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Summary

Changes in ethanol preference were investigated in golden
hamsters after pinealectomy (Px), sham operation and three
daily injections of melatonin {Mel) or vehicle. Experiment 1
was made with two groups of male hamsters: Px group and
sham operated group. Surgery was made after two weeks of
free choice two-bottle test with water (H,0) and ethanol
(ETOH). The two groups were followed-up during 4 weeks.
After surgery both groups of animals reduced ETOH intake
and increased H,O consumption, but only Px animals shif-
ted ETOH/H,0 ratio for three weeks. Experiment 2 was
carried out with three groups of male hamsters: Px animals
(4 weeks before free choice two-bottle test); intact animals +
Mel (25 ug) three times a day, and intact animals + vehicle
three times a day. The three groups were in the free-choice
two-bottle test and they were injected during two weeks.

The intact group + Mel increased intake of H,0 and by the
second week the ratio of preference of ETOH changed for
H,Q. The other two groups increased also H,O intake, but
they did not change the preference. It seems that pineal
gland plays an important role in ETOH preference in hams-
ters, probably not by a mechanism mediated by Mel itself but
by other product(s} of this gland. Mel injected three times a
day seems to produce a "'Px effect”. The same effects have
been reported in other glands after the exogenous adminis-
tration of its hormones.

Resumen

Se investigd la preferencia por el etanol (ETOH) o por el
agua, de los cricetos dorados después de practicarles la
pinealectomia {Px} o la falsa pinealectomia, y de administrar-
les tres inyecciones diarias de melatonina (MEL} o vehiculo.
Para investigar lo anterior se realizaron dos experimentos: en
el experimento 1 se utilizaron dos grupos de cricetos
machos: el primero se pinealectomizé y al otro se le sometié
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a cirugia sin quitarle la gldndula pineal. Ambos grupos habian
estado previamente en un esquema de libre preferencia de
etanol/agua (ETOH/H,0) y mostraban una marcada prefe-
rencia por el ETOH. Después de la cirugia se continué regis-
trando su consumo de una y otra sustancia, durante cuatro
semanas. Ambos grupos de animales redujeron la ingestion
de ETOH y aumentaron el consumo de H,0, pero tnicamen-
te se encontrd una diferencia significativa en los animales Px,
los cuales cambiaron su indice de preferencia por el agua
durante 2 semanas.

El experimente No. 2 se llevd a cabo en tres grupos de cri-
cetos machos, de los cuales un grupo se pinealectomizé cua-
tro semanas antes de la evaluacion de libre eleccion ETOH/
H,0. Los animales pinealectomizados y otro grupo de ani-
males intactos recibieron inyecciones de melatonina {25 pg
en cada inyeccion) tres veces al dia: a las 09:00, 12:00 y
15:00 hrs, durante una semana, mientras que un tercer gru-
po de animales intactos recibi6é Unicamente el vehiculo, por
medio del mismo esquema de administracion. Sélo en el gru-
po intacto + melatonina se encontrd que aumentara su con-
sumo de H,0 y que cambiara por agua su anterior preferencia
por ETOH.

Al parecer, la gldndula pineal juega un papel importante en
la modulacion de la ingestion de alcohol en el criceto y en
otros roedores, posiblemente por un mecanismo no mediado
directamente por la melatonina, sino por alguno de sus otros
productos. La inyeccién de melatonina tres veces al dia pro-
dujo un efecto similar a fa pinealectomia. Se ha reportado
este mismo efecto en otras glandulas después de la adminis-
tracion exdgena de la hormona que secretan.

Introduccion

Arvola y Forsander(1), informaron por vez primera
que el criceto dorado (Mesocricetus auratus) muestra
una pronunciada preferencia por las soluciones de eta-
nol (ETOH) cuando se presentan en un paradigma de
libre eleccion la solucién etilica y el agua (H,0), a dife-
rencia de otras especies(2,11).

En trabajos subsecuentes se ha indicado que la
hembra del criceto muestra menos preferencia por el
ETOH que el macho(18). Moss y cols(12,13) evalua-
ron la diferente sensibilidad al ETOH en uno y otro
género y los niveles de actividad de la deshidrogenasa
etilica, encontrando que las hembras toleraban mayo-
res niveles de ETOH plasmaético sin perder el reflejo de
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enderezamiento, y que la actividad de la enzima estaba
mas elevada que en los machos, y hasta cuatro veces
mas activa que en la rata de la cepa Fisher, la cual pre-
fiere el ETOH(5).

