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3.3 (î Son endôgenos los ritmos de densidad de sitios de union de melatonina

en Tinca tinca?.................................................................................................... 143

4. EFECTOS DE LA LUZ Y LA TEMPERATURA EN LOS RECEPTORES DE 

MELATONINA EN LA RETINA Y TECHO ÔPTICO DE Tinca tinca.................... 145

4.1. Efecto de la luz.................................................................................................... 145

5.2. Efecto de la temperatura..................................................................................... 148

VI. CONCLUSIONES...................................................................................................... 153

VII. BIBLIOGRAFIA........................................................................................................ 156



I. INTRODUCClON



I. INTRODUCClÔN 2

1. LA TENCA: CARACTERISTICAS GENERALES DE LA ESPECIE. 
BIOLOGIA. FISIOLOGIA. USOS.

La tenca, Tinca tinca (Linnaeus, 1758), es un teleôsteo perteneciente al Orden 

Cipriniformes, Familia Ciprinidae y subfamilia Leuciscinae. Es una especie originaria de 

Europa que ha sido posteriormente introducida para su cultivo y pesca deportiva en cursos 

fluviales de otros continentes (Lukovicz y Proske, 1979). Présenta una amplia distribuciôn, 

habitando nos, lagos y estanques de Europa (a excepciôn de Escocia, Escandinavia central 

y septentrional, la Peninsula Balcénica meridional y suroccidental y Côrcega) y de Asia 

centroccidental. Puede colonizar estes habitats desde el nivel del mar hasta 2078 m en los 

Alpes y 1618 m en los Apeninos.

Su cuerpo es alargado y robuste y el pedünculo caudal corto y alto, presentando una 

aleta caudal grande, lo que le confiere una gran agilidad natatoria (Foto 1). La piel es 

mucosa con escamas cicloides muy pequehas. La coloraciôn varia desde verdosa a parda, 

dependiendo del habitat. Asi, el dorso y los fiances pueden ser pardo negruzcos, pardo 

verdosos o verdosos, con reflejos dorades sobre todo en los fiances. El vientre es 

amarillento o blanquecino con posibles reflejos rosados, anaranjados o rojizos. Las aletas 
son de color pardo negruzco, pardo verdoso, y mas raramente, pardo con reflejos rosados. 

Se conocen variedades con librea amarillo dorada y manchas negras o librea grisâcea y 

color habituai, pero con manchas blancas. Sus aletas no presentan radios espinosos. La 

boca es pequeha, terminal y protractil, con labiés gruesos que presentan un par de 

barbillones en sus comisuras. Los ojos son pequehos, con el iris rojizo o amarillento. Los 

apices de las aletas son redondeados. La aleta dorsal tiene entre 12 y 13 radios (4 indivises 

y 3-9 divididos) y la anal entre 9 y 12 (3-4 indivises y 6-8 divididos). La tenca présenta un 

claro dimorfismo sexual, siendo las aletas pelvianas de los machos mâs grandes que las de 
las hembras y con el primer radio tipicamente engrosado y un "callo" caracteristico en el 

punto de inserciôn (Foto 2). A partir de los 2 ahos, cuando los machos miden 

aproximadamente 12 cm, estas aletas ventrales Megan hasta el ano o lo superan 

ligeramente.

En Europa central la tenca alcanza la madurez sexual a los 2-3 ahos en el caso de 

los machos y a los 2 ô 3-4 ahos en el caso de la hembras, pero en Espaha las hembras 

pueden alcanzar la madurez al aho (Steffens, 1995). La reproducciôn de la tenca se 

produce en aguas con abondante vegetaciôn y a temperaturas de 19-20°C, teniendo lugar 

en Espaha, de forma general, entre primavera y verano (finales de mayo-finales de julio) 

(Pinillos et al., 2003), si bien depende de forma importante de la temperatura, pudiéndose
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Fotografia 1. Ejemplar adulto de tenca {Tinca tinca).

Fotografia 2. Dimorfismo sexual en la tenca. Aletas pelvianas de una hembra (arriba) y de 
un macho (abajo) adultos.

prolongar la reproducciôn a lo largo del mes de agosto, en veranos frescos. El limite 

superior de temperatura para la freza es 29 °C y el inferior 19-20 °C (Steffens, 1995). Las 
hembras ponen unos 200.000 huevos por kilo de peso en varies desoves (en general hay 3- 

4 puestas en cada estaciôn reproductora), separados unos de otros aproximadamente 2 
semanas, a lo largo de todo el periodo reproductor. El numéro de huevos depositados en
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cada estaciôn reproductora depende de varios factores, entre los que cabe destacar la 

temperatura del agua (Morawska, 1981), asi como el tamaho, la edad y la tasa de 

crecimiento de las hembras (Brylihska y cols, 1979; Pimpicka, 1981; Kubù y KounI, 1985). El 

tamaho de los huevos depende del tamaho de los progenitores (Brylihska y Dtugosz, 1978), 

aunque en general son pequehos (0,8-1 mm de diâmetro), verdosos y se depositan en 

grupos sobre plantas acuéticas o en el fondo del rio. Las larvas eclosionan al cabo de 2-8 
dias y miden 4-5 mm. La mortalidad en el primer aho en cultives extensivos es muy elevada 

(90%) debido a la gran depredaciôn a la que estan sometidos, tanto los huevos como las 

larvas (Horvath y cols, 1984).

En comparaciôn con otras especies de peces, la tenca tiene un crecimiento lento, 

tanto en libertad como en cultivo (Von Lukowicz y cols, 1986). Las tasas de crecimiento 

varian no sôlo dependiendo de la temperatura y la alimentaciôn, sino también del genotipo 

(Steffens, 1995). En general, en el primer verano, no llegan a los 10 g de peso, alcanzando

3-5 g, en promedio. En el segundo verano suelen pesar 30-100 g y entre 200-400 g en el 

tercer verano (Steffens, 1995). Aunque excepcionalmente puede vivir hasta 20 ahos y 

alcanzar 3,5-4 Kg de peso y 70 cm de longitud, es una especie de tamaho medio que suele 

medir entre 25 y 30 cm y pesar entre 600 g y 2 Kg, y no suele vivir mâs de 10 ahos.

Su hâbitat caracteristico son los fondos de estanques y ch areas de agua dulce con 

fondos blandos y temperaturas estivales elevadas (por encima de los 19-20°C) y con 

vegetaciôn abundante, aunque también estâ présente en algunos rios de curso lento, 

agregândose en pequehos grupos generalmente antes de la época de freza. Su dieta es 
omnivora, consistiendo sobre todo en algas macrôfitas, larvas de insectos acuâticos, 

pequehos moluscos gasterôpodos y bivalvos {Bithynia, Valvata y Pisidium). Al comienzo de 

la alimentaciôn exôgena (3-4 dias después de la eclosiôn, dependiendo de la temperatura) 

las larvas de tenca se nutren de protozoos y pequehos rotiferos {Brachionus calyciflorus y 

B. angularis) (Von Lukowicz y cols, 1986), si bien con el uso de Artemia nauplii como 

primera fuente de alimente se obtienen buenos resultados en términos de tasas de 

crecimiento y supervivencia (Wolnicki y Gôrny, 1995; Quirôs y Alvariho, 2000). 

Posteriormente se alimentan de rotiferos de mayor tamaho, como Asplanchna, y a las 2 

semanas de vida (1,1-1,2 cm) de pequehos cladôceros {Moina rectirostns y especies 

relacionadas). Al aumentar de tamaho las tencas se alimentan de ostrâcodos, cladôceros y 

copépodos de mayor tamaho, asi como de âcaros acuâticos y especialmente larvas de 

quironômidos.

La tenca se caracteriza por su alta resistencia a condiciones ambientales adversas, 

su elevada plasticidad ecolôgica y su notable resistencia trente a distintas enfermedades.
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Tiene una gran tolerancia a calidades del agua bajas y niveles de oxfgeno muy reducidos, 

siendo capaz de soportar périodes de hipoxia prolongados, especialmente a bajas 

temperaturas. Sin embargo, es una especie que muestra una alta sensibilidad al estrés y, 

en condiciones de cultivo controladas, a menudo deja de alimentarse como consecuencia 

de la introduccion de perturbaciones exogenas (Fleig y Gottschalk, 2001). En estas 

condiciones, la tasa de crecimiento de la tenca es muy baja (Wolnicki y Myszkowski, 1998).

