadas de modo a evitar os desequilibrios
que possam comprometer a eficiente sobrevivéncia do individuo e, sobretudo, que possam
levar ao desenvolvimento de patologias que acarretam grandes prejuizos para o individuo e

também para a sociedade.

1. Comportamento alimentar

A sobrevivéncia do organismo depende da ingestdo de nutrientes e do eficiente
metabolismo desses, nas propor¢des apropriadas para que as suas fungdes fisioldgicas
basicas sejam mantidas e as necessidades energéticas dos tecidos sejam atendidas (Jen et al.,
2010). A ingestdo de alimentos e o gasto energético sdo regulados por mecanismos
periféricos e centrais (Sandoval et al., 2008) e estdo sob a influéncia e interacdo de
numerosos € complexos fatores fisioldgicos, psicoldgicos, genéticos e ambientais
(Bachmanov et al., 2001; Minor et al., 2009; Harrold et al., 2012). No Homem, acrescem o0s
fatores culturais, sociais € econdmicos, estes também com capacidade de modificar os
habitos alimentares. A sensagdo de prazer e de recompensa que se obtém por consumir um
dado alimento sdo sentimentos capazes de modular o comportamento alimentar e que podem
contribuir para uma ingestdo alimentar maior ou menor do que o necessario e,
consequentemente, afetar o peso corporal do individuo (Harrold et al., 2012). O
comportamento alimentar ¢ também influenciado pelo género do individuo; de facto, existe

diferenca na quantidade de alimentos ingeridos entre o género masculino e o feminino, sendo




que neste ultimo acrescem as variagdes ao longo do ciclo menstrual nas mulheres e do ciclo
éstrico nos animais (Asarian e Geary, 2006; Shi et al., 2009; Asarian ¢ Langhans, 2010;
Dzenda et al., 2013). A ingestao de alimentos ¢, assim, um comportamento complexo que
envolve varios fatores e cujo desequilibrio entre o que € consumido e a necessidade real de
nutrientes do organismo implica alteragdes para o individuo, conduzindo quer a obesidade
quer a desnutrigao.

Os sinais mecanicos, metabolicos, endocrinos e neurais oriundos de orgaos da
periferia do organismo, informam o SNC sobre o que foi ingerido, quanto foi ingerido e
como foram metabolizados esses nutrientes. O SNC, por sua vez, integra essas informagdes
e coordena o balango entre a ingestdo e o gasto energético (Sandoval et al, 2008). A
regulacdo do peso corporal ¢ baseada na homeostasia energética, no entanto, a luta pela
sobrevivéncia do individuo levou ao desenvolvimento de um grande nlimero de mecanismos
que promovem o ganho de peso e o armazenamento de gordura, tendo sido preterido o
desenvolvimento de mecanismos que promovem a perda de peso (Druce et al., 2004). Num
balango energético negativo, ou seja, quando o organismo estd em défice de reservas
energéticas sdo desencadeados mecanismos que estimulam o apetite e o individuo ¢
motivado a comer para fazer a reposi¢ao das suas reservas energéticas (Minor et al., 2009).
No entanto, num balango energético positivo, os mecanismos envolvidos e que podem
prevenir o excesso de peso ndo sao tdo eficientes e podem, facilmente, ser suplantados pelo
estabelecimento de comportamentos contraditorios, como o sedentarismo e a ingestao
excessiva de alimentos facilmente acessiveis. A diferenca entre os mecanismos subjacentes
ao gasto energético parece advir da adaptacdo dos organismos no sentido de suprir o
fornecimento insuficiente de energia e ndo da necessidade de gastar calorias em excesso.
Estas caracteristicas parecem estar relacionadas com o facto de a desnutri¢ao ser uma ameaga

mais imediata para a sobrevivéncia da espécie do que o excesso de peso (Sainsbury e Zhang,




2010). No entanto, os mecanismos biologicos desenvolvidos no sentido de combater esta
ameaca parecem estar diretamente relacionados com o aumento da obesidade observado nos

ultimos anos na espécie humana (Fig. 1).
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FIG. 1. Representacdo esquematica da homeostasia energética e da regulacdo do peso corporal.

Baseado em Konturek e colaboradores (2005).

Segundo Konturek e colaboradores (2005), hd dois sistemas que participam na
regulacdao da quantidade de alimento ingerido: a regulacdo de curta duragdo e a regulagdo
de longa duragdo. A regulacdo de curta duracdo esta relacionada com a prevengdo da
ingestao em excesso em cada refeicao, enquanto a regulagdo de longa duragdo esta associada
com a manutencdo de reservas de energia sob a forma de gordura. Diferentes sinais
periféricos estdo envolvidos nos dois sistemas de regulacao da ingestdo de energia, embora
as areas do SNC que participam destes mecanismos sejam as mesmas. O hipotalamo tem um

papel preponderante na regulagdo do comportamento alimentar (Konturek et al., 2005), no




entanto, outras regides encefalicas estdo também relacionadas com este comportamento,
nomeadamente o nucleo do trato solitario (NTS), localizado no tronco encefalico. Esta area
desempenha um papel importante no controlo da ingestao e do gasto energético, funcionando
como entrada dos sinais neurais oriundos do trato gastrointestinal com destino ao
hipotalamo. Também a amigdala, os nicleos da base, o cortex pré-frontal e a rea postrema,
estao relacionadas com distirbios alimentares e com a regulacdo da reserva energética

(Arora e Anubhuti, 2006; Valassi ef al., 2008).

2. Nucleo arqueado do hipotalamo

O hipotalamo ¢ considerado como a regido chave do SNC no controlo da ingestao de
alimentos e do gasto energético, estando alguns dos seus nicleos implicados nestas fungdes
(Minor et al., 2009). O hipotalamo ¢é uma estrutura diencefalica, constituida principalmente
por substancia cinzenta, organizada em agregados celulares designados por nucleos. O fornix
divide-o numa regido medial e outra lateral. A regido medial, situada entre o fornix e o III
ventriculo, € rica em substancia cinzenta e € ai que estao localizados os principais nucleos
hipotalamicos. A regido lateral, situada lateralmente ao fornix, apresenta um predominio de
fibras longitudinais (Simerly, 1995; Machado e Haertel, 2014). Simerly (1995) propos a
divisdo do hipotalamo medial, por planos coronais, em quatro regides: a pré-optica, a
anterior, a tuberal e a mamilar. A regido pré-Optica compreende a area pré-optica, a regiao
anterior entre o quiasma Optico e a area dorsal adjacente até o sulco hipotalamico, a regido
tuberal localizada entre o tuber cinéreo e a area dorsal adjacente até o sulco hipotalamico e
por ultimo, a regido mamilar, entre os corpos mamilares e a area dorsal adjacente até o sulco
hipotalamico. No hipotalamo lateral (lateral hypothalamus — LH) est4 localizado o centro

da fome e na regido tuberal localiza-se o nucleo ventromedial (ventromedial nucleus —
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VMN), conhecido como sendo o centro da saciedade (Elias et al., 1998). O hipotadlamo
apresenta outros nucleos envolvidas na regulacdo do balango energético, tais como o nucleo
arqueado (arcuate nucleus — ARN) e o nucleo dorsomedial (dorsomedial nucleus — DMN),
ambos situados na regido tuberal, e o nucleo paraventricular (paraventricular nucleus —
PVN) localizado na sua regido anterior. Destes nucleos, o ARN ¢ aquele a que sera dado
maior destaque por ser considerado o principal ntcleo hipotaldmico envolvido na ingestao
alimentar (Meister, 2007; Valassi et al., 2008).

O ARN esta localizado na regido tuberal, a circundar a por¢ao ventral do III
ventriculo, considerado o terceiro maior nucleo do hipotdlamo, com um volume aproximado
de 0,94 mm? e ¢ sexualmente dimérfico. Os seus neurdnios sdo predominantemente bipolares
ou unipolares, existindo poucos multipolares (Chronwall, 1985; Leal ef al., 1998). Sao
pequenos e fusiformes e, lateralmente no nucleo, sdo mais largos e poligonais, com nucleo
oval e abundante substancia de Nissl no citoplasma (van den Pol e Cassidy, 1982; Chronwall,
1985). Este nucleo estd envolvido na mediacao da secrecao da prolactina e da hormona de
crescimento, na regulacdo do ciclo éstrico e do comportamento sexual; estd ainda envolvido
na regulacdo da funcdo das glandulas tireoide e suprarrenal e nas respostas ao stress
(Chronwall, 1985). O ARN tem uma importante acdo no controlo e na coordenacdo da
ingestdo alimentar e do gasto energético (Meister, 2007; Valassi et al, 2008; Vianna e
Coppari, 2011). A complexidade de organizagdao interna do ARN permite-lhe integrar
informacdo enddcrina e neuronal, de forma a modular respostas endocrinas e
comportamentais que possibilitam a adaptacdo do individuo as mudancas ambientais (van
den Pol e Cassidy, 1982; Chronwall, 1985; Bouret et al., 2004). E um local importante para
a regulagdo da ingestdo alimentar, ao integrar sinais com origem periférica, que atravessam
a barreira hematoencefélica e também sinais provenientes do tronco encefalico (Meister,

2007; Minor et al., 2009). O ARN contém duas populagdes de neurénios de primeira ordem
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que expressam os principais peptideos envolvidos na ingestdo alimentar e no gasto
energético. Na parte ventromedial do nucleo sdo expressos os neuropeptideos orexigénios,
o neuropeptideo Y (NPY) e o peptideo relacionado ao gene agouti (agouti-related protein —
AgRP) e na porcao ventrolateral do nucleo sdo produzidos os mediadores com agao
anorexigénia, a hormona estimuladora de melandécitos tipo alfa (a-melanocyte-stimulating
hormone — a-MSH) e o transcrito regulado pela cocaina e pela anfetamina (cocaine- and
amphetamine-regulated transcript — CART) (Sandoval et al., 2008; Maolood ¢ Meister,
2010; Maior, 2012). Os ax6nios dessas duas populagdes neuronais do ARN projetam para
os neurdnios de segunda ordem, localizados em parte no PVN, estimulando a liberta¢do de
substancias anorexigénias como a ocitocina, as hormonas libertadoras da tirotrofina e a
corticotrofina. Os neurénios do ARN profetam ainda para o LH e para a area perifornical
(perifornical area — PFA), e € ai que sdo produzidas moléculas que estimulam o apetite,

como a hormona concentradora de melanina (MCH) e a orexina (Elias et al., 1998).

2.1 Mediadores do ARN envolvidos na ingestiao de alimentos/gasto de energia

Sdo conhecidos mais de 20 neurotransmissores envolvidos no comportamento
alimentar que, quando expressos pelos neurdnios do hipotadlamo, levam a estimulagdo ou
inibi¢ao da ingestao de alimentos e do gasto energético (Higuchi, 2012).

Estes mediadores sdo libertados quer no proprio hipotdlamo, em outros nicleos
relacionados com o comportamento alimentar, quer em regides extra-hipotalamicas,
nomeadamente no tronco encefalico, desempenhando um papel importante no
comportamento alimentar (Arora e Anubhuti, 2006). O ARN, devido a sua localizagdo e a
auséncia de barreira hematoencefélica, ¢ um importante local de agdo destes mensageiros,

promovendo a interagdo deste com outras areas do SNC. O NPY, o a-MSH e a dopamina

12



sao alguns neurotransmissores expressos no ARN que desempenham um papel crucial nas

acgoes relacionadas com a ingestao alimentar e gasto energético.

A) Neuropeptideo Y

O NPY, um peptideo de 36 aminoacidos da familia do polipeptideo pancreéatico, foi
isolado pela primeira vez em 1982 (Tatemoto et al., 1982; Tatemoto, 1982) e € um dos mais
abundantes peptideos no SNC de mamiferos (Chronwall, 1985; Balasubramaniam, 1997,
Minor et al., 2009). E considerado o mais potente estimulador endégeno do apetite (Stanley
e Leibowitz, 1985; Edwards et al., 1999; Yoo et al, 2011), estando a sua agdo bem
preservada numa grande variedade de espécies (Minor et al., 2009). O NPY ¢ largamente
distribuido no encéfalo, incluindo o hipotalamo, sendo o ARN e o DMN os nucleos onde a
sua expressao ¢ maior (Chronwall, 1985; Criscione et al., 1998; Bi, 2007; Meister, 2007)
com projecdes para o LH, PVN e VMN (Chronwall, 1985). O ARN expressa NPY como
primeira resposta a regulacdo da ingestdo alimentar e gasto energético de curta e de longa
duracdo (Minor et al., 2009). O NPY ¢ também encontrado no sistema nervoso periférico,
em fibras do sistema nervoso simpatico, sendo libertado destas fibras para 6rgaos periféricos
como as células endoteliais do endocardio, o intestino, o baco e a glandula suprarrenal e no
sistema circulatério, havendo evidéncias de que os adipdcitos também expressam NPY
(Minor et al., 2009). O NPY expresso no ARN estd relacionado com a estimula¢do do
apetite, o armazenamento de gordura e o ganho de peso, promovendo a diminui¢do da
locomocado, do gasto energético e da temperatura corporal (Minor et al., 2009). O NPY atua
através de sete tipos de recetores (Y1 a Y7) acoplados a proteinas G (Balasubramaniam,
1997; Blomqvist e Herzog, 1997; Michel et al., 1998). Os recetores Y1 e Y5 sdo expressos
no hipotalamo e sdo considerados os mais ativos na regula¢do da ingestdo alimentar e do

gasto de energia (Kanatani et al., 2000; Higuchi et al., 2008; Higuchi, 2012). Baixos niveis
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de leptina, de glicose e de insulina induzem um balango energético negativo que esta
associado ao aumento da expressao de NPY no ARN. Para além da regulacao da ingestao de
alimentos, o NPY esta ainda envolvido em outras fungdes fisioldgicas importantes,
nomeadamente na regulacdo do ritmo circadiano, na emoc¢do, na aprendizagem, na
reprodu¢ao e na regulagdo de fungdes cardiovasculares e gastrointestinais (Heilig e
Widerlov, 1995; Sliwinska-Mosson et al., 2013). O NPY parece estar também envolvido em
mecanismos de resposta ao stress. Com efeito, a sua libertagao dos nervos simpaticos para a
circulacao sanguinea foi reportada na inalagdo de éter em ratos, considerada como uma
situagdo promotora de stress (Minor ef al., 2009). Adicionalmente, existe evidéncia de que
a expressdao deste neuropeptideo no ARN apresenta dimorfismo sexual, sendo a sua
expressao dependente dos niveis de estradiol circulante (Bauer-Dantoin ef al., 1992; Shimizu

et al., 1996; Santollo e Eckel, 2008; Silva et al., 2010).

B) Hormona estimuladora de melandcitos tipo alfa

O a-MSH ¢ constituido por treze aminoacidos e deriva da clivagem da pr6-hormona
pro-opiomelanocortina (POMC). Este peptideo tem uma potente agdo anorexigénia, tendo
um papel crucial na regulacdo da homeostasia energética tanto no hipotdlamo como em areas
extra-hipotalamicas (Shimizu et al., 2007; Anderson et al., 2016). O a-MSH estd também
envolvido noutras fungdes, particularmente na pigmentagdo, no comportamento sexual e na
inflamagdo. Das areas do SNC que expressam abundantemente o POMC, salienta-se o NTS
e 0 ARN (Dores et al., 1986; Butler, 2006); j4 a nivel periférico esta pro-hormona ¢ expressa
pela pele, bago, glandula tireoide e pelo trato gastrointestinal (Olney et al., 2014b). O
processo de pos-traducdo do POMC envolve clivagem, através de duas convertases de pro-
hormona, a PC1/3 e a PC2, e os produtos finais sdo duas classes de peptideos: as

melanocortinas (MCs) e o opidide B-endorfina. A clivagem do POMC nos peptideos da
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familia MC dé origem a a-, B- ¢ y-MSH, e a hormona adrenocorticotréfica (ACTH) que
partilham uma sequéncia de aminoacidos (His-Phe-Arg-Trp) necessarios para a agdo
biologica destes peptideos (Shimizu et al., 2007; Olney et al., 2014b). O processo de pos-
tradugao do POMC ¢ especifico para cada tecido (Pritchard et al., 2002), o que permite obter
varios peptideos de uma unica pro-hormona. Na hipofise, o POMC ¢ clivado
predominantemente em ACTH e B-lipotrofina (LPH). No entanto, no hipotdlamo e no lobo
intermedio da neuro-hipofise, o POMC da origem ao ACTH, que depois ¢ convertido em o-
MSH e, o restante fragmento N-terminal do POMC ¢ novamente clivado produzindo y-MSH
e B-LPH, sendo estes ultimos posteriormente convertidos em B-MSH e B-endorfina
(Pritchard ef al., 2002) (Fig. 2).

As melanocortinas exercem a sua acdo através de cinco tipos de recetores MC
(MCRs) do tipo transmembranares acoplados a proteina G, designados por MC1-5R (Coll,
2007; Garfield et al., 2009). Os recetores MCIR, MC2R ¢ MC5R sdo abundantemente
expressos nos tecidos periféricos. Os recetores MC3R e MC4R sdo também expressos nos
tecidos periféricos, mas ha uma predominancia da sua expressao no encéfalo (Shimizu et al.,
2007; Olney et al., 2014a, 2014b) sendo este o local eleito para a agdo sobre a homeostasia
energética (Butler, 2006). O neuropeptideo a-MSH tem afinidade para os recetores MC3R e
MCA4R (Pritchard et al., 2002) e destes, sabe-se que 0 MC4R tem um papel preponderante
na inibi¢ao da ingestdo alimentar (Marsh et al., 1999), sendo densa a sua distribui¢cao no

PVN, DMN e LH (Liu ef al., 2003; Olney et al., 2014b). E de salientar
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FIG. 2. Modelo simplificado do processo de pos-tradugdo do POMC no hipotalamo. N-POC,
fragmento N-terminal do POMC; JP, peptideo de juncdo; ACTH, hormona adrenocorticotrofica;
ACTH 1-17, de acetil do MSH; CLIP, peptideo do lobo intermediario da adeno-hipofise semelhante
a corticotrofina; LPH, lipotrofina; CPE, carboxipeptidase E; PC1/3, convertase de pr6-hormona 1 e
3; PC2, convertase de pro-hormona 2. Baseado em Shimizu e colaboradores (2007) e Olney e

colaboradores (2014b).

que o MC4R expresso no PVN participa na regulagcdo da ingestdo de alimentos, enquanto
nos outros nucleos hipotalamicos, a ativa¢do destes recetores regula o gasto de energia
(Balthasar et al., 2005). O sistema MC € o nico dos sistemas de neuropeptideos que possui
um antagonista enddégeno, denominado de AgRP. Assim, o sistema MC engloba neur6nios
que expressam POMC, AgRP e os que expressam os recetores melanocortinicos (Butler,
2006). No SNC, o AgRP ¢ expresso preferencialmente no ARN, ja nos tecidos periféricos a
sua expressao ¢ predominantemente no cortex da glandula suprarrenal (Olney et al., 2014b).
O AgRP ¢ sintetizado em neurdénios do ARN que projetam para outros nticleos hipotaldmicos
tais como o PVN, o VMN, o DMN e o LH, bem como para outras regides como o NTS, a

amigdala, o bed nucleus da estria terminal, a area tegmental ventral (ventral tegmental area
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— VTA) e o ntcleo accumbens (NAc) (Olney et al., 2014b). O AgRP liga-se aos recetores
MC3R e MC4R (Shimizu et al., 2007), desencadeando uma agao antagonista ao do a-MSH

(Garfield et al., 2009).