Cuando las ratas no prefieren la solucion etilica en
forma espontanea, ésta se les induce dejandolas en
oscuridad continua(6) —esta observacion se ha hecho
extensiva al criceto(8)— pero si se les administra
melatonina (MEL) bajo condiciones de luminosidad
12:12 (L-0), también se incrementa su ingestion de
alcohol (6).

Rieter y cols(15) informaron que la glandula pineal
juega un papel importante en la modulacién de la pre-
ferencia por el ETOH en el criceto dorado. Si estos ani-
males se mantienen en un ciclo de luz/oscuridad
14:10 y tienen acceso al ETOH y al H,0, eligen las
soluciones etilicas. Ademas, los animales cegados
mostraron una preferencia exagerada por el ETOH, la
cual se reduce tanto por la pinealectomia (Px) como
por la descentralizacién del ganglio cervical superior,
maniobra que provoca la disfuncién permanente de
esta glandula. Finalmente, los autores encontraron
que la administracién diaria de melatonina, mediante
inyecciones o implantes subcutdneos de capsulas, no
habia cambiado significativamente su preferencia.

Recientemente se ha reportado que la inyeccion dia-
ria de melatonina (25 pg/animal) da por resultado una
ligera reduccion de la ingestién de ETOH, probable-
mente en forma indirecta, debido a que se reduce tam-
bién el consumo total de liquido(17).

El presente estudio reevalGa los informes anteriores
sobre el efecto que tiene la pinealectomia y la adminis-
tracién de melatonina en la preferencia del criceto por
el alcohol. Por una parte se extirpé la glandula de los
animales que tenian una marcada preferencia por el
ETOH vy, por la otra, se les inyecté melatonina 3 veces
al dia. Este tipo de administracién repetida a lo largo
del fotoperiodo ha mostrado tener efectos evidentes
en el criceto sobre su fisiologfa reproductiva y su con-
sumo de liquido(16,17,20).

Método
Experimento No. 1

Se estudiaron dos grupos de cricetos machos (6
animales en cada uno) de 120 a 130 g. de peso, los
cuales fueron expuestos a un paradigma de libre elec-
cion entre ETOH al 10% v/v y H,0, dos semanas
antes de practicarles la cirugia. Un grupo fue pinealec-
tomizado y el otro falsamente operado. Ambos se
mantuvieron bajo el paradigma de eleccién antes men-
cionado, durante 4 semanas. Las condiciones de luz-
oscuridad fueron constantes (12:12 con inicio del
fotoperiodo a las 6:00 hrs) y la temperatura del cuarto
fluctud entre los 22 y los 24°C durante todo el tiempo
que durd el experimento. La cantidad de liquido con-
sumido en cada caja se midi6 diariamente a la misma
hora y se alterné la posicién de las botellas para evitar
que el lugar en donde se hubieran colocado determi-
nara su preferencia (19). No se colocéd un animal en
cada caja porque se ha demostrado que éstos son sus-

ceptibles al aislamiento y la soledad puede alterar
algunas de sus conductas.

Los valores se expresaron basdndose en la carntidad
de ETOH y H,0 gue consumian diariamente. Posterior-
mente se obtuvo un promedio semanal del consumo,
que se us6 para hacer el analisis estadistico. Finalmen-
te, se calcul6 el indice semanal de ETOH/H,0 que se
consumia en cada caja.

Experimento No. 2

Tres grupos de cricetos machos (n = 6}, de 120 a
130 g., fueron expuestos a ETOH al 10% y a H,0,
durante dos semanas, antes de aplicarles las inyeccio-
nes de melatonina o del vehiculo. Un grupo fue pinea-
lectomizado (Px) 4 semanas antes de tener su primer
contacto con el ETOH. El grupo Px y el de animales
intactos recibieron inyecciones tres veces al dia con
25 pg de melatonina s.c. en 0.5 mi de vehiculo. Las
inyecciones se aplicaron diariamente durante las horas
del fotoperiodo (09:00, 12:00 y 15:00). Al tercer
grupo de animales se le inyectd Unicamente el vehicu-
lo, el cual se preparé con etanol al 1% v/v en solucién
salina isotbnica. Estos Gltimos recibieron el vehiculo
en la misma forma en la que se les administrd la mela-
tonina a los otros grupos. El ciclo luz-oscuridad y la
temperatura fueron iguales que en el experimento 1.
Las mediciones se hicieron diariamente del mismo
modo que en el experimento anterior. Los resultados
se analizaron utilizando medidas de tendencia central
y andlisis de varianza.