El sistema de cultivo conocido como “tradicional” ha sido practicado en centroeuropa 

desde la Edad Media, y en Espaha desde el siglo XVI. Consiste en la estabulaciôn de 

individuos de ambos sexos en charcas de poca profundidad y con vegetaciôn. Se obtiene 

asi una mezcla de individuos adultos y juveniles de varios tamahos que deben ser 

separados manualmente. Los adultos pueden ser utilizados para la venta, mientras que los 
juveniles se trasiadan a otros estanques para continuar su crecimiento. Actualmente este 

sistema de cria aùn se practice en explotaciones ganaderas (charcas extensivas) en 

Extremadura (la provincia de Caceres es la mayor productora de tencas de Espaha) y de 

forma casi testimonial en Castilla y Leôn (Segovia y Salamanca). Dos de las charcas mâs 

famosas de Espaha, ubicadas en El Casar de Câceres (Câceres) y Brozas (Câceres), 

pertenecientes a la Mancomunidad de Municipios “Tajo-Salor”, no han modificado 

sustancialmente su sistema de cria tradicional desde su construcciôn hace mâs de très 

siglos. La ünica mejora que se ha introducido consiste en trasiadar los alevines producidos 
el aho desde las charcas de reproducciôn, que son mâs profundas y con abundante 

vegetaciôn, a charcas de menor profundidad y sin vegetaciôn. La pesca final se realiza a 

medida que las charcas se van secando, factor que détermina la estacionalidad del 

mercado, siendo la talla comercial de la tenca entre 80-150 gramos. La cria intensiva de 

juveniles de tenca bajo condiciones ambientales controladas o semicontroladas puede ser 

una alternativa importante a la producciôn tradicional de esta especie. Sin embargo, el lento 

crecimiento de las tencas alimentadas con pienso comercial détermina que los cultivos 

intensivos aùn sean insuficientes (Sierra et al., 1995; Jover et al., 1997; Wolnicki y 

Myszkowski, 1998), por lo que es conveniente la adiciôn de alimente vivo (por ejemplo 

Daphnia), lo que incrementa, tanto el crecimiento como la tasa de supervivencia de los 

peces juveniles en comparaciôn con las tencas que reciben ùnicamente el alimente seco 

(Quirôs y Alvariho, 2000; Wolnicki et al., 2003).

A pesar de tratarse de una especie de creciente interés comercial en Europa central 

e importante en la pesca deportiva en otras âreas continentales, los conocimientos sobre su 

biologia y los requerimientos para optimizar su producciôn son todavia muy limitados.
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2. MELATONINA.

2.1. SINTESIS Y DEGRADACIÔN.
La Melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) fue identificada por primera vez por 

Lerner y colaboradores (1959) en extractos de glândula pineal de bôvidos, denominéndose 

melatonina por su capacidad para agregar los melanôforos dérmicos de las larvas de los 

anuros.

Se sintetiza en el complejo pineal y en la retina de los vertebrados. En ambas 

estructuras, la sintesis diaria de esta neurohormona sigue un patron ritmico determinado 

principalmente por el ciclo luz/oscuridad, con una producciôn elevada durante la noche y 
val ores minimos durante el dia.

El Esquema 1 ilustra la ruta biosintética de melatonina, demostrada a partir de 

estudios realizados en la glândula pineal y en la retina. Intervienen cuatro enzimas, de las 

cuales las dos primeras son com unes a la sintesis de serotonina. Las etapas de la sintesis 

de la indolamina son;

• Captaciôn del triptofano por transporte activo desde el torrente circulatorio (Redburn y 

Mitchell, 1989).

• Conversion de! triptofano en 5-OHTrp, reacciôn catalizada por la enzima triptôfano 

hidroxilasa (TPH, EC. 1.14.16.4), oxidasa que requiere tetrahidrobiopterina como 

cofactor. Existen variaciones dia-noche de esta enzima en la glândula pineal de rata 

(Ehret et al., 1991; Besancon et al., 1996) y en la retina de Xenopus laevis (Cahill y 

Besharse, 1990; Valenciano, 1998), lo que le podria atribuir un cierto papel regulador en 

la ruta biosintética de melatonina.

• Descarboxilaciôn de! 5-OH-Triptôfano por la L-aminoâcido aromàtico descarboxilasa 

(AAAD, EC.4.1.1.28), produciendo serotonina.

• Acetilaciôn de la serotonina en su extremo N-terminal por la acciôn de la serotonina-N- 

acetiltransferasa, también conocida como arilalquilamina-N-acetiltransferasa (AA-NAT, 

EC.2.3.1.87). Esta etapa se considéra limitante de la sintesis de melatonina, habiéndose 

observado variaciones de la AA-NAT paralelas a las oscilaciones diarias de melatonina.

• Metilaciôn del grupo hidroxilo de la posiciôn 5 del anillo indôlico, reacciôn catalizada 

por la hidroxindol-O-metiltransferasa (HIOMT, EC.2.1.1.4). Esta enzima es exclusive de 

los tejidos productores de melatonina, y présenta un ritmo diario de muy baja o nula 

amplitud en la mayoria de las especies de vertebrados estudiadas.
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Esquema 1. Ruta de sintesis de melatonina. En las graficas de la derecha se représenta el 
perfil del ciclo diario de la actividad de las enzimas de la ruta y el contenido en melatonina.
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Numerosos estudios demuestran que esta ruta biosintética es comùn en la retina y 

en la glândula pineal (Wiechmann, 1986; Besharse et al., 1988). El tipo celular responsable 

de la sintesis de melatonina en la retina son las células fotorreceptoras, incluyendo conos y 

bastones, ùnicas células de la retina en las que se ha detectado inmunorreactividad para la 

HIOMT (Wiechmann et al., 1985). En aves, se ha localizado mRNA de la HIOMT en células 

fotorreceptoras (Wiechmann y Craft, 1993), habiéndose comprobado que la actividad 

AA-NAT se incrementa con manipulaciones que estimulan la proporciôn de fotorreceptores 

en cultivo (luvone et al., 1990). En la retina de Xenopus laevis se ha localizado la enzima 

TPH por hibridaciôn in situ ùnicamente en los fotorreceptores (Green et al., 1995).

En el complejo pineal la melatonina se sintetiza en una poblaciôn celular que ha 

experimentado una notable transformaciôn en la filogenia, son los pinealocitos 

fotorreceptores de los peces y anfibios, transformados en pinealocitos rudimentarios de los 

reptiles y aves, hasta diferenciarse en los pinealocitos secretores de melatonina de la 

glândula pineal de los mamîferos.

La importancia relativa de la retina y de la glândula pineal en la sintesis de 

melatonina varia dependiendo de las especies. Asi, la pinealectomia reduce la melatonina 

circulante en el polio (Cogburn et al., 1987; McGoogan y Cassone, 1999), la codomiz 

(Underwood, 1994) y la rata (Warren et al., 1993). Sin embargo, en otras especies la 

contribuciôn de la melatonina ocular a la total circulante puede llegar a ser muy importante 

(Yu et al., 1981b; Underwood et al., 1984; Rang et al., 1987; Delgado y Vivien-Roels, 1989). 

En Xenopus laevis se ha demostrado que la desacetilasa intraocular metaboliza de forma 
râpida la melatonina producida, por lo que la cantidad de indolamina que llega a liberarse a 

la circulaciôn sanguinea es muy reducida (Cahill y Besharse, 1989). De forma general 

podemos afirmar que la melatonina circulante de origen ocular es reducida en los 

mamiferos, no siendo asi en aves o en anfibios, donde la retina représenta una fuente 

mayoritaria de la melatonina plasmâtica.