C) Dopamina

A dopamina (DA) ¢ considerada como a principal catecolamina do encéfalo (Kim et
al., 2010). Este neurotransmissor monoaminérgico ¢ produzido pela descarbonizagdo da L-
3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA). E também o precursor natural da adrenalina e¢ da
noradrenalina, que sdo catecolaminas com fung¢ao excitatoria no SNC (Meiser et al., 2013).
Na biossintese da DA participa a enzima tirosina hidroxilase (TH) que converte o
aminoacido L-tirosina em L-DOPA. Este aminoécido ¢ depois descarboxilado pela enzima
DOPA-descarboxilase ou pelo aminoacido aromdtico descarboxilase produzindo a DA
(Meiser et al., 2013). A DA ¢ sintetizada principalmente na substancia negra e na VTA, e
esta envolvida em varias fun¢des neuronais tais como o controlo do movimento, a libertagao
de hormonas neuroenddcrinas, o comportamento emocional, a recompensa, a cognicao € a
memoria (Hornykiewicz, 1966; Kim et al., 2010). A DA ¢é-lhe ainda atribuido um papel no
controlo da ingestdo alimentar, visto ter uma participacdo relevante na regulagdo de
mecanismos de recompensa, por meio de vias dopaminérgicas mesolimbicas (Berridge,
2007; Palmiter, 2007; Kim ef al., 2010). Deste circuito mesolimbico fazem parte varias areas
do SNC, mas hé evidéncia de que o NAc e a VTA sdo as dreas-chave deste sistema (Volkow
et al.,, 2011a, 2011b). Por sua vez, estas areas projetam para nicleos hipotalamicos como o
ARN (Kim et al., 2010), sugerindo uma participagdo importante do hipotdlamo nos
mecanismos de recompensa associados a ingestdo alimentar (Meguid et al., 2000).
Adicionalmente existem projecdes dopaminérgicas para o LH, que parecem estar
relacionadas com o tamanho das refei¢cdes e projecdes para o VMN que t€ém como fungao

influenciar o nimero de refei¢des (Zhang et al., 2001). No sistema mesolimbico associado
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a recompensa, existem varios mensageiros, nomeadamente a serotonina, a encefalina, o
acido gama-aminobutirico (GABA) e a acetilcolina (ACH), que atuam em conjunto para
promover a libertagdo de DA no NAc (Ribeiro e Santos, 2013). Este circuito ¢ responsavel
por promover o prazer desencadeado por comportamentos naturais importantes para a
sobrevivéncia do individuo e constitui a base neural para os fendémenos relacionados com o
vicio (Ribeiro e Santos, 2013). O apetite e a ingestdo de alimentos s3o os Unicos meios
através dos quais se pode adquirir energia, no entanto, todos os tipos de resposta
comportamental implicam gasto energético. Uma vez que a ingestdo de alimentos
desencadeia mecanismos associados a recompensa, este fendmeno € capaz de influenciar
drasticamente a propensdo para iniciar ou prosseguir a sua ingestao (Fulton, 2010). Existem
varios tipos de recetores de dopamina (D1 a D5) que sao classificados de acordo com a sua
localizagdo e a sua funcdo (Lloyd e Dayan, 2016) e, particularmente, os recetores D1 e D2
estdo associados a ingestdo de alimentos (Kim et al., 2010). Ambos os recetores sdo
expressos no ARN (Ramos et al., 2005; Kim et al., 2010; Manuel-Apolinar et al., 2014;
Romero-Fernandez ef al., 2014), o que sugere a participagdo de neurdnios dopaminérgicos
do ARN no comportamento alimentar, possivelmente nos mecanismos de prazer e
recompensa desencadeados pelos alimentos. Os neurénios do ARN que expressam DA estdo
principalmente relacionados com a inibi¢do da secrecao de prolactina pela hipofise (Leite et
al., 2008). Contudo, ha evidéncia de que os neurdnios dopaminérgicos do ARN podem ter
uma participagao na ingestao de alimentos, uma vez que a coadministra¢do de agonistas dos
recetores DA diminui a ingestao de alimentos, o peso corporal e as concentracdes de NPY
no hipotadlamo (Ramos et al., 2005). Sabe-se também que a neurotransmissao dopaminérgica

¢ facilitada pela melanocortina (Ramos et al., 2005).
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2.2 O nucleo arqueado no controlo do comportamento alimentar

O SNC recebe, através do NTS e do fluxo sanguineo, numerosos estimulos neurais e
hormonais — os sinais periféricos — oriundos de varios 6rgaos, como por exemplo, o tecido
adiposo, o trato gastrointestinal e o pancreas. Estes sinais periféricos participam ativamente
nos dois mecanismos de coordenacgdo da ingestdo alimentar e do gasto energético, ou seja,
na coordenagdo de ingestdo de curta e de longa dura¢do em resposta ao balanco energético
que ¢ constantemente modificado. Uma vez chegados ao ARN, os sinais sdo integrados e
enviados para os neurdnios de segunda ordem localizados noutros nucleos envolvidos no
comportamento alimentar. Os sinais tém a capacidade de modular o apetite/reserva
energética através da ativacao de neuronios do ARN contendo NPY/AgRP ou pela inibigao
deste mecanismo, ao ativar os neurénios contendo a-MSH/CART (Hallschmid et al., 2004;
Meister, 2007; Valassi et al., 2008). Ap6s a ingestdo do alimento, a informacdo sensitiva
recebida pelos recetores localizados na orofaringe e no estomago (particularmente no antro
pilorico) é conduzida ao NTS e deste para o hipotdlamo. Além da distensdo mecanica, a
estimulagdo quimica dos recetores na mucosa gastrointestinal e as hormonas libertadas pela
mucosa gastrointestinal em resposta aos nutrientes, contribuem para a produgdo destes
sinalizadores periféricos no trato gastrointestinal, no pancreas e no tecido adiposo, tendo os
sinais propriedades tanto orexigénicas como anorexigénias (Konturek ef al., 2004). Acresce-
se que os sinais anorexigénios podem derivar tanto de respostas de saciedade como de

adiposidade (Konturek et al., 2004).

A) Sinais periféricos orexigénios
A grelina ¢ a principal hormona do trato gastrointestinal com propriedades
orexigénias. E um peptideo com 28 aminoéacidos secretado primariamente por células

endodcrinas no estdmago vazio (Riediger ef al., 2003). Os niveis séricos de grelina t€ém um
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pico no jejum, antes das refeigdes, estabilizam no fim da refeicdo reduzindo a sua
concentragdo até ao seu nivel mais baixo, para aumentar novamente quando o estdbmago fica
vazio (Arora e Anubhuti, 2006). O principal local de a¢do da grelina ¢ o ARN, e tem por
alvo os neurénios que expressam e libertam NPY/AgRP para o LH, induzindo o efeito
orexigénio. A grelina também inibe os neuronios do ARN que expressam a-MSH e projetam
para o PVN, inibindo, desta forma, o efeito anorexigénio (Riediger et al., 2003). A grelina
atua por meio dos recetores enddgenos de secretagogos da hormona de crescimento (Alamri
et al., 2016). As orexinas A e B sao neuropeptideos recentemente relacionados com a
estimulacdo do apetite e a homeostasia de energia, sendo expressas centralmente no LH e na
PFA, mas também sdo expressas perifericamente no intestino (Kirchgessner, 2002). A
orexina-A ¢ um peptideo com 33 aminoacidos e¢ a orexina-B ¢ constituida por 28
aminodacidos (Sakurai, 1999). Tanto a orexina A como a B ativam os recetores OX1R e

OX2R para mediar suas agoes (Kirchgessner, 2002).

B) Sinais periféricos anorexigénios

A sensacdo de saciedade, que ocorre imediatamente apds uma refeigdo, ¢ atribuida a
numerosas moléculas de sinalizagdo secretadas e libertadas pelo trato gastrointestinal com o
objetivo final ¢ a supressdo da ingestdo de alimentos. Estes sinais periféricos ligam-se a
recetores existentes nos nervos aferentes que veiculam a informacdo para o SNC,
estimulando o centro da saciedade e inibindo o centro de fome (Konturek et al., 2004). Estas
moléculas parecem estar envolvidas numa agdo imediata através da regulagdo de curta
duracdo da ingestdo e do gasto energético (os sinais de saciedade), mas podem também

participar na regulacdo de longa duragdo (os sinais de adiposidade) (Konturek et al., 2005).
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1. Sinais de saciedade

Sao gerados no trato gastrointestinal durante a refeicao e regulam a quantidade de
alimento ingerido, o valor energético da refeicao e a duracao de cada refeicao (Konturek et
al., 2005). Apos entrar no trato gastrointestinal, os nutrientes desencadeiam a secregdo de
varios peptideos que ativam as fibras aferentes do nervo vago para o NTS, veiculando a
informacao de saciedade (Valassi et al., 2008). Os mais importantes sinais periféricos de
saciedade sdo a colecistocinina (CKK), o peptideo pancreatico (PP), o peptideo YY (PYY),
o peptideo tipo glucagon 1 (GLP-1), o glucagon e a somatostatina. O CKK foi o primeiro
inibidor do apetite a ser identificado, tanto em humanos como em roedores. E um produto
das células enddcrinas I do duodeno e do jejuno e liga-se aos recetores CKK existentes nas
fibras aferentes do nervo vago, tendo uma participacdo importante na inibi¢do de curta
duracdo da ingestdo de alimentos (Arora e Anubhuti, 2006). O PP ¢ um peptideo de 36
aminodacidos secretado principalmente nas células enddcrinas PP do pancreas. Os niveis
circulantes de PP estdo dependentes do estadio da digestdo: a sua libertagdo ¢ baixa no jejum
e aumenta durante todas as fases da digestao (Konturek ez al., 2005). A ingestdo de proteinas
e de comida rica em gordura ¢ um estimulo forte para a libertacdo de PP, que exerce a sua
acdo através dos recetores Y1 - Y5, levando a inibicdo da secrecdo pancredtica e da
motilidade gastrointestinal (Konturek et al., 2005). O PYY ¢ outro peptideo constituido por
36 aminoacidos e esta envolvido na regulacao de curta duracao da ingestdo de alimentos
(Valassi et al., 2008). E produzido nas células L da mucosa do ileo ¢ do célon em resposta a
ingestao de alimentos, principalmente acidos gordos, e exerce os seus efeitos por meio dos
recetores Y1 - Y3 e Y5. O PYY periférico € um conhecido inibidor do apetite e da ingestao
de alimentos, quer em humanos quer em roedores, através da inibi¢do da expressdao de
NPY/AgRP no ARN (Valassi et al., 2008). Um outro sinal periférico de saciedade ¢ o GLP-

1, uma hormona secretada pelas células L da mucosa do ileo e do célon em resposta a
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ingestao de alimentos. A sua acao ¢ mediada por diferentes recetores localizados nas fibras
aferentes do nervo vago (Konturek et al., 2005; Valassi et al,, 2008). O glucagon ¢ um
polipeptideo de 29 aminoacidos que foi identificado e caracterizado por Kimball ¢ Murlin
em 1923. Esta hormona ¢ secretada das células alfa dos ilhéus de Langerhans do pancreas e
desempenha um papel crucial na homeostasia da glicose, aumentando a glicogenolise ¢ a
libertacao de glicose para o sistema circulatorio (Gosmanov et al., 2011). A somatostatina ¢
um peptideo de 14 aminodacidos, cuja producdo a nivel periférico € realizada pelas células
delta dos ilhéus de Langerhans no pancreas (Chandra e Liddle, 2014) e por outras células
endocrinas do trato gastrointestinal. Este peptideo ¢ também expresso no SNC,
nomeadamente no ARN. A somatostatina tem um papel na inibi¢do da absor¢ao de nutrientes
pelo intestino, do esvaziamento gastrico e da secre¢do de glucagon, da insulina e do PP

(Cuevas-Ramos e Fleseriu, 2014).

2. Sinais de adiposidade

O corpo, tanto do Homem como dos roedores, ¢ constituido por trés componentes
basicos: os 0ssos, os musculos e a gordura. Destes elementos, o tecido adiposo ¢ aquele que
tem a funcdo de reservatdrio energético, mas também contribui para a manuten¢do da
temperatura corporal, protege os 6rgdos internos ¢ ¢ um dos tecidos responsaveis pela
producdo de hormonas periféricas envolvidas no controlo do apetite (konturek et al., 2005).
Uma dessas hormonas ¢ a leptina, produzida pelos adipdcitos e com uma agao fundamental
na inibi¢do do apetite (Zhang et al., 1994; Feij6o-Bandin et al., 2015). A leptina liga-se aos
recetores especificos (Ob-R) que estdo localizados nas fibras aferentes do nervo vago, mas
que também sdo expressos pelos neuronios do ARN (Elmquist et al., 1998). Através dos
recetores Ob-R, a leptina inibe a expressdao de NPY/AgPR e, simultaneamente estimula a

expressdo do neuropeptideo anorexigénio, o a-MSH, sendo o resultado final a sensacdo de
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saciedade (Schwartz et al., 1999; Higuchi et al., 2008; Valassi et al., 2008). Existe uma
grande interacao entre os efeitos da grelina e os efeitos da leptina, que foi considerada por
Konturek e colaboradores (2005) como “o tango argentino grelina-leptina”, uma vez que
cada uma exerce efeito antagonico no controlo do apetite, além do que a grelina controla
negativamente os niveis plasmaticos de leptina e vice versa, sendo o efeito da grelina sobre
a leptina mais eficiente (Konturek et al., 2005).

O outro importante sinal periférico de adiposidade ¢ a insulina, uma proteina
produzida pelas células B dos ilhéus de Langerhans do pancreas e com um papel relevante
na inibicdo da ingestdo de alimentos (Burks ef al., 2000). No hipotdlamo, a insulina liga-se
a seus recetores especificos e, através destes, estimula as vias do a-MSH e do CART, mas
também inibe a atividade de neurénios que expressam NPY/AgRP, resultando numa
estimulagdo dos centros da saciedade (Arora e Anubhuti, 2006; Valassi et al., 2008;

Sadagurski et al., 2013).

Os sinais periféricos de fome ou de saciedade, tanto de curta como de longa duracao,
tém como principal alvo o ARN, onde induzem variacdes na expressdo e libertacdo de
neuropeptideos orexigénios e anorexigénios que sdo depois enviados, através de projegoes,
para outros nucleos envolvidos na regulagdo do comportamento alimentar. Como resultado
final, estes sinais desencadeiam, no individuo, a promocao ou inibi¢do da ingestao alimentar
e do gasto energético. Dado ser fundamentada e importante a contribuicdo do ARN para o
controlo do comportamento alimentar, as alteragdes que podem ocorrer neste niicleo vao,
sem duvida, comprometer o adequado funcionamento dos circuitos envolvidos na
homeostasia energética e podem desencadear uma série de desequilibrios na ingestao/gasto

energético (Fig. 3).
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FIG. 3. Representacdo esquematica das vias centrais envolvidas na regulacdo da ingestdo de
alimentos. ARN, ntcleo arqueado; PVN, nucleo paraventricular; LH, hipotalamo lateral; PFA, area
perifornical; NTS, nucleo do trato solitario; RLD, regulagcdo de longa duracao; RCD, regulacdo de
curta duragdo; S SA, sinais de saciedade; S ORIX, sinais orexigénios; S ADIP, sinais de adiposidade;
GRE, grelina; OREX, orexina; CKK, colecistocinina; PP, peptideo pancreatico; PYY, peptideo YY;
GLP-1, peptideo tipo glucagon; GLU, glucagon; SMTN, somatostatina; LEP, leptina; INS, insulina;
NPY, neuropeptideo Y; AgRP, peptideo relacionado ao gene agouti; a-MSH, hormona estimuladora
de melanoécitos-alfa; CART, transcrito regulado pela cocaina e pela anfetamina; CRH, hormona
libertadora da corticotropina; OCIT, ocitocina; TRH, hormona libertadora da tirotrofina; MCH,
hormona concentradora de melanina; #, peptideos orexigénios; *, peptideos anorexigénios. Baseado

em Konturek e colaboradores (2005) e Valassi e colaboradores (2008).
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3. Hormonas ovaricas e comportamento alimentar

As flutuagdes hormonais que ocorrem ao longo do ciclo ovarico, nas mulheres, e do
ciclo éstrico, nos animais, induzem varia¢des na quantidade e na frequéncia de alimento
ingerido (Buffenstein et al., 1995; Dye e Blundell, 1997; Eckel et al., 2004, 2011; Becker et
al., 2005; Asarian e Geary, 2013; Santollo e Daniels, 2015). A variagdo do padrao alimentar
observada no género feminino ¢ atribuida a influéncia das hormonas ovaricas, em especial
ao estradiol (Drewett, 1973, Asarian e Geary, 2002; Yu et al., 2011). A ingestao de alimentos
¢ maior nas fases em que o nivel de estradiol é mais baixo, ou seja, no diestro nos animais e
no periodo pré-ovulatorio nas mulheres e apds a menopausa, quer natural quer cirurgica
(Buffenstein et al., 1995; Dye e Blundell, 1997; Eckel et al., 2004, 2011; Becker et al., 2005;
Asarian e Geary, 2013; Santollo e Daniels, 2015). Drewett (1973) apontou dois componentes
para esta inibi¢do da ingestdo de alimentos: um efeito tonico e um efeito ciclico ou fasico.
A inibigdo tonica € atribuida ao aumento dos niveis basais de ingestdo alimentar em animais
ovariectomizados quando comparado com o nivel maximo de alimento ingerido por animais
intactos e ciclicos. O efeito ciclico ou fasico corresponde a diminuicdo da ingestdo de
alimento durante a fase reprodutiva, quando os niveis hormonais sdo elevados. No entanto,
coube a Asarian e Geary (2002) mostrar que o estradiol ndo s6 ¢é responsavel pelo efeito
tonico, facto que havia j& sido demonstrado por Varma e colaboradores (1999), como
também induz a diminui¢do ciclica da ingestao de alimentos. Com efeito, o estradiol afeta a
expressdo de peptideos relacionados com o comportamento alimentar e o gasto energético,
nomeadamente, 0 POMC, o a-MSH (Medina et al., 1998; Hirosawa et al., 2008; Cyr et al.,
2013), o NPY (Crowley et al., 1985; Baskin et al., 1995; Clegg et al., 2007; Santollo e Eckel,
2008; Silva et al., 2010), assim como o sistema dopaminérgico (DeMaria et al., 2000; Ben-

Jonathan e Hnasko, 2001; Oomizu et al., 2003). Foi sugerida a existéncia de uma acao direta
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do estradiol nos neurénios que expressam estes peptideos, por ativacdo dos seus recetores
especificos, que sao abundantemente expressos no ARN e sdo coexpressos com estes

peptideos (Sar et al., 1990; Leite et al., 2008; de Souza et al., 2011).