Resultados
Experimento No. 1

Los resultados se presentan en la tabla 1. Ambos
grupos de animales preferian ETOH que H,0 basal-
mente una semana antes de la cirugia. Después del
procedimiento quirdrgico, el grupo Px redujo dramati-
camente su ingestion de ETOH y elevd la de agua, con
un cambio del indice de preferencia ETOH/H,0. Enla
figura 1 se muestra la preferencia del grupo Px antes
de someterlo a la cirugia, y 4 semanas después de
este procedimiento; la cuarta semana prefirié nueva-
mente ETOH. Los animales falsamente operados redu-
jeron su ingestién de ETCH y aumentaron su consumo
de H,0, aunque no cambiaron su preferencia. Dos
semanas después de la cirugia, los animales habian
recuperado totalmente su preferencia basal por el
ETOH.

Experimento No. 2

Durante la semana anterior a que se les inyectara,
los 3 grupos de cricetos mostraron claramente su ten-
dencia a ingerir la soluciéon etilica. Cuando se les
empezd a inyectar, el grupo de cricetos intactos
aumento su ingestién de H,0, sin modificar su inges-
tién de ETOH, mostrando un cambio moderado en su
indice de preferencia (tabla 2 y figura 2). El grupo Px
que recibié melatonina no cambié sus patrones de
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TABLA 1
Experimento No. 1
Cricetos con pinealectomia o falsamente operados
Promedio dia/animal/semana (X = DE)

Grupo Px Grupo “Falso”
{n=6) {n=6)

ETOH 10% H,0 indice ETOH 10% H,0 Indice
{A) 1347+ 2.4 3.6 £ 1.13 3.7 14.16 £ 3.4 1.6+18 8.8
(B) 5.3 + 3.01 132+ 1.4 0.4 100 = 1.7 58+24 1.72
{C) 58 24 13.7+ 43 0.4 140 =49 52+£22 2.69

Significancia:
A-B p <.005 A-B p <.005 A-B p <.01 A-B p <.005
A-C NS A-C p <.005 A-C N.S. A-C p <.005

(A} semana antes de cirugia; (B) 1a. semana después de cirugia y (C) 2a. semana después de cirugia.

FIGURA 1.- Efecto de la pinealectomia sobre la preferen-
cia entre etanol y agua en un esquema de libre eleccion (X =
E.E.}) n = 6. Nivel de significancia con respecto a la basal
correspondiente: * p < 0.005; ** p < 0.01; por pruebade T
pareada (ver texto).

FIGURA 2.- Efecto de la administracion de melatonina
sobre [a ingestacién de etanol y agua en los cricetos intactos
(X £ E.E.) n = 6. Nivel de significancia con respecto a la basal
correspondiente: * p < 0.025; ** p < 0.005 por prueba de
T pareada {ver texto).

ETOH 10 % [ ETOH 10% [
w0} 151 H0 [
151 J-
3 Z
Z 10/ 8109 %
% 5] é’ 51
SEMANA PREVIA 1“ 2“ ...3" 4' SEMAI.\IA ANTES -'..semana ;'semana
ALACIRUGIA  ——SEMANAS DESPUES DE CIRUGIA—— DE INYECCIONES INYECCIONES DE MELATONINA
{25 pg) 3 Veces al dia
TABLA 2
Experimento No.2
Cricetos con melantonina o vehiculo administrado tres veces al dia
Promedio dia/animal/semana caja (X £ DE)
Grupo Intacta Grupo Px Grupo Vehiculo
(n=6) (n=6) {n=6)
ETOH 10% H,0 Indice| ETOH 10% H,0 Indice | ETOH 10% H,0 Indice
(A) 10.2 £ 0.5 22 +£03 4.6 95 %43 4.7 £1.6 202 {13.8 £ 6.8 27 =13 5.1
(B} 10.6 + 4.02 6.4 £ 4.1 1.67112.7 £6.0 8.7 £34 1.4 12.7 £ 3.3 58 +2.2 2.1
(C) 12.6 + 3.8 13.0 £ 0.8 0.96 |14.58 £ 9.0 6.25 £ 1.3 2.3 17.2 £4.03 347 £28 4.9
Significancia:
A-B: N.S. A-B: p <.01 A-B: N.S. A-B: p <.01 A-B: N.S. A-B: p <.01
A-C: N.S. A-C: p <.005 A-C: N.S. A-C: NS. A-C: N.S. A-C: N.S.