Debido a que la melatonina es una molécula muy lipôfila, capaz de atravesar 

fâcilmente las membranas plasmâticas, no se almacena en grânulos para su posterior 

secreciôn, sino que es liberada a la circulaciôn inmediatamente después de su formaciôn 

desde los ôrganos productores (Redburn y Mitchell, 1989). Esta hipôtesis estâ corroborada 

por el alto coeficiente de permeabilidad de la melatonina, cuyo paso a través del epitelio 

pigmentado se realiza por difusiôn simple (Pautler y Hall, 1987).

La melatonina, por otro lado, es metabolizada siguiendo distintas vias, la melatonina 

periférica es catabolizada principalmente en el higado, donde sufre una hidroxilaciôn en la 

posiciôn 6 del anillo indôlico, asi como una posterior conjugaciôn con grupos sulfato o âcido



I. INTRODUCClÔN 9

glucurônico, aumentando asi su solubilidad en un medio acuoso. Estos compuestos se 

excretan por la orina de forma râpida (Reiter, 1984; Arendt, 1985), estimândose su vida 

media en el plasma de los mamiferos de unos 20 minutos (Gibbs y Vriend, 1981).

La degradaciôn intraocular e intrapineal de la melatonina ha sido descrita en varias 
especies de vertebrados (Cahill y Besharse, 1989; Grace et al., 1989; Nowak, 1990). Se 

lleva a cabo mediante varias etapas sucesivas (Esquema 2) que incluyen una 

desacetilaciôn de la indolamina mediante la acciôn de la arilacilamidasa (aril-acilamina 

amidohidrolasa, E.C. 2.5.2.13) rindiendo 5-metoxitriptamina, sustrato de la monoamina 

oxidasa (MAO), que cataliza una desaminadôn oxidativa de esta molécula. El producto 

résultante (5-metoxindolacetaldehido) puede sufrir alternativamente una oxidaciôn o una 

reducciôn, originândose âcido 5-metoxindolacético o 5-metoxitriptofol, respectivamente, 

metabolitos finales de la degradaciôn intraocular de la melatonina.

2.2. REGULACIÔN AMBIENTAL DE LA SINTESIS DE MELATONINA.
2.2.1. EFECTO DE LA LUZ.

El fotoperiodo es el principal factor regulador de la sintesis ritmica diaria de 

melatonina. Numerosos estudios indican que el incremento nocturno, tanto de actividad AA- 

NAT como de la propia indolamina, se debe a la exposiciôn a la oscuridad en el fotociclo 

diario, siendo el numéro de horas de oscuridad déterminante en la duraciôn del incremento 

nocturno de melatonina. Estudios in vitro realizados por Falcôn y colaboradores (2001) 

demuestran en la glândula pineal de los peces, que la luz es la sehal que produce el 

descenso de la actividad AA-NAT, probablemente mediante la activaciôn de mécanismes de 

degradaciôn de la enzima, que parecen estar muy conservados en la filogenia.

En la glândula pineal de algunos vertebrados, entre los que se encuentran algunas 

especies de peces, como Lampetra japonica (Samejima et al., 2000), Esox lucius (Coon et 

al., 1998) y Carassius auratus (ligo et al., 1991), se ha comprobado la existencia de un 

oscilador intrapineal capaz de generar ritmos endôgenos de secreciôn de melatonina, que 

mantienen su ritmicidad en condiciones de oscuridad constante. Esta ritmicidad endôgena 

no existe en la pineal de especies muy prôximas, como por ejemplo Oncorhynchus mykiss 

(Coon et al., 1998) y Salmo salar (Randall et al., 1995), en las que el ritmo diario de 

melatonina no es endôgeno, sino que la oscilaciôn estâ determinada por la exposiciôn al 

ciclo luz/oscuridad.
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La regulaciôn por la luz de la sintesis de melatonina ha sido estudiada en 

profundidad en la retina de polio, donde se ha propuesto el modelo que se resume en el 

Esquema 3 (luvone y Alonso-Gômez, 1997). Segùn este modelo, la luz actuaria sobre el 

ritmo diario de dos modos, bien por supresiôn aguda de la actividad AA-NAT, o bien por 
ajuste del reloj endôgeno (Cahill et al., 1991). Los fotorreceptores se encuentran 

despolarizados en oscuridad y se hiperpolarizan como respuesta a la luz. Niveles elevados 

de potasio en el medio de cultivo despolarizan el receptor mimetizando el efecto de la 

oscuridad y estimulan la actividad AA-NAT por un mecanismo dependiente de calcio 
(Avendano et al., 1990). En este sentido, concentraciones despolarizantes de potasio 

provocan la apertura de los canales de calcio dependientes de voltaje (Gleason et al.,

1992), lo que se traduce en un incremento sostenido de la concentraciôn de calcio en el 

segmente interno del fotorreceptor. La elevaciôn del contenido de calcio tiene como 
consecuencia la activaciôn de una adenilato ciclasa dependiente de calmodulina 

(Alonso-Gômez e luvone, 1995a; luvone y Alonso-Gômez, 1995), que a su vez incrementa 

los niveles de AMPc, el cual, a través de la proteina kinasa A (PKA) induce fenômenos de 
fosforilaciôn que estimulan la actividad AA-NAT mediante un mecanismo postranscripcional 
(Alonso-Gômez e luvone, 1995b). Por tanto, la luz, al hiperpolarizar el fotorreceptor, es la 

encargada de finalizar la senal, provocando el consecuente ci erre de los canales de calcio. 

Algunos autores apuntan a una posible implicaciôn de la actividad TPH en la regulaciôn por 

la luz de la sintesis de melatonina (Cahill y Besharse, 1990; Valenciano, 1998).

En los peces se dispone de mucha menos informaciôn que en las aves, con 

respecte a la regulaciôn de la sintesis de melatonina ocular producida por la luz. Se sabe 

que en algunas especies de peces, como en el pez cebra {Danio rerio, Cahill, 1996), o en el 

lâbrido Halichoeres tenuispinnis (ligo et al., 2003a), la retina, al igual que la pineal, también 

présenta osciladores circadianos, si bien este no indica que el “reloj maestro” se localice en 

este tejido, habiéndose demostrado la expresiôn de los genes reloj en el cerebro 

{Oncorhynchus mykiss, Mazurais et al., 2000). Por el contrario, en otras especies de 

teleôsteos, como la tenca (Guijarro, 2004) y la trucha arcoiris {Oncorhynchus mykiss, Coon 

et al., 1998), no existe dicha ritmicidad endôgena en la sintesis de melatonina y actividad 

AA-NAT, anulandose la ritmicidad dia/noche cuando los peces se someten a condiciones de 

oscuridad constante. De forma excepcional se han descrito htm os invertidos en la 

producciôn diaria ocular de melatonina en la lubina {Dicentrarchus labrax), cuya retina 

sintetiza cantidades elevadas de melatonina durante el dia y muy bajas durante la noche 

(ligo et al., 1997a; Sânchez-Vàzquez et al., 1997; Bayarri et al, 2003).
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2.2.2. EFECTO DE LA TEMPERATURA.
La temperatura es un factor de importancia clave en la regulaciôn de la sintesis de 

melatonina, especialmente en los vertebrados poiquilotermos, que son capaces de 

modificar diversas funciones fisiolôgicas, adaptàndose a los cambios de temperatura 

ambiental. Estudios pioneros realizados por Vivien-Roels y colaboradores demostraron el 

papal clave de la temperatura en la sintesis de melatonina en la pineal de reptiles, 

dependiendo de dicho factor ambiental, la amplitud del pico nocturno de melatonina 

circulante (Vivien-Roels et al., 1979). En la regulaciôn ambiental de la producciôn de 

melatonina existe un control dual por parte del fotoperiodo y de la temperatura: la extensiôn 

de la fase oscura del fotociclo diario détermina la duraciôn de los elevados niveles 

nocturnes de la indolamina, mientras que la amplitud del pico nocturno depende de la 

temperatura. Este patrôn de regulaciôn, propuesto inicialmente para los reptiles, se ha 
corroborado posteriormente en otros grupos de poiquilotermos, como los anfibios (Delgado 

y Vivien-Roels, 1989) en los que existe una évidente correlaciôn entre la temperatura 

ambiental y el incremento nocturno de melatonina, llegândose a anular el ritmo diario de 

indolamina ocular a las temperaturas bajas propias del inviemo, tanto en ranas expuestas a 

condiciones ambientales naturales (Delgado et al., 1993), como en condiciones de cultivo In 

vitro de copas ôpticas (Valenciano et al., 1997).