3.1 Estradiol

Nas mulheres e nas fémeas, os estrogénios sao as hormonas ovaricas responsaveis
pelo desenvolvimento e regulacdo do sistema reprodutivo e dos seus caracteres sexuais
secundarios. Estes pertencem ao grupo de hormonas esteroides com 18 atomos de carbono,
secretados principalmente pelo ovario e, em menor quantidade, pelas glandulas suprarrenais.
O termo estrogénio compreende trés hormonas esteroides estruturalmente semelhantes: a
estrona, o estradiol e o estriol. Em mamiferos, o 17-B-estradiol € o principal esteroide com
propriedades estrogénicas (Ignacio et al., 2009). O estradiol ¢ sintetizado em quase todos os
grupos de vertebrados (Ryan, 1982) e em alguns insetos (Mechoulam et al, 1984),
mostrando a sua importancia evolutiva. A ag¢do do estradiol ocorre através da ativagao dos
seus recetores, denominados recetor de estrogénio tipo alfa (estrogen receptor alpha — ERa)
e recetor de estrogénio tipo beta (estrogen receptor beta) (Kuiper et al., 1996; Koike et al.,
1987; Prossnitz et al, 2008). Estes recetores sdo fatores de transcrigdo, membros da
superfamilia de recetores nucleares que interagem diretamente com genes regulados pelo
estrogénio (Carson-Jurica et al., 1990; Bjornstrom e Sjoberg, 2005, Vasudevan e Pfaff,
2007). De entre estes recetores, a ativagdo do ERa esta diretamente relacionada com o efeito

inibitorio do estradiol no comportamento alimentar (Geary ef al., 2001; Roesch, 2006).
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3.2 Ciclo éstrico

O ciclo éstrico, que equivale ao ciclo menstrual (ovarico) nas mulheres, pode ser
definido como um conjunto ciclico de modifica¢des que ocorrem no aparelho reprodutor das
fémeas de mamiferos (Cardozo, 2002). Estas modificagdes sdo periodicas e influenciam o
comportamento alimentar, a cogni¢ao, o comportamento sexual, a emotividade, entre outros
(McEwen e Alves, 1999; Pfaff et al., 2000; McEwen et al., 2015). A duracao do ciclo éstrico
nos roedores ¢, em média, de 4-5 dias e compreende quatro fases sucessivas, que sdo
consequéncia da flutuagdo ciclica das hormonas ovaricas: proestro, estro, metestro (ou
diestro I) e diestro (ou diestro II) (Pinto-Machado, 1966; Marcondes et al., 2002). Entre a
fase do diestro e proestro inicia-se a producao crescente de estradiol que alcanga o seu pico
no proestro e retorna aos seus valores basais no estro (Pinto-Machado, 1966; Marcondes et
al., 2002). A progesterona atinge o seu pico poucas horas ap6s o pico de estradiol, retornando
a valores basais no estro. No metestro hd um segundo pico, menor, de producdo de
progesterona que diminui no diestro (Pinto-Machado, 1966; Marcondes ef al., 2002). Uma
vez que o epitélio vaginal sofre alteracdes celulares como consequéncia da influéncia
hormonal ao longo do ciclo éstrico, as diferentes fases podem ser determinadas pelos tipos
de células presentes no esfregaco vaginal (Pinto-Machado, 1966; Cardozo, 2002; Marcondes
et al., 2002). O proestro ¢ uma fase anabdlica, ou seja, preparativa e construtiva que, nos
ratos, dura aproximadamente 12 horas. Neste periodo, hd um pico de estradiol seguido de
um pico de progesterona. A citologia vaginal caracteriza-se pela presenga de células
epiteliais nucleadas a que se juntam, na fase terminal, algumas células queratinizadas. O
estro ¢ uma fase anabodlica que, nos ratos, dura aproximadamente 24 horas. Na noite de
transi¢do da fase de proestro para estro, as fémeas tornam-se recetivas, ocorre o evento da
ovulagdo e ¢ o momento do acasalamento. Esta fase ¢ caracterizada pelo retorno aos niveis

basais do estradiol e da progesterona. O esfregaco vaginal mostra principalmente células
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queratinizadas. O metestro ¢ um periodo catabdlico, no qual ocorrem mudangas
degenerativas no sistema reprodutor e que dura aproximadamente 12 horas nos ratos.
Caracteriza-se por um segundo pico de progesterona secretada pelo corpo lateo. O esfregaco
¢ essencialmente dominado pela presenga de leucdcitos, mas estao presentes algumas células
epiteliais nucleadas ou queratinizadas. O diestro ¢ uma fase quiescente que dura
aproximadamente 60 horas. Caracteriza-se por baixos niveis de estradiol e progesterona
circulantes ¢ o exame citoldégico mostra poucas células epiteliais nucleadas e poucos

leucocitos.

3.3 Recetor de estrogénio tipo alfa

O ERa, clonado em 1987 por Koike e colaboradores, ¢ o mais estudado e descrito
em varias regioes do encéfalo, incluindo o hipocampo, o hipotidlamo e o cortex cerebral,
numa grande variedade de espécies (Shughrue ef al, 1997; Mitra et al., 2003; Cushing e
Wynne-Edwards, 2006). O ERa apresenta um padrao de distribui¢ao sexualmente dimorfico
em algumas regides do encéfalo e a sua expressdo varia com os niveis circulantes de
estradiol, geralmente aumentando com a ovariectomia e diminuindo com a administragdo de
estradiol (Simerly et al., 1996; Pan ef al., 2011). Este recetor esta envolvido numa série de
fungdes fisioldgicas, quer durante o desenvolvimento do organismo quer na sua idade adulta,
nomeadamente na diferenciacdo de nucleos sexualmente dimorficos, na reproducdo, no
comportamento social, na afiliacdo e na agressdao (Dohler ef al., 1984; Ogawa et al., 1998;
McEwen e Alves, 1999; Choleris ef al., 2003; Rissman, 2008). Este recetor desempenha um
importante papel no comportamento alimentar, uma vez que medeia o efeito inibitorio do
estradiol na ingestdo alimentar (Geary et al, 2001; Roesch, 2006). O ERa ¢ densamente
expresso no ARN (Chakraborty et al., 2003, 2008; Yamada et al., 2009), sendo coexpresso

com o NPY (Sar et al., 1990), com o POMC (de Souza ef al., 2011) e com a DA (Leite et
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al., 2008) evidenciando o seu papel no comportamento alimentar e sugerindo uma possivel

relacdo com o dimorfismo sexual observado neste.

4. Alcool

O élcool (etanol) ¢ das substancias psicoativas mais utilizadas e aceites pela
sociedade, tendo sido o seu uso promovido em muitas culturas. Estima-se que a sua primeira
utilizagdo tenha ocorrido na China, ha cerca de 10.000 anos, onde foi produzido a partir da
fermentagdo natural de arroz, uvas e cerejas (Hermano, 2013). Ao longo do tempo, foram
introduzidas novas formas de bebidas alcodlicas que, pouco a pouco, passaram a ser
produzidas em escala industrial e tornaram-se largamente disponiveis. Atualmente, de
acordo com estimativas da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), calcula-se que haja 2 mil
milhdes de consumidores de dlcool no mundo. No entanto, apesar da sua aceita¢do social e
cultural e do seu facil acesso, o consumo de bebidas alcoolicas pode trazer sérias
consequéncias tanto a nivel individual como socioecondmico, uma vez que o0 seu consumo
pode causar dependéncia e conduzir ao alcoolismo (Shelkar ef al., 2015).

Apesar de ser conhecido desde os tempos remotos, a medicina s6 passou a considerar
o consumo de bebidas alcodlicas como um problema no século XVIII, quando Benjamim
Rush, lider politico, médico, escritor e educador norte-americano, descreveu os seus efeitos
no corpo € na mente humana, e atribuiu a estes efeitos a condicdo de doenga. O termo
alcoolismo foi proposto em 1849 pelo médico suico Magnus Huss, para definir o conjunto
de males vinculados ao consumo excessivo e prolongado de bebidas alcoodlicas, ou seja, o
termo refere-se as consequéncias somaticas e aos efeitos nocivos que a ingestdo cronica

proporciona e ndo ao consumo excessivo de bebidas alcodlicas (Hermano, 2013).
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Segundo o Relatério Mundial de Alcool e Saude de 2014 da OMS, o consumo
abusivo de alcool ¢ a causa de mais de 200 doengas, entre a quais o alcoolismo, a cirrose
hepatica, doengas cardiovasculares, varios tipos de carcinomas e a sindrome alcodlica fetal.
Recentemente, o uso abusivo de alcool foi associado também a doencas infeciosas como a
tuberculose e a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (OMS, 2014). Cerca de 6% de todas
as causas de mortes no mundo sdo direta ou indiretamente atribuidas ao consumo de 4lcool
(OMS, 2014). Para além disto, o alcool estad relacionado com intimeras consequéncias
sociais, como a violéncia, o desemprego e o absentismo, que acarretam um elevado custo
socioeconomico. Estima-se que o Brasil gaste cerca de 7,3% do seu Produto Interno Bruto
(PIB) em consequéncia do consumo de alcool, que foi em 2014, de aproximadamente 372
mil milhdes de reais (Abreu, 2015). A economia portuguesa também ¢ afetada pelas
consequéncias do consumo excessivo de alcool, sendo que em 2010 teve um gasto de
aproximadamente 0,13% do seu PIB, cerca de 191 milhdes de euros (Cortez-Pinto et al.,
2010). A média de consumo mundial de alcool puro foi, em 2010, de 6,2 litros por pessoa
com idade igual ou superior a 15 anos, o que significa um consumo de 13,5 g de alcool puro
por dia (OMS, 2014). Este valor equivale a mais do que uma dose padrdo de alcool por dia
(que contém aproximadamente 10 a 12 g de dlcool puro; OMS), equivalendo a uma lata de
cerveja ou “chope” (330 ml), um copo de vinho (100 ml) ou uma dose de “destilado” (30
ml).

Alcool ¢é o termo utilizado na linguagem corrente para se referir ao etanol (CHj
CH>OH ou C;HeO) ou élcool etilico, uma substancia organica obtida por meio da
fermentagdo de alimentos que contém agucares (Vieira, 2012). O alcool estd presente em
bebidas como cerveja, vinho e aguardente, assim como na industria de perfumaria e como
combustivel de motores de explosdo em alguns paises como o Brasil. O etanol ¢ o mais

comum dos alcoois, compostos que t€ém um grupo hidroxilo ligado a um atomo de carbono
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saturado (Vieira, 2012). E uma molécula de baixo peso molecular e hidrossolavel e, quando
ingerido, ¢ absorvido rapidamente no estdmago (20%) e intestino delgado (80%). O pico de
concentracdo plasmatica de etanol ocorre entre meia hora até uma hora e meia apos a
ingestdo (Oga, 1996). A sua absor¢ao ¢ rapida no inicio do consumo, diminuindo logo
depois, mesmo que o etanol esteja ainda em concentragdes elevadas no estdmago. Os mais
importantes fatores que determinam as varidveis taxas de absor¢ao de alcool, observadas em
diferentes individuos ou circunstancias, sdo o tempo de esvaziamento gastrico € o inicio da
absorc¢ao intestinal. A presenca de alimentos no estdmago retarda a absor¢ao do etanol por
este 6rgao. No entanto, quando o alcool chega ao intestino delgado, a sua absorcao ¢ rapida
e completa, mesmo na presenga de alimentos (Oga, 1996; Vieira, 2012). O etanol ¢ absorvido
diretamente pela mucosa do trato gastrointestinal sem digestdo prévia e, apos ser absorvido,
a sua distribui¢do € rapida e, dada a sua solubilidade tanto em meio aquoso como em meio
lipidico, faz com que atravesse todos os tecidos (Oga, 1996; Vieira, 2012). Apenas 10% do
alcool ingerido ¢ eliminado pelos pulmdes, suor e urina; os restantes 90% sdo metabolizados
no figado (Vieira, 2012). O metabolismo do alcool ocorre principalmente por reagdes
oxidativas, sobretudo pela agdo da enzima alcool desidrogenase (ADH). Esta enzima catalisa
a oxidacdo do etanol a acetaldeido, processo que fornece energia ao organismo (7,1 kcal/g)
(Kachani ef al., 2008). Ha ainda duas outras vias de oxidag@o do etanol: a via do sistema
mitocondrial de oxidagdo do etanol, presente no reticulo endoplasmatico liso dos
hepatdcitos, € a via da catalase, encontrada nos peroxissomas dos hepatocitos, responsavel
por apenas 10% da biotransformacao do etanol. Estas duas tltimas vias consomem energia
ao invés de a gerar (Kachani et al., 2008). As trés vias produzem metabolitos especificos
que resultam na formacao de acetaldeido, um produto toxico, causador de uma série de danos
celulares, como alteracdes de proteinas e mitocondrias, inibi¢do de processos de reparacao

do 4cido desoxirribonucleico — DNA, sendo também indutor de respostas pro-inflamatorias
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e pro-fibrogénicas, contribuindo para a progressao da lesdao hepatica (Vieira, 2012). Uma
outra via de metabolizagdo do etanol ¢ a ndo oxidativa, que envolve a esterificagao do etanol,
conduzindo a formagao de ésteres etilicos de acidos gordos (Bucho, 2012).

O alcool ¢ removido do sangue a uma taxa que varia entre 10 a 25 mg de alcool/100
ml de sangue/hora, valor este que varia de acordo com a constituigdo fisica (peso/altura), o
sexo, a ocasido do consumo ¢ a quantidade de alcool ingerida (Roberts e Robinson, 2007).
Os efeitos do consumo de alcool parecem ser diferentes entre homens e mulheres, uma vez
que a concentragao de alcool no sangue tende a ser maior nas mulheres do que nos homens,
provavelmente devido ao maior volume sanguineo dos homens. Adicionalmente, o género
feminino possui uma menor quantidade de enzimas alcool desidrogenase no estdmago,
menor quantidade de 4gua corporal e maior quantidade de tecido adiposo, levando as
mulheres a absorverem mais 30% de éalcool que os homens (Nobrega e Oliveira, 2005;

Almeida et al., 2009; Bucho, 2012).

4.1 O etanol no comportamento alimentar

O etanol atravessa facilmente a barreira hematoencefélica e rapidamente chega ao
SNC. O seu consumo croénico e excessivo induz alteracdes quer na estrutura quer na fungao
de varias areas do SNC, tanto no Homem como em animais experimentais (Madeira ef al.,
1993; Silva et al., 2002a; Harper, 2009; Mukherjee, 2013). O hipotadlamo ¢ uma das areas
encefalicas afetadas pelo consumo do etanol, que € o causador de alteragdes estruturais, tais
como a degenerescéncia celular e a perda de sinapses (Tavares e Paula-Barbosa, 1984;
Madeira e Paula-Barbosa, 1999; Harper, 2009), bem como indutor de modificacdes na
expressao de uma variedade de neurotransmissores envolvidos em diferentes funcdes
neuronais (Madeira e Paula-Barbosa, 1999; Silva et al, 2002a; Harper, 2009). Embora

alguns desses danos sejam reversiveis ou parcialmente reversiveis apos a abstinéncia do
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consumo de alcool (Silva et al., 2002b, 2009; Pereira et al., 2014), muitos sdo permanentes
(Silva et al., 2002a, 2009; Silva e Madeira, 2012). Em consequéncia das alteracdes neuronais
induzidas pela exposi¢do ao etanol e/ou pela sua abstinéncia, varias fungdes fisioldgicas sao
afetadas, tal como o controlo enddcrino da hipofise e de outras glandulas (Madeira e Paula-
Barbosa, 1999).