(A) semana antes de la inyeccién; (B) 1a. semana de inyeccion y (C) 2a. semana de inyeccion.

i=indice

ingestién; aungque si aumenté su consumo total de
ambos liguidos, mantuvo su preferencia por el ETOH.
En el grupo de cricetos que recibié el vehiculo, los
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hallazgos fueron los mismos: aumento6 su consumo de
H,0 en forma similar al de los otros grupos, durante la
primera semana que recibieron las inyecciones.



Discusion

Se observo que la Px reduce la preferencia del crice-
to por el ETOH, lo que coincide con el informe anterior
de Reiter y cols(15). Este efecto no se mantiene por
mucho tiempo, lo cual indica que las alteraciones pro-
ducidas por esta manipulacién de los mecanismos que
intervienen en su preferencia por el alcohol no son
permanentes. Por otro lado, se encontré que sélo el
grupo de animales intactos que recibieron melatonina
tres veces al dia, modifico ligeramente su preferencia
de ETOH por H,0. Sin embargo, la cantidad total de
liguido consumido por los grupos gque recibieron mela-
tonina aumenté considerablemente, lo que sugiere
que se trata de un efecto dipsogénico inespecifico,
pues la administracién de melatonina no afecté la pre-
ferencia de los animales que fueron pinealectomiza-
dos antes del experimento. Probablemente en esta
especie se requiera de la integridad de la glandula
pineal para que pueda ejercer su efecto modulador
sobre su preferencia por el ETOH.

El incremento en la ingestion de ETOH en las ratas y
en los cricetcs mantenidos constantemente en la
oscuridad, dio origen a una especulaciéon interesante
respecto al funcionamiento pineal y su relacién con la
induccién a la ingestién de alcohol. Por un lado, la
oscuridad aumenta la actividad enzimatica de la N-ace-
tiltransferasa y de la hidroxi-indol-O-metil transferasa,
con el aumento concomitante de la conversion de
serotonina {5-HT) a melatonina via N-acetil serotoni-
na{4, 21). Por otro lado, se ha reportado que la admi-
nistracién de 5-hidroxitriptofano (5-HTP), precursor
de la sintesis de 5-HT, disminuye la preferencia de
algunos roedores por las soluciones etilicas. Esta
reduccion se ha atribuido a que aumentan en los nive-
les de 5-HT cerebral{7}); ademas, la administracion de
para-clorofenilalanina, droga que provoca la depiesion

de un gran porcentaje de 5-HT a nivel central, a veces
aumenta la ingestidn de alcohol{7). De este modo, si la
serotonina disminuye durante los periodos de oscuri-
dad, parece razonable que aumente la preferencia por
el ETOH.

Antdén-Tay y cols(3) encontraron que la administra-
cion intraperitoneal de melatonina en la rata aumentoé
mas la concentracién de la 5-HT cerebral en el cerebro
medio; este efecto fue notable después de una sola
inyeccion. Sin embargo, es posible que el grupo intac-
to haya experimentado algunos cambios en los niveles
de 5-HT cerebral después de la administracién crénica
de melatonina, pero como el efecto de la hormona en
los animales pinealectomizados no fue tan evidente,
pensamos que la glandula interviene por si misma en
la modificacion de la serotonina y otras indolaminas,
como el triptofol, después de la administracién de
melatonina.

Respecto al experimento No. 1, suponemos que la
pinealectomia modifica la concentracion de 5-HT en el
cerebro, aunque no tenemos pruebas de que sea asi,
pero la concentracién de 5-HT en la glandula pineal se
elevd méas que en cualquier otra area del cerebro u
6rgano analizado. Ademas, se observé una variacién
circadiana con la 5-HT en la gldndula pineal: durante la
fase luminosa su concentracién es de aproximada-
mente 0.5 nM(14) la cual cae dramaticamente du-
rante la noche, ya que se utiliza para la sintesis de la
melatonina(9,10). Respecto a los animales pinealecto-
mizados del primer experimento, suponemos que
debido a la disrupcién de la barrera hematoencefalica y
a la falta de reservorio pineal se presenta una sobrecar-
ga de 5-HT cerebral. Ei que los animales vuelvan a pre-
ferir las soluciones de ETOH podria deberse al reajuste
de dicha sobrecarga. Sin embargo, es necesario conti-
nuar investigando sobre este tema para poder evaluar
las especulaciones anteriores.
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