Esta regulaciôn térmica de la sintesis de melatonina en poiquilotermos muestra una 
notable conservaciôn filogenética, habiéndose observado respuestas similares en la pineal 

de varias especies de peces como la trucha arcoiris {Oncorhynchus mykiss, Thibault et al.,

1993), el lucio {Esox lucius, Falcôn et al., 1996a) y la lamprea {Lampetra japonica, 

Samejima et al., 2000). En la tenca, dates recientes de nuestro equipo de investigaciôn 

confirman, para la melatonina ocular, el patrôn de regulaciôn propuesto: a temperaturas 

bajas desaparece el ritmo dia/noche en el contenido ocular de melatonina, tanto en 

condiciones naturales como en expérimentes de aciimataciôn en el laboratorio (Guijarro, 

2004). Ademés, esta acciôn reguladora de la temperatura se establece sobre la amplitud del 
ritmo de la actividad AA-NAT, que se anula a baja temperatura, desapareciendo el ritmo 

dia/noche de actividad enzimatica, si bien se mantienen niveles elevados de la enzima a lo 

largo de las 24 h, que no se traducen en una mayor producciôn de melatonina. Estos 

resultados, coinciden con los descritos para otras especies de poiquilotermos, como Rana 

perezi (Delgado et al., 1993), en la que se ha demostrado que la enzima AA-NAT ocular 

muestra una elevada sensibilidad térmica (Alonso-Gômez et al., 1992b) y, aunque la 

reducciôn de la temperatura produce un incremento en la cantidad de enzima ocular, 

también conlleva una pérdida significativa de su eficacia catalitica, justificando la falta de
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correlaciôn entre altos niveles de actividad AA-NAT y una reducida producciôn de 

melatonina a temperatura baja, tanto en la rana (Delgado et al., 1993), como en la tenca 

(Guijarro, 2004). Esta interesante estrategia se interpréta como una adaptaciôn 

caracteristica de la ectotermia dirigida a conseguir una compensaciôn trente a la falta de 
regulaciôn térmica en estos animales, y permite utilizer a la melatonina como senal capaz 

de transducir, no sôlo la informaciôn luminosa, sino también la informaciôn térmica 

ambiental para sincronizar los cambios estacionales con distintas funciones periôdicas en 

estos vertebrados (Delgado et al., 2004).

2.3. REGULACIÔN ENDÔGENA.
La regulaciôn endôgena de la sintesis de melatonina es claramente distinta en la 

gléndula pineal y en la retina. En la glandula pineal la regulaciôn es bien conocida, y de tipo 

adrenérgica. Mediante el empleo de agonistas y antagonistes adrenérgicos selectivos se ha 

demostrado que la activaciôn de los receptores p y ai présentes en los pinealocitos produce 

un incremento de la sintesis de melatonina en la pineal de los mamiferos (Moujir et al., 

1992; Rubio et al., 1993). En las aves, el subtipo de receptor adrenérgico implicado es el a2, 

que muestra un carécter inhibidor de la sintesis de la indolamina (Takahasi et al., 1991). En 
ambos casos, el neurotransmisor implicado es la noradrenalina, que alcanza a la gléndula 

pineal procédante de la inervaciôn simpatica postganglionar desde el ganglio cervical 

superior. Las fi bras preganglionares aferentes a dicho ganglio tienen su origen en el nücleo 

supraquiasmético, donde se establece el relevo de la informaciôn procédante de la retina 

neural que viaja a través del tracto retinohipotalamico.

En la retina de todos los vertebrados investigados la dopamina es una molécula 

clave implicada en la regulaciôn de la sensibilidad a la luz. Se ha demostrado que la luz 
estimula tanto la sintesis (a través de la activaciôn de la tirosina hidroxilasa) como la 

liberaciôn de dopamina (Parkinson y Rando, 1983; Cahill et al., 1991), por lo que esta 

catecolamina présenta un ritmo diario con valores elevados durante la fase luminosa del 

fotociclo diario y muy bajos durante la noche. La existencia de este ritmo diario de dopamina 

invertido al ritmo de melatonina sugiriô un reparto de las funciones intraoculares de ambos 

mensajeros, de modo que la dopamina séria la encargada de regular la adaptaciôn del ojo a 

la luz, y la melatonina de las funciones relatives a la adaptaciôn a la oscuridad. Numerosos 

estudios apoyan esta propuesta, analizando principalmente los cambios producidos en los 

movimientos fotomecanicos de los fotorreceptores oculares en los vertebrados no 

mamiferos, como respuesta adaptative a las modificaciones en la intensidad luminica 

(Dearry y Burnside, 1986; McCormack y Burnside, 1992; Stenkamp et al., 1994).
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Con respecto a la regulaciôn endôgena de la sintesis de melatonina, los perfiles 

invertidos de ambos ritmos (dopamina y melatonina) plantearon la existencia de una posible 

interacciôn inhibitoria entre ambos mensajeros. En efecto, la DA inhibe, al igual que la luz, 

la actividad AA-NAT y la liberaciôn de melatonina ocular, acciôn mediada por receptores de 

la familia D2 (Alonso-Gômez et al., 2000). Esta acciôn inhibitoria de la dopamina esta 

mediada en copas ôpticas de Xenopus laevis a través de una proteina G y ci erre de canales 

de calcio tipo L, disminuyendo la concentraciôn de Câ "̂  intracelular y la consecuente 

reducciôn del contenido de AMPc, que es el responsable ultimo de la inhibiciôn de actividad 

AA-NAT (Cahill y Besharse, 1991). De forma complementaria, la melatonina en la retina 

suprime la liberaciôn de dopamina inducida por la luz, pudiendo representar uno de los 
mecanismos utilizados por la melatonina para desencadenar la adaptaciôn de los 

fotorreceptores a la oscuridad (Dubocovich, 1983). Estudios recientes demuestran que en la 

retina del carpin la liberaciôn de dopamina es endôgena, conservandose su liberaciôn 

ritmica en retinas mantenidas en oscuridad constante. La adiciôn de melatonina de forma 

continua al medio de cultivo anula dicha ritmicidad, encontrandose valores de dopamina 

basales nocturnos, sin embargo el antagoniste de melatonina, luzindol, aunque también 

anula el ritmo de liberaciôn de dopamina, su efecto se traduce en altos niveles diumos de la 
catecolamina (Ribelayga et al., 2004). Estos resultados indicarlan la existencia de un reloj 

circadiano en la retina del carpin, responsable de la liberaciôn ritmica de dopamina y en 

cuyo funcionamiento parece estar implicada la activaciôn de los receptores de melatonina.

En este planteamiento de regulaciôn endôgena de la sintesis de melatonina ocular 

debemos incluir al GABA, neurotransmisor que estimula la actividad AA-NAT a través de la 

modulaciôn de la liberaciôn de dopamina, al menos en parte. En presencia de IBMX, el 

GABA y sus agonistas incrementan la actividad AA-NAT durante la fase luminosa del 

fotociclo diario. La picrotoxina, antagoniste GABAa, inhibe el incremento nocturno de la 

actividad AA-NAT, posiblemente a través de la estimulaciôn de la liberaciôn de dopamina 

por las neuronas amacrinas dopaminérgicas (Cahill y Besharse, 1991). Gillespie y 

colaboradores (1997), utilizando agonistas y antagonistes selectivos, han obtenido 

resultados que confirman el papel del receptor GABAa e implican también al GABAb. El 

esquema 4 présenta un resumen del modelo actuel mente aceptado de la regulaciôn 

endôgena de la sintesis de melatonina ocular.
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Esquema 4. Modelo de regulaciôn endôgena de la sintesis de melatonina retiniana 
(modificado de luvone y Alonso-Gômez, 1998).