O comportamento alimentar e o ganho de peso sao fungdes fisiologicas que parecem
ser afetadas pelo consumo e pela abstinéncia ao alcool, uma vez que animais submetidos a
ingestdo cronica de etanol apresentam alteragdes na ingestao alimentar e no ganho de peso
(Patterson-Buckendahl ez al., 2005; Suter, 2005; Carneiro et al., 2008; Silva et al., 2009).
Além disso, o etanol ¢ um macronutriente cujo consumo ¢ controlado pelos mesmos
peptideos hipotaldmicos e circuitos cerebrais que regulam a ingestdo de alimentos e o ganho
de peso (Egli, 2003; Thiele et al., 2003). De facto, hé evidéncias da participagdo do ARN no
consumo de etanol, envolvendo a expressdo, neste nucleo, de importantes
neurotransmissores relacionados com a ingestdo de alimentos: o NPY (Caberlotto et al.,
2001; Roy e Pandey, 2002; Thiele e Badia-Elder, 2003; Thiele ef al, 2004a, 2004b) e o
sistema MC, especificamente o a-MSH (Kinoshita et al., 2000; Kokare et al., 2008; Navarro
et al., 2008, 2013; Olney et al., 2014a, 2014b; Shelkar ef al., 2015). O consumo de etanol
afeta também o sistema dopaminérgico encefalico (Kim et al., 1997; Sarkola et al., 1999;
Oomizu et al., 2003; Gangisetty ef al., 2015) e afeta a secrecdo de prolactina, induzindo a
hiperprolactinemia em humanos e em animais (Sarkar, 2010; Li ef al, 2011), sugerindo a
participacdo do ARN na ingestdo de etanol com possiveis implicagdes para a ingestao
alimentar e para o ganho de peso. Os sinais periféricos mediadores do apetite, como a leptina,
podem também estar envolvidos nestes mecanismos, uma vez que foi postulada a existéncia

de uma relacao entre esta hormona e o etanol (Kiefer ef al., 2001; Wurst et al., 2003).
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4.2 O etanol no sexo feminino

Outro aspeto importante observado apos a ingestdo de etanol e também na sua
abstinéncia, ¢ o dimorfismo sexual nos danos causados, uma vez que machos e fémeas
diferem nas suas respostas ao consumo e/ou abstinéncia ao etanol, apresentando as fémeas
maior suscetibilidade, ou seja, maior severidade de danos (Sohrabji, 2002; Sullivan et al.,
2002; Silva et al., 2009; Silva e Madeira, 2012). A exposi¢ao ao etanol afeta também o ciclo
¢éstrico de fémeas de roedores intactas e ciclicas, promovendo o prolongamento das fases de
metestro e diestro, que ndo ¢ revertido pela abstinéncia (Silva e Madeira, 2012). No entanto,
a exposi¢ao cronica ao etanol e a sua abstinéncia ndo parecem afetar a sintese e a libertagao
de estrogénio e progesterona em fémeas intactas e ciclicas (Silva ef al., 2009). Nas mulheres,
o ciclo menstrual e a fertilidade também sdo afetados pela exposigdo ao etanol (Almeida et
al., 2009). Ainda assim, ha poucos estudos que avaliam os efeitos do etanol e da sua
abstinéncia no SNC de fémeas, assim como o efeito do dlcool no seu comportamento

alimentar.

O comportamento alimentar ¢ uma funcao fisioldgica que envolve uma complexa
cadeia de elementos, quer periféricos, quer centrais e que, particularmente nas fémeas, ¢
altamente influenciada pelo estradiol. O ARN ¢ uma estrutura central na coordenagdo do
comportamento alimentar, uma vez que um grande numero dos seus neurdnios estabelece
conexoes reciprocas com nucleos hipotalamicos e com areas extra-hipotalamicas envolvidos
na regulacdo da fome e da saciedade. Sabe-se que, tanto a morfologia como a composi¢ao
neuroquimica do ARN das fémeas parecem ser influenciadas pelas concentragdes
plasmaticas de estradiol e que as fémeas sao mais sensiveis os efeitos do etanol do que os

machos.
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Desta forma, com os trabalhos apresentados nesta tese, pretendeu-se:

(1) Avaliar o papel do estradiol no comportamento alimentar e na expressao de
neuropeptideos orexigénicos e anorexigénios no ARN e verificar a existéncia de uma relagado
entre a neuroquimica deste nucleo e a modulagdo da resposta alimentar;

(2) Avaliar o efeito do etanol e da sua abstinéncia no comportamento alimentar, na
estrutura do ARN e na expressdo de neuropeptideos orexigénicos, anorexigénios ¢ de TH
neste nucleo, dado que esses peptideos participam nos circuitos cerebrais de controlo da
ingestdo alimentar e do ganho de peso. Como o modelo foi desenvolvido em fémeas, foi
ainda objetivo deste estudo avaliar os efeitos do etanol e da sua abstinéncia na expressao de
ERa no ARN.

A execugdo pratica destes estudos comportou a utilizagdo de métodos estereologicos
(Gundersen e Jensen, 1987; West et al., 1991; Gundersen et al., 1998, 1999) para estimar o
nimero total de neurénios do ARN que expressam NPY e o-MSH em fémeas
ovariectomizadas suplementadas ou nao com benzoato de estradiol (estradiol benzoato —
EB) (trabalho 1) e para estimar o volume e o nimero total de neurénios do ARN, bem como
o numero total de neurénios do ARN que expressam NPY, a-MSH, TH e ERa em ratos
fémeas intactas submetidas a seis meses de consumo de etanol e apds dois meses de

abstinéncia de etanol (trabalho 2).

35



OBJETIVOS
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Objetivo geral

Avaliar o efeito do estradiol, e do etanol e da sua abstinéncia nas respostas

morfoldgicas e de expressdo peptidica no nicleo arqueado de ratos Wistar fémeas e a

possivel correlagdo destas respostas com o comportamento alimentar dos animais.

Objetivos especificos

11.

1il.

1v.

Avaliar os efeitos do estradiol na expressdo do NPY e do a-MSH por
neurénios do ARN em fémeas ovariectomizadas tratadas ou ndo com EB
e tentando estabelecer uma possivel relagdo entre a expressao peptidica

€ o comportamento alimentar dos animais.

Avaliar os efeitos do tratamento com etanol e da sua abstinéncia na

morfologia do ARN.

Avaliar se a exposi¢do cronica ao etanol e/ou a sua abstinéncia afetam a
neuroquimica do ARN, especificamente a expressao do NPY, do a-

MSH, do ERa e o do TH.

Avaliar a correlagdo das possiveis alteracdes morfologicas e
neuroquimicas do ARN com o comportamento alimentar dos animais

expostos ao alcool e a sua abstinéncia.
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Regulation of NPY and a-MSH expression by
estradiol in the arcuate nucleus of Wistar
female rats: a stereological study

Elce C.C. Rebougas**3, Sandra Leal>34 @, Susana l. S33

Department of Natural Sciences, State University of Southwest of Bahia, Bahia, Brazil, *Faculty of Medicine,
Department of Anatomy, University of Porto, Porto, Portugal, *Faculty of Medicine, Center for Health Technology
and Services Research (CINTESIS), University of Porto, Porto, Portugal, “Department of Sciences, Institute of
Research and Advanced Training in Health Sciences and Technologies (IINFACTS), Advanced Institute of Health
Sciences-North (ISCS-N), CESPU, CRL, Gandra, Portugal

Objectives: Feeding behavior in both animals and humans is modulated by estrogens, as shown by the increased
adiposity observed in women and rats upon the drop of estradiol levels at menopause. Estradiol action on food
intake is mediated through its cognate receptors within several hypothalamic nuclei, namely the arcuate nucleus
(ARN). The ARN contains two neuronal populations expressing peptides that exert opposing effects on the
central control of feeding: the orexigenic neuropeptide Y (NPY) and the anorexigenic a-melanocyte-stimulating
hormone (a-MSH).

Methods: To understand the role played by estradiol in the modulation of food intake, we have used an animal
model of cyclic 17B-estradiol benzoate (EB) administration and stereological methods to estimate the total number
of neurons immunoreactive for NPY and a-MSH in the ARN of ovariectomized rats.

Results: Present results show that the experimentally induced EB cyclicity prompted a decrease in food
consumption and in body weight. Data also show that ovariectomy induced an increase in NPY expression and
a decrease in a-MSH expression in the ARN that were reverted by EB administration. Conversely, EB blocked
the expression of NPY and increased the synthesis of a-MSH in ARN neurons, without affecting the overall sum
of NPY and a-MSH neurons.

Discussion: These results suggest that estradiol affects food intake and, consequently, body weight gain,
through an overriding mechanism superimposed in the physiological balance between both peptides in the ARN
of female rats.

Keywords: Estrogen, Neuropeptide Y, a-Melanocyte-stimulating hormone, Arcuate nucleus, stereology, Immunohistochemistry

Introduction

Food intake and energy expenditure are complex behav-
iors regulated by central and peripheral mechanisms that
are dependent on gender, genetic, and environmental fac-
tors.'™ In women, the role of estradiol in the control of
food intake and energy expenditure is evidenced by the
fact that after menopause, there is an increase in adiposity,
which is a risk factor for the development of diabetes and
cardiovascular diseases."** Moreover, women eat less at
the pre-ovulatory phase, when estradiol levels are high,
and eat more at the postovulatory phase, when estradiol
levels are low.®” Similarly, studies in rodents have shown
that they eat less at proestrus than at diestrus,*® reaching
the lowest level of ingestion at the behavioral estrous,”*!
a period of altered behavioral expression that coincides
with the end of proestrus and the start of the estrus stage

Correspondence to: Susana Isabel Sa, Faculty of Medicine, Department
of Anatomy, University of Porto, Alameda Professor Hernani Monteiro,
4200-319 Porto, Portugal. Email: sasusana@med.up.pt
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of the cycle.’ In addition, hormone fluctuations along
the ovarian cycle influence the amount of food ingested,
inducing a cyclic inhibitory effect of estradiol on eating.”!!
It was also shown that ovariectomy induces hyperphagia
and weight gain, which is evidence of the tonic inhibitory
effect of estradiol, and that this effect is reversed by estra-
diol treatment."-?

Food intake and energy expenditure are coordinated
by the hypothalamus. Within this brain region, the arcuate
nucleus (ARN) stands as a pivotal center in the integration
and distribution of peripheral information from hormonal
to neuronal signals that reflect the metabolic status.!*!* The
ARN shares extensive connections with the paraventricu-
lar nucleus and the lateral hypothalamic and perifornical
areas are important pathways of neuropeptide transport for
the control of energy balance.'>'® The ARN contains the
largest collection of hypothalamic neurons expressing neu-
ropeptide Y (NPY) and (a-MSH),'” which are among the
most relevant neuropeptides involved in feeding behavior.

Neurological Research 2016
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NPY is a 36 amino acid highly orexigenic neuropeptide
that promotes food intake and inhibits energy expendi-
ture.' " Its effects are counter-regulated by the anorex-
igenic peptide a-MSH, which is a pro-opiomelanocortin
(POMC)-derived peptide*?' that inhibits food intake and
induces energy expenditure.'”?

It has been shown that ARN neurons abundantly
express estrogen receptor alpha (ERa)** that co-local-
izes with NPY and POMC.**¢ Estradiol action through
ERa regulates the expression of neuropeptides that affect
food intake, body weight, and adiposity.?’** Specifically,
in situ hybridization studies of the ARN have shown that
the expression of NPY mRNA increases at proestrus, and

*? and afier estradiol administration to

decreases at estrous
ovariectomized rats,'’>"' In addition, ovariectomy was
shown to decrease and estradiol administration to increase
POMC mRNA expression in the ARN.?® Because a-MSH
is a POMC-cleaved peptide that is a major regulator of
energy balance, it is possible that estradiol will also regu-
late the expression of this neuropeptide.”* To our knowl-
edge, the only study that has addressed this subject showed
that the @-MSH levels are increased in ovariectomized rats
treated with estradiol.*?

The main goal of this study was to understand the
consequences of the phasic inhibitory effect of estradiol
on the expression of ARN neuropeptides that are known
to be involved in the tonic regulation of food intake. In
this way, we applied a modified model of acute estradiol
replacement to ovariectomized rats”** that has been widely
used to study the phasic inhibitory effect of estradiol.***"*
Previous reports on this subject are confined to NPY
mRNA or protein expression levels and levels of NPY
delivered to the PVN by ARN efferents in experimental
models of cyclic estradiol administration.'”™"” In addition,
until now, no studies have addressed the influence of
estradiol on the expression of a-MSH. In this study, we
used stereological methods to estimate the total number
of neurons that express NPY and a-MSH in the ARN of
young adult ovariectomized rats injected with oil or 17
B-estradiol benzoate (EB). The effects of cyclic modu-
lation of estradiol on body weights and food intake were
also evaluated.

Material and methods

Animals and treatments

Female Wistar rats, obtained from the Institute for
Molecular and Cell Biology (Porto, Portugal), were kept
ina 12-h light/dark cycle (lights on at 07:00 h), with ambi-
ent temperature of 22 °C and humidity of 50%. Solid diet
(4RF21/C Mucedola, Milan, Italy) and water were freely
available throughout the experiment. Starting at 8 weeks
of age, estrous cycles were monitored daily by vaginal
smear cytology. Only females exhibiting consecutive 4 to
5 days estrous cycles were used. At 10 weeks of age, rats
were anesthetized by sequential injections of promethaz-
ine (10 mg/kg body weight, subcutaneous; Laboratorios

Neurological Research 2016

Vitdria, Amadora, Portugal), xylazine (2.6 mg/kg body
weight, intramuscular; Sigma-Aldrich Ltd., Madrid,
Spain), ketamine (50 mg/kg body weight, intramuscu-
lar; Merial Portuguesa, Rio de Mouro, Portugal), bilat-
erally ovariectomized, and allowed a 10-day recovery
period. Because there is evidence that rearing in social
isolation induces endocrine, physiological, and behavioral
changes,** the rats were housed two per cage according
to their weight. Ovariectomized rats (» = 6 per group)
were injected subcutaneously with either 10 pg of EB in
100-pl sesame oil (EB group), once in a 4-day cycle over
four consecutive treatment cycles, or with 100-pl sesame
oil (Oil group).

In order to evaluate if the effects of EB on NPY and
a-MSH levels result from its direct influence on neuro-
peptide synthesis, rats received an intracerebroventricular
injection of colchicine 6 days after the last cyclic admin-
istration of EB. Because previous studies have shown that
colchicine is needed to stain NPY and a-MSH neuronal
cell bodies®” **and that colchicine was shown to affect
RNA expression but not protein synthesis,**
cine was used to inhibit axonal transport and to increase
NPY and a-MSH immunoreactivity in ARN cell bodies.
Accordingly, rats were placed on a stereotaxic appara-
tus with the bregma and lambda in the same horizontal
plane. After a midline skin incision, the calvaria were
exposed and a hole was drilled unilaterally, 1.1 mm pos-
terior to the bregma and 1.7 mm lateral to the midline.*' A
10-pl Hamilton syringe (901 N; Hamilton Bonaduz AG,
Bonaduz, Switzerland) was lowered into the right lateral
ventricle until 5.2 mm from the surface of the skull. A
solution of colchicine (50 nmol/ul, pH 7.4) in 0.25% phys-
iological saline was injected gradually (2 pl every 2 min)
until the total amount of 10 pl. The needle was left in
place for an additional 10 min before being slowly with-
drawn. Skin incisions were closed with surgical stitches
and treated with local antiseptic. After surgery, rats were
individually housed and maintained in a warm place until
waking up. Postoperative care consisted of a subcutaneous
injection of 5% carprofen (80 ul/kg) in 0.9% saline (2 ml).
EB and sesame oil were purchased from Sigma-—Aldrich
Company Ltd. (Madrid, Spain).

Body weights and food and water intake were assessed
every day, starting at 8 weeks of age. Because rats were
housed two per cage, consumption determinations were
done on the basis of the amount of food consumed in each
cage (n = 3). The experiments were performed according
to the European Communities Council Directive of 22
September 2010 (2010/63/EU) and the Portuguese Act No
113/13. All efforts were made to minimize the number of

colchi-

animals used and their suffering.

Tissue preparation

Forty-eight hours after the infusion with colchicine and
injection with either EB or oil, rats were anesthetized
by intraperitoneal injection (3 ml/kg body weight) of a
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solution containing 1% sodium pentobarbital in physi-
ological saline. Then, they were perfused transcardially
with 0.1 M phosphate buffer (pH 7.6), for vascular rinse,
followed by a fixative solution containing 4% paraform-
aldehyde in phosphate buffer (pH 7.6). The brains were
removed from the skulls, weighed, immersed for 2 h in the
same fixative, and maintained overnight in a solution of
10% sucrose in phosphate buffer, at 4 °C. After trimming
away the frontal and occipital poles, the blocks of tissue
containing both hemispheres were mounted on a vibra-
tome and serially sectioned in the coronal plane through
the ARN, at 40 pm. After random selection of the first
section between the first two most rostral ones, alternate
sections were collected in phosphate buffered saline (PBS)
in order to obtain two independent sets of sections from
cach brain: one set was used for NPY immunostaining and
the other for a-MSH immunostaining.

Immunohistochemistry

Immunohistochemical procedures were performed as pre-
viously described.*? Briefly, sections were treated with 3%
H,0, for 10 min to inactivate endogenous peroxidase. To
increase tissue penetration, triton X-100 was added to the
PBS (0.5%) used in all immunoreactions and washes.
For detection of NPY-immunoreactive (NPY-ir) neurons,
sections were incubated, overnight at 4 °C, with the pri-
mary antiserum against NPY (T-4070, Bachem Ltd., San
Carlos, CA, USA) at a dilution of 1 : 10000 and, then,
with a biotinylated goat anti-rabbit secondary antibody
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), at a dilution
of 1 : 400, for 1 h at room temperature. For visualiza-
tion of a-MSH-ir neurons, sections were incubated, for
72 h at 4 °C, with the primary antiserum against a-MSH
(AB5087, Millipore Iberica, Madrid, Spain) at a dilution
of 1 : 10000, followed by biotinylated rabbit anti-sheep
secondary antibody (Vector Laboratories, Burlingame,
CA, USA) at a dilution of 1 : 400, for 1 h at room tem-
perature. Afterwards, sections were treated with the avi-
din—biotin peroxidase complex ( Vectastain Elite ABC kit,
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) at a dilution
of 1 : 800, for 1 h at room temperature, and incubated for
3 min (for NPY) or 90 s (for a-MSII) in 0.05% diam-
inobenzidine (Sigma—Aldrich Ltd., Madrid, Spain) to
which H,0, was added to a final concentration of 0.01%.
Immunostained sections were mounted on gelatin-coated
slides, air-dried, dehydrated, cleared in xylol, and cover-
slipped using Histomount (National Diagnostics, Atlanta,
GA, USA). To prevent variability in staining, sections
from all groups analyzed were processed in parallel at the
same time. The same procedure was followed for control
sections, which were incubated without antiserum or with
each primary antibody previously inhibited by adsorption
with the respective purified antigen; no immunostaining
was observed in these sections.
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Estimation of the total number of NPY-ir and
a-MSH-ir ARN neurons

The total number of NPY-ir and a-MSH-ir ARN neu-
rons was estimated by applying the optical fractionator
method.** For this purpose, sections were analyzed using
a modified Olympus BH-2 microscope interfaced with
a color video camera and equipped with a Heidenhain
ND 281 microcator (Trausreut, Germany), a computer-
ized stage, and an object rotator (Olympus, Albertslund,
Denmark). A computer fitted with a framegrabber (Screen
Machine II, FAST Multimedia, Germany) was connected
to the monitor. Uusing the C.A.S.T. — Grid system software
(Olympus), the fields of view were systematically sampled
in each section at regular intervals of either 100 pm along
the x axis and 160 pm along the y axis (NPY-ir sections), or
atregular intervals of 140 pm along the x axis and 160 um
along the y axis (a-MSH-ir sections). The dissector used
had a counting frame area at the tissue level of 2964 pm?
(NPY-ir sections) or 4447 um’ (a-MSH-ir sections) and
the height of the dissector was 10 um for both neuronal
populations. The estimations were performed with a x100
oil immersion lens with a numerical aperture of 1.40, at
a final magnification of 2000x in the computer screen.
A cell profile was considered immunoreactive for NPY
(Fig. 1(A)) and for a-MSH (Fig. 1(B)) if a dark brown
reaction product was present within the cell’s perikaryal
cytoplasm with a relatively unstained nucleus. On aver-
age, 198 NPY-irand 191 a-MSH-ir neurons were counted
per ARN; the mean coefficient of error® of the estimates
was 0.08. The estimations were performed on both hem-
ispheres and the data were pooled for each animal. All
counts were made by an observer who was blind to the
group assignment.