2.4. ACCIONES DE LA MELATONINA.
La primera funciôn descrita para la melatonina fue su capacidad para inducir 

agregaciôn de granules de melanina en torno a la zona perinuclear de los melanôforos 

dérmicos de los anfibios, produciendo un aciaramiento de la larva (Lerner et al., 1958; 

Lerner y Case, 1960). Desde enfonces un elevado numéro de estudios han demostrado que 

la melatonina esté implicada en el ajuste temporal de multiples funciones que présentan un 

patrôn ritmico, traténdose de una molécula capaz de encarrilar relojes biolôgicos en los 

vertebrados (Redman et al., 1983; Cassone et al., 1986). Una prueba inequlvoca de esta 

funciôn encarriladora de ritmicidad la encontramos en el efecto atenuador de los ritmos 

diarios en condiciones de curso libre producido por la pinealectomia, efecto que es revertido 

si se administra melatonina de forma ritmica (Cassone et al., 1993).
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De este modo, a la melatonina se le han atribuido una gran variedad de acciones 

neuroendocrinas, implicéndola en la regulaciôn de los ritmos reproductores en numerosas 

especies de vertebrados (Bittman, 1993; Gunduz y Stetson, 1994; Mayer et al., 1997; 

Amano et al., 2003a; Pévet, 2003; Tan et al., 2003), como elemento clave en la regulaciôn 

de la temperatura corporal en mamiferos (Song y Bartness, 2001) y en la hibernaciôn (Bilbo 

y Nelson, 2002), en la funciôn tiroidea (Gancedo et al., 1996, 1997; Csemmus y Mess,

2003), en el comportamiento alimentario (Pinillos et al., 2001, Guijarro, 2004), en el control 

del desarrollo larvario y metamôrfico en los anfibios (Delgado et al., 1987; Wright, 2002), en 
la regulaciôn de los ciclos de actividad locomotora en vertebrados (Reiter, 1991; Zachmann 

et al., 1992; ligo et al., 2003a) y del ciclo sueno-vigilia en humanos (Refinetti, 2000).

Ademâs de las funciones neuroendocrinas de la melatonina, en algunas especies se 

han descrito ciertas acciones locales o paracrinas. Como hemos comentado anteriormente 

la melatonina ocular esta implicada en varies mecanismos conducentes a la adaptaciôn del 

ojo a la oscuridad. De este modo, produce elongaciôn de los conos y contracciôn de los 

bastones (Pierce y Besharse, 1985, 1987), agregaciôn de melanosomas en el epitelio 

pigmentado de la retina (Pang y Yeu, 1979), recambio de discos en los segmentes externes 
de los bastones y su fagocitosis (Besharse y Dunis, 1983), inhibe la liberaciôn de dopamina 
(Dubocovich, 1983) y provoca cambios en la sensibilidad de las células horizontales a la luz 

(Dubocovich, 1983; Wiechmann et al., 1988; McCormack y Burnside, 1992). Todo elle 

dirigido a favorecer la visiôn escotôpica o nocturna.

Varies autores coinciden en que probablemente la primera funciôn de la melatonina 

en la filogenia pudo ser su acciôn local sobre la fotorrecepciôn ocular y pineal, mientras que 

las funciones endocrines sistémicas aparecerian posteriormente (Wiechmann y Wirsig- 

Wiechmann, 1993). En todo case, hay acuerdo general en que el ritmo diario de melatonina 

actùa como côdigo endocrino transductor del ciclo ambiental luz/oscuridad, proporcionando 

informaciôn que es utilizada por los organismos para su organizaciôn temporal, tanto 

circadiana como estacional (Pévet, 1998).

Ademés de estas funciones, existen ciertas acciones de la melatonina descubiertas 

posteriormente y que no parecen estar mediadas por receptores especfficos (Nava et al., 

1997; Behan et al., 1999). Entre estas acciones, una de las més investigadas ha sido su 

funciôn antioxidante, descrita en todos los grupos animales estudiados, desde organismos 

unicelulares, como el dinoflagelado Gonyaulax polyedra (Antolin et al., 1997), hasta 

humanos (Herrera et al., 2001; Reiter y Tan, 2002; Reiter et al., 2000; 2002). La melatonina 

es una molécula con una extraordinaria capacidad aceptora de radicales libres y, por tanto, 

un excelente antioxidante de amplio espectro en el organisme, implicado en la protecciôn
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celular frente al ataque oxidativo producido por los radicales libres (Tan et al., 1993; Reiter 

et al., 2000). El luzindol, antagoniste general de los receptores de melatonina, es incapaz de 

bloquear los efectos antioxidantes de la indolamina (Nava et al., 1997; Behan et al., 1999), 

lo que indica que esta acciôn antioxidante de la melatonina se ejerce independientemente 

de la activaciôn de sus receptores de membrane. Basandose en estos estudios y en la 

presencia de la molécula en organismos unicelulares muy primitives, algunos autores 

proponen que, desde un punto de visto evolutive, la acciôn inicial de la melatonina habrla 

sido la de protéger a los organismos frente al estrés oxidativo, especialmente en las 
proximidades de los lugares que muestran una producciôn elevada de radicales libres 

(Hardeland et al., 1995). Ademés de esta acciôn antioxidante directe de la melatonina per 

se, se ha descrito que la indolamina estimula la inducciôn de enzimas antioxidantes, 

generando un efecto adicional que contribuye a amplificar la acciôn antioxidante global 

ejercida por el indol (Tan et al., 2003).

En los ültimos anos y en la actualidad, en base a esta extraordinaria capacidad

antioxidante de la melatonina, unida a su funciôn sincronizadora de ritmos biolôgicos, y a su 

aparente inocuidad, se estén realizando esfuerzos importantes dirigidos a investigar en 

profundidad su potencial uso terapéutico en humanos.

3. RECEPTORES DE MELATONINA.

3.1. CARACTERIZAClÔN.
Los primeros indicios de la existencia de receptores de melatonina surgen a partir de 

los resultados de McCord y Allen (1917) cuando demuestran el palidecimiento de la piel de

los renacuajos de Rana pipiens producido por los extractos de gléndula pineal ovina. Este

bioensayo se utilizô cincuenta anos més tarde con el fin de caracterizar y purificar la 

melatonina a partir de extractos de gléndula pineal, lo que condujo al descubrimiento de su 

estructura molecular (Lerner et al., 1959). La propiedad de la melatonina de agregar los 

grénulos de pigmento en los melanôforos dérmicos de anfibios fue empleada para proponer 

la presencia de receptores de melatonina, establecer la primera relaciôn estructura- 

actividad de los anélogos de la indolamina, asi como para demostrar, mediante cultives de 

melanôforos de Xenopus laevis, que la activaciôn de los receptores de melatonina por su 

ligando provoca un descenso en la formaciôn de AMPc mediante el acoplamiento a 

protefnas G sensibles a la toxina pertussis (White et al., 1987).

La demostraciôn de la existencia de sitios de uniôn especifica de [^H]-Melatonina en 

el cerebro ovino fue seguida del descubrimiento de la respuesta funcional a la activaciôn de 

los receptores de melatonina en tejido neuronal de mamiferos, concretamente en la retina
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del conejo (Dubocovich, 1983, 1985; Dubocovich y Takahashi, 1987). Este descubrimiento, 

unido al desarrollo de la 2-f^^lj-Mel como radioligando de elevada afinidad (Dubocovich y 

Takahashi, 1987) ha permitido la localizacion asi como la caracterizacion farmacolôgica de 

los receptores de melatonina en numerosos tejidos centrales y periféricos y en numerosas 
especies de vertebrados, incluida la especie humana.

Inicialmente se identificaron dos tipos distintos de sitios de uniôn para melatonina, 
los de alta afinidad (Kd = 20-200 pM) y baja capacidad (Dubocovich et al., 1997), y los de 

baja afinidad (Kd en el orden nM), pero de alta capacidad. Entre otras caracteristicas 

diferenciales destaca que la cinética de asociaciôn-disociaciôn es lenta para los primeros 

(60 minutos) y rapida para los segundos (1-2 minutos) (Nosjean et al., 2000), los de alta 

afinidad muestran regulaciôn por GTP y cationes, y los de baja afinidad no. La distribuciôn 

de estos subtipos de receptores también es diferente, los de elevada afinidad tienen una 
distribuciôn predominantemente central, los segundos son receptores mayoritariamente 
periféricos.