Statistical analyses

The effects of treatment on food consumption and on body
weights were assessed by two-way analysis of variance
(ANOVA) with repeated measures, using treatment as
the independent variable and length of the experiment as
repeated measures. Pairwise comparisons between oil-
and EB-treated rats were made using the post hoc Sidak’s
multiple comparisons, while pairwise comparisons at dif-
ferent moments along the experiment were done with the
Tukey’s test (GRAPHPAD PRISM version 6.0; GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). The effect of treatment
on the total number of NPY-ir and of a-MSH-ir neurons
was assessed by a student’s #-test for independent samples.
Differences were considered significant if p < 0.05.

Results

Food intake

As revealed by two-way repeated measures ANOVA, the
amount of solid diet consumed (Fig. 2(A)) was influenced
by treatment [£(1,24)=95.22, p <0.0005] and by the length
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Figure 1 Effect of EB administration on the expression of NPY and a-MSH in the ARN. (A) Photomicrographs of coronal sections
taken at mid-levels of the ARN of oil- or EB-treated rats, showing a reduced cell density in the EB group. 3 V, third ventricle. Scale
bar = 100 pm. Inset: Higher magnification of the area delineated by a box. Neurons immunoreactive for NPY are medium-sized,
with a dark brown reaction product within the cell’s perikaryal cytoplasm with a relatively unstained nucleus. Scale bar = 10 ym.
(B) Photomicrographs of coronal sections taken at mid-levels of the ARN of oil- or EB-treated rats, showing a reduced cell
density in the oil group. 3 V, third ventricle. Scale bar = 100 pm. Inset: Higher magnification of the area delineated by a box.
Neurons immunoreactive for NPY are medium-sized, with a dark brown reaction product within the cell’s perikaryal cytoplasm
with a relatively unstained nucleus. Scale bar = 10 ym. (C) Graphic representation of the total number of NPY-ir neurons in the
ARN of rats treated with oil or EB. Columns represent means and the vertical bars 1 SD. Student’s t-test: *p < 0.005. (D) Graphic
representation of the total number of a-MSH-ir neurons in the ARN of rats treated with oil or EB. Columns represent means and
the vertical bars 1 SD. Student’s t-test: *p < 0.01

of the experiment [F(5,24)=5.59, p < 0.005]. A significant along the four cycles of treatment was associated with

interaction between treatment and length of the experi- a significant decrease in the amount of food consumed.
ment was also detected [F(5,24)=6.63, p < 0.005]. Two During the four cycles of EB administration, the amount
weeks after ovariectomy (C0), food consumption was 20% of food ingested by EB-treated rats was 30% lower than

higher than at the time of ovariectomy. EB administration that consumed by oil-treated rats. In each cycle treatment,
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Figure 2 Graphic representation of the effect of EB administration on the amount of solid diet consumed by ovariectomized
rats. (a) Estradiol effect along the entire treatment schedule: day of ovariectomy; (C0) beginning of the treatment; and (C1-C4)
estradiol-induced cycles. Symbols represent means and the vertical bars 1 SD. (b) Effect of estradiol-induced cyclicity on the
amount of solid diet consumed in each day of the 4-day cycles. Arrow identifies the day of EB administration. Symbols represent
means of the four cycles and the vertical bars 1 SD. Sidak’s multiple comparisons test: **p < 0.0005, *p < 0.005 compared with
oil group. Tukey’s multiple comparisons test: ‘p < 0.05, *p < 0.005 compared with the OVX time point of the same treatment
group; ¢p < 0.05, pdp < 0.005 compared with CO of the same treatment group; "p < 0.005, *p < 0.0005 compared with Day 3
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Figure 3 Graphic representation of the effect of EB
administration on the body weight of ovariectomized rats
along the entire treatment schedule: day of ovariectomy;
(C0) beginning of the treatment; and (C1-C4) estradiol-
induced cycles. Symbols represent means and the vertical
bars SD. Sidak’s multiple comparisons test: *p < 0.05,
**p < 0.005, ***p < 0.0005 compared with oil group. Tukey’s
multiple comparisons test: *p < 0.05, **p < 0.005, **p < 0.0005
compared with values at OVX

there was a 15% decrease in the amount of food ingested at
48 h after EB administration that returned to basal values
thereafter (Fig. 2(B)).

Body and brain weights

Two-way repeated measures ANOVA revealed signifi-
cant effects of treatment [F(7,60)=35.12, p < 0.0005] and
length of the experiment [F(35,60)=4.41, p < 0.005] on

body weights (Fig. 3). No significant interaction between
treatment and length of the experiment was noted. From
the day of ovariectomy until the end of the experiment,
the EB group showed no changes in body weight while
oil-treated rats increased their body weight by 25%. From
the second to the fourth cycles of treatment, EB-treated
rats were about 15% lighter than oil-treated rats (Fig. 3).

As revealed by the student’s r-test, there were no dif-
ferences in brain weights between oil- and EB-treated rats
[p=1.00].

Effect of EB treatment on the total number of NPY-ir
and o-MSH-ir neurons

EB administration induced a reduction of about 25%
[p < 0.0005] in the total number of NPY-ir neurons (Fig.
1{C)) and an increase of about 25% [p < 0.005] in the total
number of neurons expressing a-MSH (Fig. 1(D)).

Discussion

To understand the role played by estradiol in the regula-
tion of energy balance, we have analyzed neuropeptide
expression in the ARN using an experimental model of
four-week cyclic EB administration to ovariectomized
rats. This model of acute estradiol administration to ova-
riectomized rats was shown to be fundamental in the study
of the phasic inhibitory effects of estradiol on food int
ake.**13 The use of a model of exogenous administration
of estradiol to ovariectomized rats allows us to study the
exclusive action of estradiol, circumventing the possible

794648 and the need

influence of other ovarian hormones
to use a high number of animals, as in estrous cyclic-
ity studies. Our results on body weights and food intake

show that our model was well established because they
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are in accordance with data from earlier studies that have
used a similar model of cyclic estradiol administration.""!
In fact, EB administration was associated to a decrease
in the amount of food ingested to the values seen at the
day of ovariectomy, but induced no significant changes
in body weights. Conversely, in oil-injected rats, there
was an increase in the daily amount of food consumed,
and consequently a sharp increase in body weights, that
started after two weeks of ovariectomy and progressively
increased until the end of the experiment.

It has been shown that, in the ARN, estradiol modulates
feeding behavior by decreasing the levels of orexigenic and
increasing the levels of anorexigenic peptides.”'**¢* Data
from the present study show, for the first time with stereo-
logical methods, that EB prompts a reduction in the total
number of ARN neurons that express NPY and, in parallel,
an increase in the total number of neurons that express
o-MSH. It is known that approximately 20% of NPY-ir
neurons in the ARN accumulate estradiol® and that the
ERa subtype, whose activation inhibits NPY secretion,*’
is predominantly related with NPY role in hypothalamic
feeding circuits.™ It is also a fact that the increase in NPY
levels in the ARN after the estradiol decline, occurring
after ovariectomy or at menopause, is correlated with an
increase in food consumption and in body weight gain.'>*"

Upon EB administration, the total number of NPY-ir
neurons in the ARN was reduced by 25%, which shows
that the expression of NPY was rapidly and completely
inhibited by EB in approximately 4000 neurons. Because
prior to the last EB administration rats were injected
with colchicine, which blocks the intracellular trans-
port of NPY, the EB-induced decrease in the number of
ARN neurons expressing NPY can only be ascribed to an
mhibition of protein synthesis and not to an increase in
the neuronal release of NPY. There is evidence that ER
activation increases POMC expression in the ARN and
promotes its posttranslational conversion to a-MSH and
ACTH. ! Nevertheless, to our knowledge, only one
study has addressed the effects of estradiol on the levels of
a-MSH in the ARN, not differentiating between increased
synthesis or release.”® Our data further extends these find-
ings by confirming the suggested increase in a-MSH syn-
thesis and giving support to the role played by a-MSH in
the anorectic effect of EB.

The mechanisms by which estradiol affects the expres-
sion of NPY and a-MSH in the ARN are still unknown,
but data from the present and earlier studies™' support a
dynamic, reciprocal regulation of NPY and a-MSH. There
is evidence that, in the ARN, approximately 40% of NPY-ir
neurons also express the a-MSH receptor melanocortin-3,
which enables direct modulation of NPY expression by
0o-MSH activation of these receptors.' Inversely, NPY
modulates a-MSH expression in the ARN by inhibiting
the posttranslational conversion of POMC to a-MSH. '
It remains to be elucidated which ARN neurons co-express
both neuropeptides and if the same neuron is able to express

Neurological Research 2016

NPY and a-MSH simultaneously or successively, a matter
that is not addressed in the present study. Nevertheless, all
evidences point to the existence of a direct, cyclic interac-
tion between both peptides, in such a way that an increase
in the expression of a-MSH directly inhibits NPY syn-
thesis, in the same or in different neurons, thereby induc-
ing the reduction of food intake. Conversely, an increase
in NPY expression directly inhibits a-MSH expression
and, consequently, increases food intake. However, in
the ARN, NPY and POMC neurons also express ERs,*¢
suggesting that estradiol may directly regulate NPY and
a-MSH expression. It is well recognized that leptin is able
to inhibit NPY expression and activate POMC neurons,*
turning leptin into a good candidate for the regulation of
food intake.>*** Upon ovariectomy, there is a decrease in
leptin receptor expression in the ARN, which renders the
neurons unresponsive to the rise of leptin levels induced
by increased fat.>** Estradiol administration has no effect
in leptin secretion but restores the expression of leptin
receptors and, consequently, leptin responsiveness in the
ARN.>*7 [n addition, estradiol activation of ERa increases
POMC expression through the same pathway used by
leptin.*> Therefore, estradiol regulation of food intake
could be the result of a superimposed mechanism in the
NPY/a-MSH reciprocal regulation, acting either directly
or indirectly through the modulation of leptin receptors,
promoting fasting and preventing feeding. This effect of
estradiol could synchronize feeding moments with specific
endocrine stimulus and responses, adjusting the caloric
uptake with the estrous phase.

In conclusion, our data demonstrate that EB modulates
food intake and body weight and the expression of anorex-
igenic and orexigenic neuropeptides in the ARN. They also
suggest that the effect of estradiol on neuropeptide expression
might superimpose on the reciprocal NPY/ a-MSH central
regulation of energy balance. Further studies are necessary
to understand how these neuropeptides are influenced by
estradiol, giving new perspectives on how to prevent the risk
factors associated with menopause in women.
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Ethanol is a macronutrient whose intake is a form of ingestive behavior, sharing physiological
mechanisms with food intake. Chronic ethanol consumption is detrimental to the brain, inducing gender-
dependent neuronal damage. The hypothalamic arcuate nucleus (ARN) is a modulator of food intake that
expresses feeding-regulatory neuropeptides, such as alpha melanocyte-stimulating hormone («-MSH)
and neuropeptide Y (NPY). Despite its involvement in pathways associated with eating disorders and
ethanol abuse, the impact of ethanol consumption and withdrawal in the ARN structure and
neurochemistry in females is unknown. We used female rat models of 20% ethanol consumption for six
months and of subsequent ethanol withdrawal for two months. Food intake and body weights were
measured. ARN morphology was stereologically analyzed to estimate its volume, total number of neurons
and total number of neurons expressing NPY, a-MSH, tyrosine hydroxylase (TH) and estrogen receptor
alpha (ERa). Ethanol decreased energy intake and body weights. However, it did not change the ARN
morphology or the expression of NPY, a-MSH and TH, while increasing ERa expression. Withdrawal
induced a significant volume and neuron loss that was accompanied by an increase in NPY expression
without affecting «-MSH and TH expression. These findings indicate that the female ARN is more
vulnerable to withdrawal than to excess alcohol. The data also support the hypothesis that the same
pathways that regulate the expression of NPY and «-MSH in long-term ethanol intake may regulate food
intake. The present model of long-term ethanol intake and withdrawal induces new physiological
conditions with adaptive responses.
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1. Introduction

Alcohol consumption is a worldwide health problem with
serious socio-economic consequences. Research carried out in our
laboratory and by others has considerably contributed for the now
widely accepted view that chronic and excessive ethanol
consumption disrupts the structure and the function of the central
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nervous system (CNS) both in humans as in experimental animals
(Harper, 2009; Mukherjee, 2013; Madeira and Paula-Barbosa,
1999; Silva et al, 2002a). Marked degenerative alterations,
including cell and synapse loss, and changes in a variety of
neurotransmitter systems have been noticed in numerous regions
of the brain, including the hypothalamus (Harper, 2009; Madeira
et al., 1993; Silva et al., 2002a; Tavares and Paula-Barbosa, 1984).
Ethanol-induced malady may be either permanent (Silva et al.,
2002a, 2009; Silva and Madeira, 2012) or reversible upon
abstinence (Pereira et al., 2014, Silva et al., 2002b, 2009). Despite
the evidence that ethanol-induced brain injury is sexually
dimorphic, with females evidencing higher susceptibility for brain
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damage (Silva et al., 2009; Silva and Madeira, 2012; Sohrabji, 2002;
Sullivan et al., 2002), few studies have addressed the effects of
ethanol consumption on neurotransmitter systems in the female
brain.

Accumulating evidence indicates that the regulation of
ethanol consumption is controlled by the same hypothalamic
peptides and brain circuits that regulate food intake (Egli, 2003;
Thiele et al., 2003). The orexigenic neuropeptide Y (NPY) and
the anorexigenic a-melanocyte-stimulating hormone (a-MSH)
are widely known for their critical role in the regulation of
feeding behavior (Morton et al., 2006; Meister, 2007; Vianna
and Coppari, 2011). These neuropeptides were also shown to be
involved in ethanol consumption and in the neurobiclogical
responses to ethanol intake and withdrawal. In effect, NPY is
involved with the neuronal mechanisms of alcohol preference
(Caberlotto et al., 2001; Carvajal et al., 2006; Thiele et al., 2003)
and in the modulation of alcohol withdrawal symptoms
(Carvajal et al, 2006; Roy and Pandey, 2002). «-MSH and
melanocortin receptors have been implicated in the regulation
of responses to ethanol consumption and withdrawal and in the
modulation of the dopaminergic reward system (Olney et al.,
2014; Shelkar et al., 2015; Thiele et al., 2003). Ethanol was also
shown to disturb the dopaminergic system, increasing the
craving effect of ethanol (Kim et al., 1997; Oomizu et al., 2003).
The largest collection of hypothalamic neurons expressing NPY
and a-MSH are located in the arcuate nucleus (ARN) (Meister,
2007; Vianna and Coppari, 2011). This nucleus is one of the
main central modulators of food intake (Bouret et al., 2004,
Morton et al., 2006) and shares connections with other nuclei
involved in the control of feeding behavior and ethanol
consumption (Thiele et al., 2003; Valassi et al., 2008; Volkow
et al.,, 2011). Moreover, ARN neurons release dopamine (Moore
et al., 1987) and express dopamine receptors (Kim et al., 2010;
Romero-Fernandez et al, 2014), whose activation decreases
food intake and body weight (Guo et al., 2014; van de Giessen
et al., 2014; Volkow et al., 2011).

Estradiol is the most relevant hormone affecting feeding
behavior and body weight both in women (Racine et al., 2012)
and female rats (Butera, 2010). This ovarian hormone exerts its
actions through the activation of estrogen receptors (ER) (McEwen
et al, 2012), which are abundantly expressed in the ARN
(Chakraborty et al., 2003; Shughrue et al., 1996; Simerly et al.,,
1990) and co-localize with NPY, POMC and dopamine (de Souza
et al.,, 2011; Leite et al., 2008; Sar et al., 1990). It has been shown
that estradiol administration upon ovariectomy induces a decrease
in NPY levels (Baskin et al., 1995; Shimizu et al., 1996; Silva et al.,
2010) and an increase in POMC and a-MSH expression in the ARN
(de Souza et al., 2011; Hirosawa et al., 2008; Medina et al., 1998).
Estradiol also affects the dopaminergic system (Ben-Jonathan and
Hnasko, 2001; DeMaria et al., 2000; Oomizu et al., 2003) and
reduces the activity of tyrosine hidroxilase (TH) (Arbogast and
Hyde, 2000; Jones and Naftolin, 1990).

Because central modulation of ethanol and food intake shares
the same neuronal pathways, we sought to analyze the impact of
heavy chronic ethanol consumption and long-term withdrawal in
the structure and neurochemistry of the ARN. Knowing that
estradiol, by acting through the ER«, can change the synthesis
and expression of ARN neuropeptides, and that females are
particularly susceptible the deleterious effects of ethanol, we
have also assessed the effect of ethanol and withdrawal in the
expression of ERa. For this purpose, we have used stereological
methods to estimate the volume of, and the total number of
neurons in the ARN as well as the total number of ARN neurons
expressing NPY, a-MSH, TH and ER« in randomly cycling female
rats upon six months of ethanol consumption or two months of
withdrawal.
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2. Material and methods
2.1. Animals and treatments

Female Wistar rats were kept in a controlled room with 22 °C of
temperature, 55% of humidity and under a 12 h light/dark cycle
(lightson at 7 a.m.). Solid diet (4RF21/C Mucedola, Milan, Italy) and
water were freely available. Only females exhibiting consecutive
4- to 5-day estrous cycles were used. At 2 months of age, rats at all
stages of the estrous cycle were randomly assigned to the ethanol-
treated (Et) group, which had an alcoholic solution as the only
liquid available, or the control group. The ethanol concentration
was progressively increased in the course of 2 weeks, starting with
a 5% (v/v)solution and rising by 1% per day to a final 20% (v/v). After
6 months of treatment, half of the Et rats were euthanized (n=10)
and the remaining (n=10) were switched to tap water for a further
2 months - withdrawal (Wd) group. The shift from ethanol
treatment to water intake was performed gradually over a 2-week
period by progressively reducing the ethanol concentration in the
drinking solution by 1% per day. The control group (isocaloric
control, Ic, n=10) was isocaloric to the Et group. These rats had
access to the same amount of food consumed by Et rats plus an
additional quantity of pellets that was calculated taking into
account the ethanol caloric value (1 gm=7Kcal) and the mean
volume of ethanol solution consumed daily by Et rats (Madeira
et al., 1997). All animals received beverage ad libitum and Et and
Wd rats also received food ad libitum. The amount of solid and fluid
intake was calculated daily and rats were weighed weekly. During
the last 15days of the experiments, the estrous cycle was
monitored by daily collection of vaginal smears and histological
examination. The experiments were performed according to the
European Communities Council Directives of 22 September 2010
(2010/63/EU) and Portuguese Act n° 113/13. All efforts were made
to minimize the number of animals used and their suffering.

2.2. Tissue preparation

2.2.1. Histological procedures

Animals (n=5 per group) were anesthetized (3 ml/kg b.w. of a
sodium pentobarbital solution, i.p.) and perfused transcardially,
between 1 p.m. and 2 p.m., with a fixative solution containing 1%
paraformaldehyde and 1% glutaraldehyde in 0.12M phosphate
buffer (pH 7.2). The brains were removed from the skulls, weighed
and post-fixed for 15days in fresh fixative. After removal of the
frontal and occipital poles, the blocks containing both the right and
left hypothalami were dehydrated through a graded series of
ethanol solutions, embedded in glycolmethacrylate (hydroxye-
thylmethacrylate, Technovit 7100, Kulzer and Co., Wehrheim,
Germany) and sectioned in the coronal plane at 40 um. The
sections were mounted serially and stained with a Giemsa solution
(Fig. 1A) modified for use in glycolmethacrylate-embedded
material (West et al., 1991). Finally, the sections were coverslipped
with histomount mounting medium (National Diagnostics,
Atlanta, GA, USA). These sections were used for the estimation
of total number of neurons and the volume of the ARN.

2.2.2. Immunohistochemistry

Rats (n=5 per group) were anesthetized with promethazine
(10 mg/kg bw, s.c.), xylazine (2.6 mg/kg bw, i.m.) and ketamine
(50 mg/kg bw, i.m.) and stereotaxically injected, into the lateral
ventricle, with colchicine (10 .l of a 0.25% solution in physiological
saline; C9654, Sigma-Aldrich Ltd., Madrid, Spain). Because previ-
ous studies have shown that without the use of colchicine only NPY
and «-MSH fibers are stained (Boyer et al., 1994; Maolood and
Meister, 2008; Lucas et al., 2014), colchicine was administered in
order to inhibit axonal transport and to increase NPY and a-MSH
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immunoreactivity in ARN cell bodies. Moreover, it was shown that
colchicine might affect RNA expression but not protein synthesis
(Parish et al., 1981; Lucas et al., 2014). After 48 h, the animals were
anesthetized as described above and perfused transcardially with
4% paraformaldehyde in phosphate buffer (pH 7.6). Brains were
removed, immersed in the same fixative solution for 2h, and
maintained overnight in a solution of 10% sucrose in phosphate
buffer. The blocks containing the right and left hypothalami were
mounted on a Vibratome and serially sectioned at 40 um in the
coronal plane. Sections were separately collected in phosphate-
buffered saline (PBS). After random selection of the first section
between the four most rostral sections thus obtained, one out of
four sections were separately collected in PBS in order to obtain
four independent sets from each brain. Each set was used for
immunostaining of NPY, a-MSH, ERa or TH. Sections were
processed for immunohistochemistry using the avidin-biotin
technique with diaminobenzidine as the chromogen, as previously
described in detail (Pereira et al., 2013; Martins et al., 2015).
Sections were incubated at 4°C with one of the following
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antibodies: rabbit anti-NPY antibody (Cat#T-4070, RRID:
AB_518504, Bachem Ltd., San Carlos, CA, USA), 1:10,000, overnight
(Fig. 2A); sheep anti-a-MSH antibody (Cat#: AB5087, RRID:
AB_91683, Milipore Iberica, Madrid, Spain), 1:10,000, for 72h
(Fig. 3A); mouse anti-TH antibody (Cat# T1299, RRID:AB_477560,
Sigma-Aldrich Ltd., Madrid, Spain); 1:150,000, overnight (Fig. 4A)
and rabbit anti-ER« antibody (Cat# sc-542, RRID:AB_631470, Santa
Cruz Biotechnology, Germany), 1:1000, for 72h (Fig. 5A). To
minimize the variability in staining, sections from all groups
analyzed were processed in parallel at the same time, for the same
antibody. The same procedure was followed for control sections,
which were incubated without antiserum; no immunostaining
was observed in these sections (data not shown).

2.3. Stereological analyses
The stereological estimations were performed using a modified

Olympus BH-2 microscope interfaced with a color video camera
and equipped with a Heidenhain ND-281 microcator (Traunreut,
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Fig. 1. Effects of ethanol consumption and withdrawal in the structure of the ARN. Photomicrographs of Giemsa-staining coronal sections taken at rostral- (A) mid- (B) and
caudal-levels (C) of the ARN. The boundaries of the ARN are delineated with a dashed line. DMN, hypothalamic dorsomedial nucleus; VMN, hypothalamic ventromedial
nucleus; InfS, infundibular stem; ME, median eminence; f, fornix; 3V, third ventricle. Scale bar = 200 m. Inset: Higher magnification of the area delineated by a box, showing
ARN neurons in detail. Scale bar =10 pum. (D) Graphic representation of the estimates of the total number of neurons in ARN of isocaloric control (Ic), ethanol-treated (Et) and
withdrawn (Wd) rats. (E) Graphic representation of the volume of the ARN of Isocaloric control (Ic), Ethanol-treated (Et) and Withdrawn (Wd) rats. Lines represent means.

Tukey's post hoc tests: **p < 0.005 compared with Wd rats.
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Germany), a computerized stage, and an object rotator (Olympus,
Albertslund, Denmark). A computer fitted with a frame grabber
(Screen Machine 11, FAST Multimedia, Germany) was connected to
the monitor. Estimations were all done by using a 100x oil
immersion lens with a numerical aperture of 1.40, at final
magnification of 2000x in the computer screen. The sections
used for the estimation of the volume of the ARN and of its total
number of neurons were selected, at regular intervals of 160 p.m,

33

from the entire set of coronal sections containing the ARN, by
applying a systematic random sampling procedure (Gundersen
and Jensen, 1987). Thence, every fourth section was systematically
sampled, which provided an average of 13 sections per each
nucleus. The sections were used for the estimation of the volume
of, and total neuron numbers in the ARN. The boundaries of the
ARN were delineated as described previously (Leal et al., 1998),
based on the higher density, larger size and greater staining
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Fig. 2. Effects of ethanol consumption and withdrawal in the expression of NPY in the ARN. (A) Photomicrograph of a representative coronal section taken at mid-levels of the
ARN immunostained for NPY. Specific immunostaining for NPY can be seen in the ARN. The hypothalamic ventromedial nucleus (VMN) exhibits no immunostaining for NPY.
ME, median eminence; f, fornix; 3V, third ventricle. Scale bar =100 pum. Inset: Higher magnification of the area delineated by a box, showing typical NPY-immunoreactive
neurons. Scale bar=10 wm. (B) Graphic representation of the total number of NPY-immunoreactive neurons in the ARN of isocaloric control (Ic), ethanol-treated (Et) and
withdrawn (Wd) rats. Lines represent means. Tukey's post hoc tests: “p < 0.05, **p < 0,005 compared with Wd rats.
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intensity of its neurons relative to those of the adjacent areas,
which contain irregularly scattered small cells. The ARN is formed
by bilateral well-circumscribed condensations of neurons that lie
along the walls of the infundibular recess of the third ventricle in
close apposition with the median eminence, at intermediate levels,
or beneath the floor of the mammillary recess of the third ventricle,
at caudal levels. The ARN is surrounded by a cell-poor zone that
clearly demarcates it from the ventromedial nucleus and, further
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caudally, from the dorsomedial nucleus that is located dorsally to
the ARN.

2.3.1. Volume estimation

The volume of the ARN was estimated by using the Cavalieri
estimator. The ARN profile was delineated (Fig. 1A) using an 4x
objective lens and the cross-sectional area of the ARN was
estimated by point counting (Gundersen et al., 1988; Leal et al.,
1998), using a system of test points in which area per point, a(p),
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Fig. 3. Effects of ethanol consumption and withdrawal in the expression of a-MSH in the ARN. (A) Photomicrograph of a representative coronal section taken at mid-levels of
the ARN, immunostained for a-MSH. Specific immunostaining for «-MSH can be seen in the ARN. The hypothalamic ventromedial nucleus (VMN) exhibits no immunostaining
for a-MSH. ME, median eminence; f, fornix; 3V, third ventricle. Scale bar=100 pwm. Inset: Higher magnification of the area delineated by a box, showing typical a-MSH-
immunoreactive neurons. Scale bar=10 pwm. (B) Graphic representation of the total number of «-MSH-immunoreactive neurons in the ARN of isocaloric control (Ic), ethanol-

treated (Et) and withdrawn (Wd) rats. Lines represent means.
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was 0.25mm? The mean (SD) tissue thickness of glycolmetha-
crylate-embedded sections was 29.7 um (0.5) in Ic, 29.3 (0.3) in Et
and 30.6 (1.1) in Wd groups. The mean coefficient of error (CE)
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(Gundersen et al., 1999) of the individual estimates was 0.04.
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2.3.2. Estimation of the total number of ARN neurons

The total number of neurons in the ARN was estimated by using
the optical fractionator method (Leal et al., 1998; West et al., 1991)
in the same sections used to estimate the ARN volume. In each
section, the fields of view were systematically sampled using a step
size of 120 um along the x axis and 180 wm along the y axis, a

Fig. 4. Effects of ethanol consumption and withdrawal in the expression of TH in the ARN. (A) Photomicrograph of a representative coronal section taken at mid-levels of the
ARN, immunostained for TH. Specific immunostaining for TH can be seen in the ARN. The hypothalamic ventromedial nucleus (VMN) exhibits no immunostaining for TH. ME,
median eminence; f, fornix; 3 V, third ventricle. Scale bar = 100 pm. Inset: Higher magnification of the area delineated by a box, showing typical TH-immunoreactive neurons.
Scale bar =10 wm. (B) Graphic representation of the total number TH-immunoreactive neurons in the ARN of isocaloric control (Ic), ethanol-treated (Et) and withdrawn (Wd)

rats. Lines represent means.
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counting frame area of 593 um? at the tissue level and a fixed
height of 15um. An average of 161 neurons was counted per
nucleus. The mean CE of the estimates was 0.08. The nucleus as
used as the counting unit, after positioning the look-up focal plane
5 wm below the upper surface of the section. The disector height
used was of 10 wm, leaving a lower guard zone of approximately
14 wm. In the present study, the tissue shrinkage factor of the
glycolmethacrylate-embedded hypothalamic was not determined
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because in previous estimations (Madeira and Paula-Barbosa,
1993; Madeira et al., 1995) it was founded to be negligible (about
4-5%).

2.3.3. Estimation of the total number of immunoreactive neurons
The total numbers of NPY-, &-MSH-, TH- and ERa-immunore-

active (ir) neurons in the ARN were estimated by using the same

stereological method. The interframe distances, the area of the
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Fig. 5. Effects of ethanol consumption and withdrawal in the expression of ER« in the ARN. (A) Photomicrograph of a representative coronal section taken at mid-levels of the
ARN, immunostained for ERc. Specific immunostaining for ERa can be seen in the ARN and the ventrolateral division of the hypothalamic ventromedial nucleus (VMNIv) The
dorsomedial division of the hypothalamic ventromedial nucleus (VMNdm) exhibits no immunostaining for ERce. ME, median eminence; f, fornix; 3V, third ventricle. Scale
bar=100 pm. Inset: Higher magnification of the area delineated by a box, showing typical ERa-immunoreactive neurons. Scale bar = 10 wm. (B) Graphic representation of the
total number of ERa-immunoreactive neurons in the ARN of isocaloric control (Ic), ethanol-treated (Et) and withdrawn (Wd) rats. Lines represent means. Tukey's post hoc

tests: *p < 0.05 compared with Ic rats.
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Table 1

37

Stereological parameters used for the estimation of the total number of ARN immunoreactive neurons.

Interframe
distance (pum)

Counting frame area (pum?)

Disector height (jm) Average cells counted Estimate CE*

X axis y axis
NPY 100 160 2964 10 198 0.08
o-MSH 140 160 4447 10 191 0.08
ERa 120 180 988 10 193 0.09
TH 120 160 5929 10 157 0.09

4 CE, mean coefficient of error of the estimates of total number of neurons, estimated using the formula: v'meanCE* (Gundersen et al., 1999},

counting frames, the height of the disector, the average number of
immunostained neurons counted and the CE of the estimates is
presented in Table 1. In the ARN, NPY-ir neurons are distributed
along the in the ventromedial part (Meister, 2007). The a-MSH-ir
neurons are distributed along its ventrolateral part, while TH cell
populations are along the ventrolateral and dorsomedial part of
the ARN (Meister, 2007; Okamura et al., 1988). These neurons
present an immunostained perikaryal cytoplasm with a relatively
unstained nucleus (Figs. 2 A; 3 A; 4 A). The ER«-ir neurons are
scattered along the ARN, but are separated from the neighbor
nuclei by a cell free zone (Shughrue et al.,, 1998). These neurons
present a dark brown reaction product within the cell nucleus
(Fig. 5A). All the estimations were performed on both sides of the
brain and the data were pooled for each animal. For each antibody,
the average of sections analyzed per nucleus was 14. The mean (SD)
tissue thickness of sections immunostained for NPY was 16.0 pnm
(1.2) in Ic, 17.5 (0.9) in Et and 15.9 (0.7) in Wd groups, for a-MSH
was 17.1 pum (0.8) in Ic, 18.1 (1.8) in Et and 17.6 (2.0) in Wd groups,
for TH was 15.4 um (1.3) in Ic, 14.6 (1.5) in Et and 15.2 (1.4) in Wd
groups and for ERa was 13.5 pm (1.0) in I, 13.9 (0.4) in Et and 14.8
(1.2) in Wd groups. A z-axis distribution for NPY- (330 neurons),
a-MSH- (202 neurons), TH- (200 neurons) and ERx-ir (209 neu-
rons) was done. It was observed that the majority of NPY- (75%),
a-MSH- (75%) and ERa-ir (84%) neurons were located between
—3and —13 um and that the majority of TH-ir neurons (84%) were
located between —2 and —12 pm. The disector used was of 10 um
in order to allow a higher sampling number and was placed at
3 pm (for NPY, a-MDH and ERa) or at 2 wm (for TH) from the
surface. The average nucleus diameter of ARN neurons was 9.2,
10.3, 8.9 and 7.5 pm for NPY, «-MSH, TH and ERe, respectively,
which means that the disector position failed to obey the guard
zone rule (Andersen and Gundersen, 1999). However, the
placement of the counting frame was shown to induce less bias
because it samples a higher number of neurons, displaced by the
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substantial z-axis distortion of vibratome sections (Gardella et al.,
2003).

2.4, Statistical analyses

The effects of chronic heavy ethanol consumption and
long-term withdrawal on the volume of the ARN, and the total
number of ARN neurons and neurons expressing NPY, a-MSH, TH
and ERa in ARN neurons were assessed by one-way analysis of
variance (ANOVA). The effects of chronic heavy ethanol consump-
tion and long-term withdrawal on body weight and food
consumption were assessed by repeated measures two-way
ANOVA. Whenever significant results were found from the overall
ANOVA, pairwise comparisons were made with the post hoc
Tukey's honest significant difference test. Differences were
considered to be significant if p < 0.05.

3. Results
3.1. Energy intake and body weight

As revealed by two-way repeated measures ANOVA, the energy
intake (Fig. 6A) was influenced by treatment (F;;3=117.11,
p<0.0001) and by time (F726=38.66, p < 0.0001). A significant
interaction between treatment and time of the experiment was
detected (F7126=34.67, p<0.0001). In Et rats, energy intake from
food was about 30-35% less than in the Ic group along the six-
month period which was maintained at the end of the study
(Fig. 6A). Wd rats showed a 25% increase in energy intake relative
to Et rats (Fig. 6A). A two-way repeated measures ANOVA revealed
a significant effect of treatment (F7126=49.75, p < 0.0001) and time
(F118=14.17, p < 0.0001) on body weight. A significant interaction
between treatment and length of the experiment was detected
(F7126=7.31, p<0.0001). The body weight of Ic and Et rats
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Fig. 6. Graphic representation of the effects of ethanol treatment and withdrawal on energy intake (A) and body weight (B) of isocaloric control (Ic), ethanol-treated (Et) and
withdrawn (Wd) rats. Symbols represent means and the vertical bars SD. Tukey’s post hoc tests: *p < 0.001, compared with M1 of the same treatment group; *p < 0.001,
compared with Et group at M6; ®p < 0.001 compared with Ic and Et groups at M1 to M6; *p < 0.05 comparing Ic and Et groups at M1 to M6.
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significantly increased from the first to the sixth month of the
study but it did not differ from one-another along the entire study
(Fig. 6B). Withdrawal was associated with a 16% increase in body
weight relative to Ic and Et-treated rats at the end of the
experiment.

3.2. ARN volume and total number of neurons

The volume and the total number of neurons in the ARN (Fig. 1B
and C) were influenced by treatment (F.,2=13.86, p < 0.005;
F212=15.37, p < 0.005, respectively). Alcohol consumption did not
induce changes in the volume nor in the total number of ARN
neurons. However, withdrawal was associated with a reduction of
23% in the volume of the ARN and of 25% in the total number of ARN
neurons, when compared Ic and Et rats.