Los receptores de melatonina de elevada afinidad son receptores transmembrana 

pertenecientes a la superfamilia de receptores acoplados a protefnas G (Morgan et al., 

1989a; Rivkees et al., 1989a; Laitinen y Saavedra, 1990a y b) y contienen, portante, en su 

estructura siete dominios transmembrana unidos entre si por una serie de puentes, tanto 

intra- como extracelulares (Esquema 5).

Los primeros estudios farmacolôgicos pusieron de manifesto que entre los 
receptores de elevada afinidad sôlo se podla distinguir un ünico subtipo de receptor de 

melatonina, denominado ML-1 por Dubocovich (1988, 1995), o MELi por Reppert y 

colaboradores (Reppert et al., 1995a, 1996a). El orden de afinidades descrito para varias 

indolaminas en este subtipo de receptor fue el siguiente:

2 -iodomelatonina > 6 -cloromelatonina > melatonina > 6 -hidroximelatonina > 6 - 

metoximelatonina > N-acetiltriptamina > 5-metoxitriptamina »  5-hidroxitriptamina 

(Dubocovich, 1988; Sugden y Chong, 1991).

Posteriormente, mediante el empleo de antagonistes de la melatonina, como el 

luzindol o el 4-fenil-2-cloroacetamidotetralina, se pudo comprobar que existfa otro subtipo 

de receptores (denominados Mel 1b, y posteriormente MT2) con afinidad por dichos ligandos 

superior a la que muestran otros subtipos (denominados Mel la  -més tarde MT-i- y Mel 1c), 

que a su vez resultan farmacolôgicamente indistinguibles (Dubocovich et al., 1997). AsI se 

realizô la primera clasificaciôn, propuesta por Reppert y colaboradores (1995a), que
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distinguia très subtipos, denominados Mel1a, Mel1b y Mel1c, que posteriormente han 

pasado a nombrarse MTi, MT2 y Mel1c, respectivamente.

Los receptores de baja afinidad fueron descritos por primera vez en membranes 
piasmaticas procédantes del cerebro de hamster, donde muestran una afinidad para 

numerosos ligandos en el intervalo nanomolar (Dubocovich, 1995), y se les denominô MT3 ô 

ML-2. La N-acetilserotonina (NAS), precursor de la melatonina, asi como el 5- 

metoxicarbonilamino-N-acetiltriptamina (5-MCA-NAT), muestran selectividad por estos sitios 

de uniôn de melatonina (Molinari et al., 1996). El orden de afinidades de este subtipo de 

receptores es:

2-iodomelatonina > 6 -cloromelatonina > prazosin > N-acetilserotonina > 5-MCA-NAT > 

melatonina »  serotonina (Dubocovich, 1995; Molinari et al., 1996).

A continuaciôn se incluye un resumen con la clasificaciôn actual, que distingue entre 

receptores de elevada (MTi, MT2 y Mel 1c) y baja afinidad (MT3) por la 2-f^^lj-Mel.

ALTA AFINIDAD BAJA AFINIDAD

DENOM. ANTERIOR DENOM. ACTUAL DENOM. ANTERIOR DENOM. ACTUAL

Mel la MTi Mel 2, ML2 MT3

Mel 1b MT2

Mel 1c Mel 1c

Las técnicas de Biologie Molecular han permitido la clonaciôn de los receptores de 

melatonina, lo que ha supuesto un gran avance en su conocimiento. Inicialmente se aislaron 

los cDNA de receptores de melatonina a partir de preparaciones de melanôforos dérmicos 

de Xenopus (Ebisawa et al., 1994). Dicho cDNA codifica para una proteina de 420 

aminoacidos que contiene 7 segmentes hidrofôbicos, que claramente constituye la regiôn 

transmembrana. El peso molecular estimado es 47424 Da. La mayor similitud encontrada 

con otros receptores conocidos ronda el 25% con los receptores de opioides y de 

somatostatina.
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Esquema 5. Receptor de melatonina del subtipo MTi en Gallus domesticus (Tornado de: 
www.cmbi.kun.nl/7tm/seq/vis/ML1A_CHlCK/ ML1A_CHICK.html).

El primer receptor de melatonina clonado fue el subtipo Mel 1c de melanôforos 
dérmicos de Xenopus (Ebisawa et al., 1994). Este descubrimiento abriô las puertas para la 
clonaciôn de otros receptores de melatonina en diferentes especies de vertebrados. Hasta 
la fecha han sido clonados, ademâs del Mel 1c, el receptor MTi del cerebro de mamiferos 
(Reppert et al., 1996a, Roca et al., 1996; Weaber y Reppert, 1996; Gauer et al., 1998), aves 

(Reppert et al., 1995a) y peces (Mazurais et al, 1999; Gai Id rat y Falcôn, 1999) y el MT2, 
présente mayoritariamente en la retina de los mamiferos (Reppert et al., 1995b; Reppert, 

1997), si bien también se ha descrito en peces, concretamente en la hipôfisis del lucio 

(Gaildrat y Falcôn, 1999). La homologia de las secuencias de aminoacidos de estos dos 

subgrupos ronda el 60%, que los diferencia claramente, ya que entre miembros de un 

mismo subtipo suele superarse el 80% de homologia. Esta distinciôn entre estos dos 

subtipos podria corresponderse con una diferente funcionalidad.
La diversidad de respuestas producidas por la melatonina y mediadas por el subtipo 

MTi, podria deberse al hecho de que estos receptores se encuentran distribuidos en una 

gran variedad de tejidos. Ademâs, se ha demostrado que este subtipo de receptores 
pueden estar acoplados a una amplia variedad de proteinas G, entre las que se incluyen las

http://www.cmbi.kun.nl/7tm/seq/vis/ML1A_CHlCK/
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Gio2, Gia3 y Gaq (Brydopi et al., 1999; Witt-Enderby et al., 2 0 0 1 ), Gias, Gi«z y Giaie (Ho et al., 

2001; Chan et al., 2002), lo que justificaria la diversidad de respuestas que genera su 

activaciôn en el organisme.

En relaciôn con los receptores del subtipo MT2, hasta la fecha se sabe que estos 

receptores estan implicados en la modulaciôn de ciertos ritmos circadianos (Dubocovich et 

al., 1998a), mecanismos de vasodilataciôn (Doolen et al., 1998), procesos inflamatorios, la 

microcirculaciôn (Lotufo et al., 2001), asi como en la regulaciôn de la fisiologia retiniana 

(Dubocovich et al., 1997). En base a estudios de distribuciôn que han detectado este 

subtipo MT2 en la retina de mamiferos, se cree que este receptor podria mediar los efectos 

intraoculares de la melatonina.

La presencia de receptores MTi en la mayoria de los tejidos cerebrales de los 

mamiferos, incluyendo la pars tuberalis hipofisaria y el nûcleo supraquiasmético 

hipotalémico, sugiere que este subtipo de receptor estaria mediando los efectos circadianos 

y estacionales de la melatonina en estos vertebrados. Esta propuesta se fundamenta en los 
resultados obtenidos en hamsters siberianos {Phodopus sungorus) portadores de dos 

mutaciones en el gen MT2, que impiden la expresiôn de un receptor MT2 funcional (Weaber 

et al., 1996), y en los que se no se ven alterados los bien conocidos efectos diarios y 

estacionales de la melatonina en esta especie (Goldman et al., 1984; Weaber et al., 1996). 

El descubrimiento mediante hibridaciôn in situ de la presencia de mRNA del MTi, pero no 

del MT2, en el nûcleo supraquiasmético de humanos refuerza esta hipôtesis (Weaber y 

Reppert, 1996). Por todas estas razones, hace unos anos la Uniôn Internacional de 

Farmacologia (NC-lUPHAR) renombrô a los receptores Mella y Mellb como MTi y MT2 

(Dubocovich et al., 1998b).

Finalmente, el subtipo Mellc, el menos conocido, se ha descrito en los melanôforos, 

el cerebro y la retina de peces, anfibios y aves (Reppert et al., 1995a, 1996a y b), pero 

hasta la fecha no se tienen indicios de su existencia en los mamiferos.

En los peces se han podido clonar, total o parcialmente, receptores de melatonina 

en diferentes especies, el pez cebra {Brachidanio rerio, Gaildrat y Falcôn, 1999), la trucha 

arcoiris {Oncorhynchus mykiss, Mazurais et al., 1999) y el lucio (Gaildrat y Falcôn, 2000; 

Gaildrat et al., 2002). Los receptores de melatonina del pez cebra se denominan Z I.4 y Z I.7 

(tipo MTi), Z2.6 (tipo MT2) y Z2.3 (Mellc), por homologia con los descritos por Reppert y 

colaboradores (1995a), mientras que en la trucha arcoiris los fragmentos aislados son 

homôlogos a los receptores MTi y MT2 (Mazurais et al., 1999). El equipo dirigido por el Dr. 

Falcôn ha clonado en el cerebro del lucio {Esox lucius) dos fragmentos del receptor de Mel 

con secuencias parciales correspondientes a los receptores del pez cebra y de la trucha.
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son el P1.4 y el P2.6, que corresponden a los Z1.4/RT1.4 y Z2.6/RT2.6, respectivamente. 

La caracterizacion molecular del cDNA complete del P2.6 indica que codifica para una 

proteina con una homologia del 80% con el subtipo de receptores Mel 1b del pez cebra, 

trucha arcoiris, Xenopus y polio (Reppert, 1997), y de un 61% respecto al MT2 de humanos, 

y cuyo mRNA se expresa mayoritariamente en el techo ôptico y en mener medida en la 

retina y en la hipôfisis. El hecho de presenter diferentes homologies con los receptores MT2 

de vertebrados no mamiferos y de humanos podria llevar a sugerir la existencia de un 

subtipo diferente de receptores (Gaildrat et al., 2002), lo que obligaria a realizar una nueva 

revisiôn de la nomenclature por la NC-lUPHAR, que recoja y aune todos la informaciôn 

disponible hasta la fecha. Mientras tanto, la nomenclature actuel admite, como hemos 

mencionado anteriormente, très subtipos de receptores, MTi, MT2 y Mellc, aparté de los 

sitios de uniôn de baja afinidad, denominados MT3.

Por otro lado, hay que tener muy présente que la melatonina es una molécula 
pequena, muy lipôfila y, por tanto, capaz de actuar independientemente de sus receptores 

de membrana, desarrollando acciones citosôlicas a través del complejo calcio-CaM como 

diana (Bartianelli y Pochet, 1994), o nucleares, a través de la regulaciôn directa de la 
expresiôn génica (Acuha-Castroviejo et al., 1994). Estudios recientes apuntan a que estas 

acciones intracelulares estarfan mediando los efectos antioxidantes de la melatonina 

(Acuna-Castroviejo et al., 1995; Reiter et al., 1997; Goto-Montés et al., 2003).

3.2. DISTRIBUCIÔN.
A pesar de que el patrôn de distribuciôn de los receptores de melatonina varia en la 

filogenia de forma especifica, algunos patrones de distribuciôn permanecen constantes. En 

muchas especies de mamiferos los receptores de melatonina de elevada afinidad se 

encuentran especificamente distribuidos en la pars tuberalis hipofisaria, y en el nücleo 

supraquiasmético hipotalémico (Vanecek, 1988a; Williams y Morgan, 1988; Weaber et al., 

1989). Ademés de estas localizaciones principales, se ha encontrado uniôn especifica de 

2-[^^®l]-Mel en el area medial preôptica, hipotélamo anterior, pars distalis de la hipôfisis 

anterior, nücleos paraventricular y talémico anteroventral, hipocampo, corteza cerebral y 

cerebelar, érea postrema y retina (Vanecek, 1988a; Williams y Morgan, 1988; Duncan et al., 

1988; Vanecek y Jansky, 1989; Weaber et al., 1989; Williams, 1989; Williams et al., 1989; 

Bittman y Weaber, 1990; Siuciak et al., 1990; Weaber y Reppert, 1990; Blazinsky y 

Dubocovich, 1991; Stankov et al., 1991; Deveson et al., 1992; Helliwell y Williams, 1992; 

Lindroos et al., 1993; Neu y Niles, 1997; Li y Witt-Enderby, 2000; Masana y Dubocovich, 

2001 ; Scher et al., 2002; Von Gall et al., 2002).
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En humanos se han detectado sitios de union para 2-f ̂ ®I]-Mel en diferentes regiones 

encefalicas, concretamente en el nûcleo supraquiasmético, la zona externa de la capa 

molecular del cerebelo, en el cerebro medio, el puente, el cortex cerebral (Reppert et al., 

1988; Yuan et al., 1991) y la retina (Scher et al., 2002).
Teniendo présente el papel clave desempehado por la melatonina en la regulaciôn 

de los ritmos reproductores en ciertos mamiferos estacionales, se han realizado importantes 

esfuerzos para localizar receptores de melatonina en la hipôfisis de estas especies, sin 

embargo, y a pesar de que la melatonina inhibe la liberaciôn de LH y FSH inducida por 

GnRH (Martin et al., 1982; Vanecek y Klein, 1992a), no se han obtenido evidencias directas 

de sitios de uniôn de 2-[^^®l]Melatonina en las células gonadotropas adenohipofisarias.

Aparté del sistema nervioso central, en los mamiferos se han descrito sitios de uniôn 

saturables de 2 -[^^®l]-Mel en diferentes tejidos periféricos, como las arterias del circule de 

Willis y la arteria caudal de la rata (Erçahin et al., 2002) el utero de rata (Zhao et al., 2002), 

el bazo de numerosas especies de mamiferos (Niles, 1989; Viswanathan et al., 1990; Yu et 

al., 1991) y el tracto gastrointestinal (Poon et al., 1997). Receptores del tipo MT2 se han 

descrito en el rinôn, el ovario, en la circulaciôn coronaria asi como en varias lineas celulares 

tumorales (Li y Witt-Enderby, 2000; Masana y Dubocovich, 2001; Von Gall et al., 2002). 

Curiosamente, el subtipo MT3 se expresa en tejidos tan dispares como el higado, el rinôn, el 
corazôn, el tejido adiposo pardo, el mûsculo esquelético, el pulmôn, el intestine, el testicule 

y el bazo de diferentes especies de mamiferos, como el hémster, el ratôn, el perro y el 

mono (Nosjean et al., 2001).

Entre los vertebrados no mamiferos también se ha descrito una distribuciôn 

abundante de receptores de melatonina. En las aves se han realizado numerosos estudios 

de localizaciôn de sitios de uniôn de 2-f^®l]-Mel en los tejidos centrales, describiéndose la 

presencia de receptores en la retina (Dubocovich y Takahashi, 1987), en la médula espinal 

(Wan y Pang, 1993) y el cerebro del polio {Gallus gallus, Rivkees et al., 1989b ; Brooks y 

Casone, 1992) y de la codorniz (Cozzi et al., 1993), asi como en la gléndula adrenal del 

pato {Anas platyrhynchos, Pang et al., 1994a).

En los reptiles, se han descrito sitios de uniôn de 2-[^^®l]-Mel en el cerebro y la retina 

de varias especies (Wiechmann y Wirsig-Wiechmann, 1994), asi como en éreas visuales 

encefélicas de la tortuga Chrysemys picta (Larson-Prior et al., 1996).