3.3. Total number of immunoreactive ARN neurons

The total number of NPY-immunoreactive neurons in ARN was
significantly influenced by treatment (F, > =14.31, p <0.005). In
Wd rats, the total number of neurons that express NPY was 30%
higher than in Et and 15% higher than in Ic rats (Fig. 2B). There was
no influence of treatment on the total numbers of a-MSH- (Fig. 3B)
and TH-immunoreactive neurons in the ARN (Fig. 4B).

The total number of ERa-immunoreactive neurons in the ARN
was significantly influenced by treatment (F.12=4.64, p < 0.05).
Ethanol consumption induced an increase of 8% in the total
number of ARN neurons expressing ERa when compared with Ic
rats. There were no differences in the total number of these
neurons between Wd and Et or Ic rats (Fig. 5B).

4, Discussion

The present study provides new insights about the effects of
chronic ethanol consumption and long-term withdrawal on the
morphology and neurochemistry of the female ARN. Chronic
ethanol consumption reduced energy intake and increased the
total number of ARN neurons expressing ERa, but induced no
changes in the morphology of the ARN or in the total number of
NPY-, a-MSH- and TH-immunoreactive neurons. Contrariwise,
long-term withdrawal induced neuronal and volume loss in the
ARN and increased the total number of neurons expressing NPY.
Present data is in accordance with ours (Assuncdo et al., 2007;
Carneiro et al., 2008; Silva et al., 2009) and with other previous
studies (Kachani et al., 2008; Lieber, 1991; Thiele et al., 2003) as
they show that chronic ethanol consumption reduces energy
intake from food that is reverted upon withdrawal. Et rats had a
total caloric intake equal to that of Ic rats while consuming less
calories from food, which was available ad libitum, because the
remaining calories were provided by ethanol. However, Et rats
show lower body weights than Wd rats because the calories
provide by ethanol are “empty” due to the lack of essential
nutrients such as protein, lipids, vitamins and trace elements
(Kachani et al, 2008; Lieber, 1991). Upon withdrawal, the
contribution of empty calories from ethanol is replaced with
calories from food, thus promoting a significant increase in body
weight.

The results of this study show, for the first time and by using
stereological methods, that heavy chronic ethanol consumption
induces no structural damage in the ARN, namely in the total
number of neurons nor in the volume. Previous studies that used
the same experimental method in male rats have shown decreased
volume and neuronal number in other areas of the CNS, such as the
hippocampal formation and the medial septum/vertical limb of the
diagonal band of Broca (Cadete-Leite et al., 2003; Paula-Barbosa
et al, 1993). The divergences between these studies and the
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present one could be ascribed to the sex of the animals or to brain
region studied, which may present different susceptibility to the
neurotoxicological effects of ethanol. In accordance with present
results in the ARN, it was shown that chronic ethanol consumption
has no effect on the suprachiasmatic nucleus (Madeira et al., 1997),
which was associated with the known resistance of its neurons to
kainic acid or glutamate (Ding et al., 1994; Meijer et al., 1993;
Peterson and Moore, 1980). In fact, there is compelling evidence
that ethanol-induced deleterious effects are mediated by neuronal
excitotoxicity (De Witte, 2004; Lovinger, 1993) and that NPY and
a-MSH are potent neuroprotective agents against excitotoxicity
(Baraban, 2004; Forslin Aronsson et al., 2007; Olney et al., 2014).
Since the ARN expresses abundantly both NPY and «-MSH, the
absence of ethanol-induced neuronal loss in the ARN might be due
to the protective effects of these peptides.

Our data also show that ethanol consumption has no effects on
the expression of NPY and «-MSH in the ARN. They also show that
the ratio NPY/a-MSH expressing neurons in the ARN was
equivalent to the ratio reported in animals with low estradiol
levels (Cyr et al., 2013; Morton et al., 2006). To our knowledge, this
is the first time that the effects of ethanol consumption in the
expression of ERx in the ARN of female rats were evaluated. The
results show that chronic ethanol consumption induces a small,
but significant increase in the total number of ARN neurons that
express ERa. It was previously shown that the expression of ERa in
the ARN is increased when the circulating estradiol is at basal
levels (Funabashi et al., 2000; Yamada et al., 2009). In addition,
ethanol consumption was shown to induce lengthening of the
estrous cycle (Emanuele et al., 2001; Sanchis et al., 1985). Our
results are in agreement with these findings as they show an
increase in ERa expression in the Et group. Indeed, in our study rats
were selected at random stages of the estrous cycle and,
consequently, there is a high probability of a given rat to be
studied at a stage of the estrous cycle with low estradiol levels.
Ethanol consumption had no effect on the total number of TH-
immunoreactive neurons, suggesting that the expression of
dopamine in the ARN was not affected by long-term ethanol
consumption, since TH is the rate-limiting enzyme of the
dopamine catabolic pathway. It has been shown that ethanol
increases dopamine release in regions involved in reward and
addiction (Kim et al., 1997; Rasmussen et al., 2001). It is therefore
possible that the lack of changes in the total number of TH-
immunoreactive neurons found in our study may be related with
the main role of dopamine in the ARN that is the inhibition in
prolactin secretion by the pituitary gland (Freeman et al., 2000;
Grattan and Kokay, 2008) and not with reward/addiction path-
ways. Furthermore, the fact that present results show no changes
in the total number of TH-immunoreactive neurons in the ARN of
Et and Wd rat does not exclude the possibility that the levels of TH
may be altered.

Ethanol withdrawal is well known for the mitigation of ethanol-
related diseases. However, the present study, as well as others,
(Cadete-Leite et al., 2003; Paula-Barbosa et al., 1993; Pereira et al.,
2014) gives support to the notion that protracted withdrawal upon
chronic ethanol consumption has deleterious effects within the
CNS. Indeed, the present data show that withdrawal reduced the
volume and total neuron numbers in the ARN, suggesting that the
withdrawal-induced structural damage could be a consequence of
increased excitotoxicity (Bison and Crews, 2003; Ehlers et al.,
1998). It was previously reported that there is a decrease in NPY
levels in the ARN during the first 24 h of withdrawal, which is
completely reversed one-week later (Bison and Crews, 2003;
Ehlers et al., 1998). Our results further extend these observations
by showing that, upon 2 months of withdrawal, there is actually an
increase in the total number of NPY neurons in the ARN. The effect
of long-term withdrawal in NPY expression was also shown in
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other brain areas, strengthening the idea that an increase in NPY
expression could be an adaptive mechanism to the increased
excitotoxicity, protecting against neuronal damage (Baraban,
2004; Bison and Crews, 2003; Malva et al., 2012; Pereira et al.,
2016). Contrariwise, and since it is well-known that increased
feeding behavior affects NPY expression in the ARN, the increased
body weight seen in Wd rats could be an alternative explanation to
the increased NPY expression seen in that group. It is also plausible
that the increased body weight of Wd rats could be related to
changes in peripheral appetite-regulating peptides such as leptin.
Despite the recognition that leptin has a relevant role in feeding
behavior, most of the available studies have focused on the link
between leptin levels and alcohol craving during withdrawal
(Kiefer et al., 2001; Wurst et al., 2003). In addition, studies in
humans have shown different results for acute alcohol withdrawal
plasma leptin levels, being either high (Kiefer et al., 2001) or
normal (Wurst et al.,, 2003).

It was expected that this effect would be accompanied by
changes in «-MSH expression, namely a decrease of its expression
in the ARN. However, our results show that withdrawal is not
associated with an increase in the total number of «-MSH-
immunoreactive neurons. Therefore, it is possible that withdrawal
might trigger a new NPY/a-MSH balance and that the lack of
changes in the number of a-MSH-immunoreactive neurons may
be the response to the new counter-regulatory effect of NPY on
a-MSH. Similar to what happened in Et rats, we did not find
changes in the total number of TH-immunoreactive neurons,
suggesting that after long-term withdrawal dopamine levels may
return to basal values in the ARN.

In conclusion, the present study shows that chronic ethanol
consumption has no effect in the morphology or in the
neurochemistry of the ARN of female rats, namely in the number
of NPY, a-MSH and TH expressing neurons. The absence of effects
of chronic ethanol consumption and of isocaloric food intake on
the ratio of NPY/a-MSH expression in ARN, contributes to the
notion of an overlapping feeding and ethanol consumption
regulatory pathways. Contrariwise, long-term withdrawal leads
to marked changes in the ARN structure and neurochemistry, such
as neuronal and volume loss, and increased NPY expression. As in
other brain areas, the deleterious effects of withdrawal in the ARN
deserve further investigation.
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Nos trabalhos constantes na presente tese, pretendeu-se avaliar de que forma a
regulacdo do consumo alimentar centrada no ARN (1) ¢ influenciada por estimulos
hormonais e (2) € sensivel a exposi¢ao prolongada a uma neurotoxina.

O primeiro trabalho foi executado no sentido de se avaliar a ocorréncia de alteracdes
induzidas pelo estradiol na expressao de neuropeptideos do ARN que estdao envolvidos na
regulagao do consumo e qual a sua repercussdao no comportamento alimentar de fémeas
Wistar. Com efeito, o estradiol induz a redugdo da ingestao alimentar, bem como a alteragdes
reciprocas na expressao de peptideos do ARN, especificamente na expressao de NPY e de

o-MSH, ambos neuropeptideos associados a regulagdo do comportamento alimentar.

Os resultados dos estudos que deram origem ao primeiro trabalho que compde esta
tese corroboram estudos anteriores, ao mostrar que, apos a ovariectomia, as fémeas ingerem
maior quantidade de comida e apresentam um acentuado ganho de peso corporal (Asarian e
Geary, 2002, 2006; Silva et al., 2010; Eckel, 2011). A reposicao de estradiol induz a redugao
da quantidade de comida ingerida e a normalizagdo do ganho de peso corporal. Estas
alteragdes sao consequéncia da influéncia do estradiol na inibi¢do da expressao de peptideos
orexigénios € na estimulagdo da expressao de peptideos anorexigénios no ARN (Leibowitz
et al., 1998; Hirosawa et al., 2008; Silva et al., 2010; Eckel, 2011). Com efeito, os resultados
obtidos neste estudo demonstram, pela primeira vez por métodos estereologicos, que o
estradiol induz, em simultaneo, a diminuicao da sintese proteica de NPY e o aumento da
sintese proteica de a-MSH. Estes dados confirmam e estendem estudos anteriores relativos
a sintese de acido ribonucleico mensageiro (mRNA) do NPY e do POMC no ARN (Bauer-
Dantoin, et al., 1992; Medina et al., 1998; Clegg et al., 2007; Hirosawa et al., 2008; Santollo
e Eckel, 2008; Silva et al., 2010) e a existéncia de flutuacdes, determinadas por técnicas de

radioimunoensaio, nos niveis do NPY e do a-MSH em resposta aos niveis de estradiol
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circulante (Leibowitz et al., 1998; Medina et al., 1998). No presente estudo, os animais
foram injetados com colquicina antes da Gltima administragao de EB, que permitiu bloquear
o transporte intracelular dos neuropeptideos. Desta forma, pode-se afirmar que as alteragdes
observadas estao relacionadas com a inibi¢cdo da sintese de NPY ou com a estimulacao da
sintese de a-MSH e ndo com alteragdes na libertagao dos neuropeptideos ou com a sintese
dos seus mRNAs respetivos. Assim, os dados ddo suporte a existéncia de um efeito
anorexigénio do estradiol, uma vez que interfere na sintese de peptideos em neurénios do
ARN envolvidos no balango energético. Este trabalho, assim como trabalhos anteriores
(Morton et al., 2006; Kojima et al., 2010; Larco et al., 2012; Cyr et al., 2013), aponta para
uma regulacdo reciproca destes peptideos, uma vez que o somatorio dos neuroénios de ambas
as populacdes ¢ igual nos dois estados fisioldgicos. Porém, permanece por esclarecer se a
populagdo neuronal que expressa NPY também expressa a-MSH e se os dois peptideos sdo
expressos em simultaneo ou alternadamente.

O NPY modula diretamente a expressao do a-MSH no ARN, inibindo a conversao
do POMC, por reducdo da acao da convertase PC2 (Morton et al., 2006; Cyr et al., 2013).
Estas evidéncias sugerem a existéncia de uma interacao direta e ciclica entre estes peptideos,
no sentido de que o aumento da sintese de um inibe a sintese do outro, quer nos mesmos,
quer em neuronios diferentes, de forma a direcionar a ingestao alimentar e o gasto energético.
A acdo do estradiol no comportamento alimentar ¢ mediada pelo ERa que € abundantemente
expresso no ARN (Chakraborty et al., 2003, 2008), havendo coexpressao com o NPY e com
0 POMC (Sar et al., 1990; Geary et al., 2001; Roesch, 2006; Hirosawa et al., 2008). Esta
interacao sugere a existéncia de uma acao direta do estradiol, por ativagdo do ERa do ARN,
na inibi¢do da expressdo do NPY e aumento da expressio de a-MSH. Desta forma, as

flutuagdes ciclicas de estradiol nas fémeas parecem promover um reajuste na interacao direta
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do NPY/a-MSH, fazendo variar o seu sentido para o predominio da a¢do anorexigénia nas
fases em que os niveis de estradiol sao elevados.

Uma outra hormona periférica candidata a mediacao do efeito anorexigénio ¢ a
leptina, hormona supressora do apetite, que tem especial agdo no ARN (Satoh et al., 1997),
onde seus recetores Ob-R sdo coexpressos com o NPY e com o POMC (Baskin ef al., 1998;
Cowley et al., 2001; Munzberg et al., 2003; Caron et al., 2010; Shi et al., 2010; Gamber et
al., 2012). De facto, hé evidéncia de que o efeito anorexigénio da leptina ocorre por inibi¢ao
da expressdao do NPY e por estimulagdo da expressao do POMC no ARN (Cone et al., 2001;
Higuchi et al., 2005; Hirosawa et al., 2008; Wang et al., 2008). Sabe-se ainda que o estradiol
ndo exerce acao sobre a expressao da leptina, mas € capaz de induzir a expressao dos
recetores Ob-R no ARN (Sandoval et al., 2008; Shi et al., 2010; Larco et al., 2012), que sao
coexpressos com os ERa (Diano et al., 1998; Siawrys et al., 2009). Estas evidéncias sugerem
que o efeito inibitério do estradiol na ingestdo de alimentos pode ocorrer por um mecanismo
de regulacdo direto, sobre o NPY e o a-MSH, ou por um mecanismo indireto, através da
regulacdo da leptina, mediados ambos pela ativacdo do ERa (Hirosawa et al., 2008). A
hipotese sugerida por Hirosawa e colaboradores (2008) aponta para uma regulagdo reciproca
destes neuropeptideos, resultando no ajuste do consumo as necessidades caloricas advindas

das diferentes respostas fisiologicas ao longo do ciclo éstrico.

O principal objetivo do segundo trabalho desta tese foi o de avaliar o efeito do
consumo crénico do etanol e da sua abstinéncia na morfologia e neuroquimica do ARN e a
sua relagdo com o comportamento alimentar. E mostrou-se que a exposigao cronica ao etanol
interfere na ingestdo alimentar e no gasto energético, através de mecanismos diferentes
daqueles que sao induzidos pelo estradiol. Intrigante foi verificar que a retirada do etanol foi

mais severa para o ARN do que o seu consumo per se, evidenciando a maior suscetibilidade
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das fémeas a abstinéncia do que ao consumo de etanol. Os resultados obtidos que mostram
que o consumo croénico de etanol afeta o comportamento alimentar e o ganho de peso destes
animais esta de acordo com estudos anteriores (Patterson-Buckendahl ez al., 2005; Suter,
2005; Silva et al., 2009). Em concordancia com a literatura (Silva et al., 2009), os animais
tratados com etanol apresentaram um aumento no aporte energético, mas também um menor
ganho de peso, comparativamente aos animais controlo. No entanto, estas variagdes nao
parecem estar relacionadas com as alteragdes morfoldgicas e funcionais verificadas no ARN.
Apesar do consumo de etanol em baixas concentragdes estar associado ao aumento do desejo
de alimento (Konturek et al., 2004, 2005), o seu consumo cronico parece nao apresentar esse
mesmo efeito e contribui com parte das calorias aportadas pelo individuo. O élcool, por ser
uma substancia com alto valor caldrico (7,1 kcal/g) oferece um grande aporte energético,
substituindo as calorias obtidas do alimento solido. No entanto, as calorias providas pelo
etanol sdo vazias (Kachani et al, 2008), ou seja, ndo possuem nutrientes essenciais, tais
como proteinas, vitaminas e oligoelementos, comprometendo o ganho de peso corporal que
fica abaixo dos valores observados em animais controlo (Silva et al., 2009). Os resultados
obtidos sugerem que o aumento da energia aportada pelos animais tratados adveio das
calorias fornecidas pelo etanol que, sendo uma substancia toxica, a sua metabolizagdo ¢
prioritaria aos demais nutrientes (Kachani et al.,, 2008) e, por serem calorias vazias, nao
fornecem ao organismo os nutrientes essenciais para um ganho de peso ao dos ratos
controlos (Silva et al., 2009). Apo6s dois meses de abstinéncia do etanol, verificou-se o
esperado aumento da quantidade de alimento ingerido diariamente e do peso corporal para
valores semelhantes ao de animais controlo, o que estd em concordancia com trabalhos
anteriores (Silva ef al., 2009). As alteragdes observadas na ingestdao de alimentos e no ganho
de peso nao encontram suporte na expressao dos neuropeptideos que regulam a ingestao de

alimentos e o gasto energético no ARN.
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Os resultados deste trabalho mostram que o consumo cronico e elevado de etanol nao
induz alteragdes estruturais no ARN de fémeas, especificamente no namero total de
neur6énios € no volume do ARN. Estes resultados estdo em concordancia com estudos
prévios em outros nucleos hipotalamicos, como o PVN, apds o consumo de etanol nas
mesmas condigdes experimentais (Madeira et al, 1997; Silva et al., 2009). No entanto,
outros trabalhos realizados em ratos machos, utilizando a mesma metodologia,
demonstraram uma reducdo no nimero de neurénios e no volume de outras areas do SNC,
nomeadamente no prosencéfalo basal e na formagdo do hipocampo (Paula-Barbosa et al.,
1993; Cadete-Leite et al., 2003). Estas divergéncias podem ser explicadas pelo diferente
fenotipo nas respostas neuronais dessas areas do SNC ao etanol e/ou pela maior
suscetibilidade aos efeitos neurotoxicos do etanol exibida pelos machos (Madeira et al.,
1997; Wiren, 2013), demonstrando assim a existéncia de dimorfismo sexual nas respostas
ao consumo de alcool em algumas areas encefélicas.

Sabe-se que os efeitos deletérios do etanol ocorrem por excitotoxicidade neuronal
(Lovinger, 1993; De Witte, 2004) e que os peptideos NPY e a-MSH sdo considerados
potentes agentes neuroprotetores contra a excitotoxicidade (Baraban, 2004; Forslin
Aronsson et al., 2007; Zhang et al., 2013; Olney et al., 2014a). De facto, o NPY nao s6 reduz
a hiperexcitabilidade, por inibir a libertagdo excessiva do glutamato, como estd também
relacionado com a prevencao da morte celular por excitotoxicidade (Malva et al., 2012). O
a-MSH ¢ conhecido por aumentar a viabilidade dos neurénios do hipotdlamo apos a
exposicao aos efeitos excitotéxicos do acido cainico, bem como por apresentar um efeito
neuroprotetor na isquemia cerebral (Forslin Aronsson et al., 2006, 2007). Desta forma, os
presentes resultados parecem sugerir que a maior resisténcia do ARN aos efeitos deletérios
do etanol seja devida a expressdo destes peptideos que também induzem efeitos

neuroprotetores. Os resultados do presente estudo mostram que o nimero de neurdnios do
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ARN que expressam NPY e a-MSH nao foi afetado pela exposicdo ao etanol e ¢€,
curiosamente, semelhante ao registado nas fémeas ovariectomizadas nao suplementadas com
EB. Uma vez que o consumo de etanol afeta o ciclo éstrico (Sanchis et al., 1985; Emanuele
et al., 2001) prolongando as fases com baixos niveis de estradiol (Silva e Madeira, 2012) e
que os animais usados neste trabalho foram aleatoriamente selecionados nas diferentes fases
do ciclo éstrico, existe uma grande probabilidade de as fémeas estudadas estarem sob a
influéncia de baixos niveis de estradiol circulante. Estes resultados sugerem que o estradiol
pode exercer uma maior influéncia sobre a expressdo dos peptideos envolvidos no
comportamento alimentar do que o etanol, assim sendo, a expressao peptidica observada
neste estudo no ARN podera estar relacionada com os niveis séricos do estradiol.

Que tenhamos conhecimento, ¢ a primeira vez que se avalia o efeito do consumo
cronico de etanol na expressdo do ERa no ARN de ratos fémeas. Os resultados obtidos
mostram que o consumo de etanol afeta a expressao deste recetor, induzindo um pequeno,
mas significativo, aumento do niimero de neurénios ERa-imunorreativos no ARN. Estes
resultados estdo de acordo com o verificado em estudos anteriores no hipotdlamo de ratos
que mostram baixos niveis de estradiol induzem o aumento da expressdo de ERa (Lauber et
al., 1991; Yamada et al., 2009), corroborando a no¢do de que, neste estudo, as fémeas
estariam sob a influéncia de baixos niveis de estradiol circulante. Além do seu conhecido
papel na ingestao de alimentos (Geary et al., 2001; Roesch, 2006), este recetor esta também
envolvido na resposta ao stress, tendo sido observado o aumento da expressao do ERa no
hipotalamo e em outras adreas do SNC em animais sob stress e com baixos niveis de hormonas
ovarianas (Ruscio et al., 2009; Kercmar et al., 2014). Considerando que os neurdénios no
ARN coexpressam ERa tanto com o NPY como com o a-MSH, pode-se inferir que este
recetor no ARN pode desempenhar um papel relevante na a¢do exercida pelos referidos

neuropeptideos na resposta ao stress induzido pelo etanol. Desta forma, o ERa pode mediar

67



um possivel efeito neuroprotetor do estradiol através da ativagao do NPY e/ou do a-MSH
no ARN. Com efeito, estudos recentes demonstraram o efeito neuroprotetor do estradiol em
danos encefalicos causados por trauma, bem como pelo alcool (Firozan et al, 2014,
Khaksari ef al., 2015). O estradiol inibe o dano da barreira hematoencefalica apds o trauma
cerebral e previne a perda de células de Purkinje em animais tratados com etanol, ajudando
na sobrevivéncia neuronal e na neurogénese (Firozan et al, 2014; Khaksari et al., 2015).
Um outro estudo recente evidencia a mediagdo, pelo ERa, de mecanismos de neuroprote¢ao
do estradiol em lesdes da medula espinhal (Mosquera et al., 2014), sugerindo um papel do
estradiol, via a ativagdo do ERa, na resisténcia ao etanol observado no ARN, provavelmente

por ativagdo do NPY e/ou do a-MSH.

Neste estudo nao foi verificada qualquer alteragdo no nimero de neurdnios
imunorreativos @ TH, enzima que catalisa o primeiro passo na sintese da DA, quer apos o
consumo prolongado de etanol quer apds a sua abstinéncia, sugerindo que ambas as
condigdes parecem nao induzir alteracao na sintese desta monoamina. No entanto, sabe-se
que a DA participa em mecanismos de recompensa e de vicio, sendo um importante
neurotransmissor envolvido na ingestdo alimentar. O papel da DA no comportamento
alimentar esta relacionado com a regula¢do de mecanismos de recompensa, envolvendo a
via mesolimbica por meio de projecdes dopaminérgicas da VTA para areas limbicas, como
o NAc (Kim et al., 2010), que alcangcam nucleos hipotaldmicos envolvidos na ingestdo
alimentar, nomeadamente o0 ARN (Meguid et al., 2000; Morton et al., 2006; Kim et al.,
2010), e que estdo relacionadas com os mecanismos de recompensa e com os de controlo de
balango energético. Os resultados obtidos neste estudo indicam que a exposi¢do cronica ao
etanol e a sua abstinéncia ndo afetam a populagdo dopaminérgica do ARN. Possivelmente,

a sintese da DA no ARN estard envolvida em outras fungdes amplamente reconhecidas,
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como a inibicao da libertacao da prolactina pela hipofise (Leite et al.,, 2008) e a regulacao
da hormona libertadora da hormona luteinizante (Romero-Fernandez ef al., 2014). Assim, ¢
provavel que os mecanismos de recompensa e de vicio, desencadeados pelo consumo de
alcool, ndo tenham o ARN como um participante de relevo, ficando este papel a cargo de
outros nucleos hipotalamicos que também recebam projecdes do NAc (Meguid et al., 2000).
Contudo, os neurdnios dopaminérgicos no ARN parecem ser mediados pelo estradiol, uma
vez que coexpressam ERa (Hou et al., 2003; Leite et al., 2008). Sabe-se que o estradiol, via
a ativacdo de ERa, estimula a sintese da prolactina, uma agao oposta a exercida pela DA, e
regula a secrecdo da hormona luteinizante (Anderson ef al., 2008; Leite et al., 2008; Morel
et al., 2009; MohanKumar et al., 2011; Hou et al., 2013). Assim, parece que o papel
desempenhado pelo ERa em neurdnios dopaminérgicos do ARN esteja relacionado com a
libertacao da prolactina por inibicao da sintese de DA (Hou et al., 2003; Leite et al., 2008;
MohanKumar et al, 2011), sendo pouco provavel a sua participacdo na regulacdo do
comportamento alimentar. Existe ainda uma forte possibilidade de a hiperprolactinémia
induzida pelo etanol, descrita em estudos anteriores (Sarkar, 2010; Li ez al., 2011), ndo esteja
relacionada com a expressdo da DA no ARN, mas com a libertagdo da prolactina pela
hipofise.

A abstinéncia de alcool ¢ considerada como sendo crucial na recuperacao do
alcoolismo, uma vez que esta modificacdo de comportamento € capaz de, per se, atenuar os
danos causados pelo consumo cronico de etanol. Os individuos que sofrem de alcoolismo,
bem como as pessoas a eles diretamente relacionadas, encaram a abstinéncia como o remédio
de todos os males causados pela doenga. No entanto, o presente trabalho, assim como outros
publicados anteriormente versando outras areas do SNC (Paula-Barbosa et al., 1993; Cadete-
Leite et al., 2003; Pereira et al., 2014), mostram que o consumo crénico de etanol, mesmo

depois de um longo periodo de abstinéncia, induz alteracdes no SNC que poderdo ser
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irreversiveis. Particularmente no ARN, a abstinéncia de etanol ap6s o seu consumo crénico,
foi mais prejudicial do que o consumo de alcool, induzindo redug¢dao do volume do ARN e
do ntimero total dos seus neurénios. Estes danos estruturais podem ser consequéncia, em
grande parte, do stress causado pela abstinéncia de etanol (Alele e Devaud, 2013), sugerindo
que os mecanismos de neuroproteccao ativados pelo estradiol no ARN sdo diferentes, ou sao
ineficazes, nos animais abstinentes do que os desencadeados durante o consumo de etanol.
Esta hipotese parece estar de acordo com a diminuicdo do nimero de neurdnios ERa-
imunorreativos no ARN dos animais abstinentes observada no presente trabalho, o que
sugere uma menor capacidade adaptativa do organismo a abstinéncia do que ao consumo de
alcool per se.

Estudos prévios mostraram que a exposi¢ao ao etanol e a sua abstinéncia afetam a
expressao do NPY no SNC (Ehlers et al., 1998; Bison e Crews, 2003), induzindo a redugao
da expressao do NPY, nomeadamente no hipocampo e no cortex cerebral. No entanto, o
mesmo estudo demonstrou uma diminui¢do na expressao deste neuropeptideo no ARN nas
primeiras 72h de abstinéncia que foi completamente revertido uma semana depois (Bison e
Crews, 2003). Outros estudos demonstraram que a exposi¢ao de longa duragdo ao etanol ndo
afeta a expressdo do NPY no hipotalamo e no hipocampo, contudo, a abstinéncia prolongada
foi capaz de induzir um acentuado aumento da sua expressdo, tanto no hipotalamo como na
formacgao do hipocampo (Ehlers et al., 1998; Pereira et al., 2016). Os nossos dados estendem
estes resultados e mostram que apos dois meses de abstinéncia se verifica o aumento da
sintese de NPY no ARN, refor¢ando a ideia de que este peptideo esteja relacionado com
outras fungdes do ARN e ndo apenas com a regulacdo do comportamento alimentar. De
facto, foi j& demonstrado o envolvimento do NPY expresso no ARN em mecanismos de
resposta a situacoes de stress (Kim et al., 2005; Yoo et al., 2011; Yoon et al., 2013) e de

protecdo contra a excitoxicidade celular (Malva ef al., 2012). Desta forma, o aumento da
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expressao do NPY sugere que os danos estruturais causados no ARN podem ter sido
consequéncia de um aumento da excitotoxicidade induzida durante a abstinéncia de alcool,
que foi depois contido pelo subsequente aumento da expressao do peptideo.

Em consonéncia com os resultados do consumo de alimentos e da sintese de NPY
obtidos, seria expetavel uma diminuigao da expressao de a-MSH no ARN ap0ds a abstinéncia.
Estes dados parecem corroborar a nocao de que, apds a abstinéncia, o NPY do ARN
desempenha um papel determinante na neuroprotec¢do, podendo estar a ser expresso numa
outra populagdo neuronal que ndao tem envolvimento direto no controlo da ingestao
alimentar. Desta forma, durante a abstinéncia, pode haver o estabelecimento de um novo
equilibrio entre 0 NPY e o a-MSH, sendo a inalterada expressdo de a-MSH o resultado da
ativacdo de um novo mecanismo regulatério entre estes neuropeptideos, em que o NPY
participa em mais do que numa s6 fungdo. Por outro lado, os dados obtidos no presente
trabalho sugerem que o a-MSH poderd desempenhar um papel diferente numa situagao de
consumo de alcool ou durante a abstinéncia. De facto, durante o consumo de alcool, o a-
MSH parece ser responsavel pelo efeito ansiolitico e pela ativacdo de mecanismos
neuroprotetores em algumas 4reas encefilicas (Olney et al, 2014a, b); porém, na
abstinéncia, parece estar envolvido na modulagdo de efeitos opostos, tais como a ansiedade
e sintomas analogos aos da depressdo (Kokare et al., 2008; Olney ef al., 2014a). Além do
mais, os recetores MC apresentam diferentes agdes durante a exposicdo ao etanol, por
exemplo, a ativacdo do MC3R parece mediar o consumo compulsivo, enquanto a ativacao
do MCA4R parece diminuir a ingestdo voluntaria de alcool (Olney et al., 2014a, b; Shelkar et
al., 2015). Desta forma, os resultados obtidos parecem reforgar a ideia de que o aumento do
numero de neurénios NPY, bem como os niveis altos de neurénios que expressam o a-MSH
no ARN de fémeas abstinentes, podem fazer parte de diferentes mecanismos de acao

desencadeados pela abstinéncia ao etanol. Assim, ¢ possivel que haja um envolvimento do
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NPY na resposta ao stress, enquanto o o-MSH podera estar envolvido nos efeitos nocivos
da abstinéncia e, nesta nova dinamica, o efeito neuroprotetor do estradiol ser apenas

desencadeado tardiamente, nao sendo suficiente para evitar a neurodegeneracao.

Dos estudos englobados na presente tese, pode-se concluir que o estradiol afeta a
ingestdo de alimentos e o gasto energético, induzindo alteragdes na expressao de peptideos
do ARN envolvidos na regulagao do comportamento alimentar causando, por isso, um efeito
anorexigénio através da inibi¢ao da expressao do NPY e da estimulacao da expressao do a-
MSH. Além do mais, mostrou-se que o estradiol, por ativacdo do ERa, parece mediar a
regulacdo reciproca entre 0 NPY e o a-MSH no ARN, quer diretamente via ativa¢do do ERa

quer indiretamente através da acao da leptina.

Mostrou-se ainda que a ingestao de alimentos e o ganho de peso corporal dos animais
alcoolizados ndo difere dos animais controlo isocaléricos. Acresce que 0 consumo cronico
de alcool ndo afeta a estrutura do ARN nem a expressao nos seus neurénios NPY, a-MSH e
TH, mas afeta a expressao do ERa neste nucleo. Estes resultados sugerem que o consumo
elevado e prolongado de etanol ndo exerce efeito estimulante nem inibitorio no apetite, mas
reforga a ideia de haver uma sobreposi¢do das vias que controlam a ingestao de alimentos e
o consumo de alcool. Pelo contrario, a abstinéncia de etanol induziu alteragdes de natureza
estrutural e na expressdo do NPY no ARN. As diferentes respostas observadas neste estudo,
no consumo de etanol e na sua abstinéncia, provavelmente estdo relacionadas com
mecanismos neuroprotetores do estradiol mediados pelo ERa, sendo estes mais eficientes
durante o consumo do que na sua abstinéncia. Estes resultados sugerem a existéncia de
outros papéis exercidos pelo NPY, pelo a-MSH e pelo ERa no ARN, tais como a
neuroprotec¢do, corroborando o conceito de que o ARN poderd ter uma participagdo

preponderante na adaptacdo do individuo a novas condi¢des ambientais.
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Importante serd salientar que a abstinéncia de alcool, apds consumo prolongado,
causa mais danos ao ARN de fémeas do que o consumo de alcool per se, o que apoia a ideia
de maior suscetibilidade das fémeas aos efeitos deletérios que ocorrem durante a abstinéncia

de etanol.
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Baixos niveis séricos de estradiol induzem o aumento da sintese do NPY e a
diminui¢do da sintese do a-MSH em neuronios do ARN, induzindo o aumento da ingestao

de alimentos e a diminuicao do gasto energético, que se traduz no aumento do peso corporal.

O EB, pelo contrario, induz a diminui¢do da sintese do NPY o aumento da sintese do
a-MSH no ARN, diminuindo a ingestdo de alimentos e aumentando o gasto energético,

levando a perda de peso.

A flutuacdo do niimero de neurénios do ARN que expressam NPY e a-MSH parece
sugerir uma regulagdo reciproca direta entre estes dois neuropeptideos, que se traduz numa

adaptacao do controlo do consumo alimentar e do gasto energético.

O estradiol parece fazer o reajuste da regulagdo reciproca entre o NPY e o a-MSH
no ARN, de forma a sobrepor as variagdes no consumo de acordo com as diferentes respostas
fisiologicas desencadeadas nas diferentes fases do ciclo éstrico. Esta acdo poderd ser direta,
mediada pelo ERa, ou indireta por meio da modulagdo da expressdo de recetores de leptina

neste nucleo.

O consumo crénico de etanol fornece parte das calorias diarias necessarias ao
individuo, reduzindo a ingestdo de alimentos. Uma vez que o etanol tem calorias vazias, o
consumo de alimentos € insuficiente para os gastos energéticos do animal, levando a perda

de peso. Este comportamento ¢ revertido na abstinéncia.

75



O consumo croénico do etanol ndo induz alteragdes na morfologia nem na sintese de
NPY ou do o-MSH no ARN. Pelo contrario, o consumo cronico do etanol aumenta a
expressao de ERa no ARN. Estes resultados parecem indicar a participagao deste recetor e
dos neuropeptideos estudados na resposta ao stress, sugerindo a sua participagdo nos

mecanismos de neuroadaptacao.

A abstinéncia induz dano na morfologia do ARN, sugerindo que a retirada do etanol

¢ mais prejudicial para as fémeas do que a exposic¢ao a esta substancia.

O aumento da sintese de NPY e a auséncia de alteragdes na sintese de a-MSH no
ARN, apods a abstinéncia de etanol, relacionam-se com a normalizacdo do consumo de
alimento e fornece suporte para a ideia de que a regulacdo destes neuropeptideos muda nas
respostas do organismo a situacdes de stress, talvez devido a sua agcdo noutros mecanismos
de resposta ao stress. O elevado nlimero de neurdnios imunorreativos ao ERa verificado no
ARN das fémeas abstinentes corrobora a proposta de participagdo do estradiol nestes

mecanismos.

A auséncia de efeito do consumo do etanol e da sua abstinéncia sobre a populagdo de
neurdnios que expressam TH indica que, muito provavelmente, o ARN ndo faz parte das
vias dopaminérgicas de recompensa envolvidas no vicio e na dependéncia de drogas e na

ingestdo de alimentos.
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