En los anfibios, la presencia de sitios centrales de uniôn de 2-f^^lj-Mel se ha 

demostrado en la retina de varias especies de anuros {Rana pipiens, Wiechmann y 

Wirsig-Wiechmann, 1991; Xenopus, Wiechmann y Smith, 2001; Rana perezi, Isorna et al.,

2004) y en diferentes éreas encefélicas de Rana perezi (Isorna et al., 2004).
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En los peces se han publicado varies estudios en relaciôn con la distribuciôn de los 

sitios de uniôn de 2-f^®l]-Mel, principalmente en homogeneizados de cerebro de distintas 

especies, en el carpin {Carassius auratus, Martinoli et a/., 1991; ligo et al., 1994a), en el 

lucio {Esox lucius, Gaildrat et al., 1998), en varias especies de salmônidos {Salmo salar, 

Ekstrôm y Vanecek, 1992; Oncorhynchus mykiss, Davies et al., 1994; Pang et al., 1994b, 

Mazurais et al., 1999; Oncorhynchus masou, Amano et al., 2003a, 2003b), la dorada 

{Sparus aurata, Falcôn et al., 1996b), la lubina {Dicentrarchus labrax, Bayarri et al., 2004a). 

Sôlo en algûn caso se ha investigado con técnicas autorradiograficas la distribuciôn de los 

sitios de uniôn de melatonina en areas encefalicas concretas, como por ejemplo en Salmo 

sa/ar (Ekstrôm y Vanecek, 1992), en la trucha arcoiris {Oncorhynchus mikyss, Davies et al., 

1994; Mazurais et al., 1999) y en la lamprea {Petromyzon marinus, Verdanakis et al., 1998). 

En el encéfalo del pez gato {Silurus asotus, ligo et al, 1997b), y en un estudio muy reciente 

en la lubina, realizado en colaboraciôn con nuestro equipo de investigaciôn (Bayarri et al., 
2004b) mediante técnicas de radioligando se han caracterizado dichos sitios de uniôn en las 

éreas encefélicas concretas, encontrando en ambos casos una mayor densidad de los sitios 

de uniôn en éreas cerebrales implicadas en el procesado de senales visuales.

Los estudios de distribuciôn de receptores de melatonina en tejidos periféricos de los 

vertebrados no mamiferos son més escasos, habiéndose descrito en las aves la presencia 

de sitios de uniôn de 2-[^^®l]-Mel de elevada afinidad en el bazo (Pang y Pang, 1992) y el 

rinôn del polio (Song et al., 1996a), en el ciego intestinal (Poon et al., 2002) y el corazôn de 
la codorniz (Pang et al., 1996), asi como en el tracto gastrointestinal de varias especies de 

aves {Anas platyrhynchos, Gallus domesticus. Columbia libia y Coturnix japonica, Poon et 

al., 1997).

Los melanôforos dérmicos de los anfibios poseen receptores de melatonina, 

descritos a partir del conocido efecto agregador de la melanina producido por la melatonina 

en estas células. De hecho, la clonaciôn del receptor Mel 1c se ha conseguido a partir de 

lineas celulares inmortalizadas derivadas de cultives primaries de melanôforos dérmicos de 

Xenopus (Ebisawa et al., 1994).
La localizaciôn de posibles sitios de uniôn de melatonina en tejidos periféricos de los 

peces no ha sido estudiada hasta la fecha. Ùnicamente existe un trabajo realizado por Pang 

y colaboradores en el que estudian afinidades de sitios de uniôn de 2-l-Mel en el corazôn de 

3 especies de salmôidos (Pang et al., 1994c).

Desconocemos en muchos casos la identidad del tipo celular concrete donde se 

localizan los receptores de melatonina en los distintos tejidos, en buena medida debido a la 

gran dificultad metodolôgica que entraha la combinaciôn simulténea de, por ejemplo, los
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ensayos autorradiogrâficos de union de 2-[‘'^®l]-Mel con hibridaciôn in situ o 

inmunocitoqufmica en las mismas células. Otra dificultad anadida es el hecho de que la 

densidad de receptores en células individuales suele ser muy baja, lo que dificulta 

considerablemente la localizaciôn de dichos receptores a nivel celular. No obstante, se han 

realizado importantes esfuerzos para determinar el tipo de células que responden a la 

indolamina, por ejemplo en el nûcleo supraquiasmético de los mamiferos, que présenta una 

elevada densidad de receptores para melatonina. Asi, los resultados obtenidos en el 

hémster sirio indican que los receptores de melatonina no estén présentes en las células 
que reciben inervaciôn di recta del nervio ôptico, situadas en la parte ventrolateral del 

nûcleo, sino que podrian localizarse més bien en células vasopresinérgicas dorsomediales 

(Maywood et al., 1995). En la retina, también se ha podido detectar uniôn especifica de 

2-[^^®l]-Mel en la capa plexiforme interna en mamiferos (Blazinsky y Dubocovich, 1991), 

aves (Laitinen y Saavedra, 1990b), reptiles (Wiechmann y Wirsig-Wiechmann, 1994) y 

anfibios (Wiechmann y Wirsig-Wiechmann, 1991), capa que incluye conexiones sinépticas 

clave, por ejemplo entre células bipolares, amacrinas y ganglionares. Por tanto los 
receptores de melatonina en el sistema nervioso parecen localizarse principalmente en 

neuronas, habiéndose comprobado que la melatonina inhibe el incremento de AMPc 

inducido por el forskolin en cultivo de fotorreceptores y neuronas sin glia de la retina del 

embriôn de polio (luvone y Gan, 1994).

3.3. INTERACCIÔN LIGANDO-RECEPTOR.
3.3.1. ESTRUCTURA DE LOS LIGANDOS MELATONINÉRGiCOS.

Con objeto de profundizar en el conocimiento de la uniôn de los ligandos a su 

receptor y poder disehar nuevos férmacos que presenten una mayor especificidad para 

cada uno de los subtipos de receptores, que ayude a un mejor reconocimiento de los 

mismos, se han realizado estudios con diferentes ligandos que han puesto de manifesto la 

importancia de los grupos 5-metoxilo y N-acetilo (Esquema 6 ), ya que su ausencia provoca 

un descenso dréstico de la afinidad en los subtipos de receptores de elevada afinidad por la 

2-f^®l]-Mel (MTi, MT2 y Mellc). Por un lado se ha comprobado que la supresiôn del grupo 

5-metoxilo provoca un descenso menos acusado de la afinidad en el subtipo MT2 que en los 

subtipos M il y Mellc (Sugden et al., 1997). Para determinar si otros grupos podrian 

sustituir al radical metoxilo en la posiciôn 5-, se han probado anélogos con diferentes 

sustituyentes, como el 5-hidroxilo, el 5-metilo y el 5-benziloxilo (Esquema 6 ), comprobando
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Esquema 6 . Estructura de la melatonina, de los grupos 5-metoxilo, N-acetilo, algunos de los 
sustituyentes del anillo indolico, asi como de algunos agonistas y antagonistas de los 
receptores de melatonina.

que, tanto en los receptores MTi como en los MTz, el grupo 5-metoxilo es el que muestra 

una mayor potencia de union, seguido del 5-benziloxilo, 5-metilo y 5-hidroxilo, si bien la 

potencia de union de cada uno de estos grupos es superior en el subtipo MT2 respecto al 

MTi. Por esta razôn se disehô el 5-benziloxil-N-acetiltriptamina (Pickering et al., 1996), 

agonista selective en los melanôforos, y que puede ser considerado como el primer
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agonista selective de los receptores de melatonina (Esquema 6 ), presentando una mayor 

afinidad por los receptores MT2 que por los MTi, si bien en ambos casos la afinidad por este 

ligando es mener que la obtenida para la 2-l-Mel.

Por otro lado, parece que el incremento de la longitud del grupo N-acetilo hasta en 2 
atomes de carbone no produce cambios significativos de la afinidad en cada uno de los 

receptores, aunque incrementos superiores a este numéro (4 6  5 carbones) son capaces de 

provocar descensos en la afinidad. Asi mismo, la sustituciôn de este grupo por grupos 

ciclicos (N-ciclopropionilo y N-ciclobutilo, Esquema 6 ) también conduce a una pérdida 

notable de la afinidad de la uniôn (Garrat et al., 1995). Ademâs, la adiciôn en la posiciôn 2 

de grupos de elevado peso molecular (I, Cl, Br 0  Phe) incrementa la afinidad en ambos 

subtipos de receptores, MTi y MT2.
En contraste, el nûcleo indol no parece ser necesario para que se produzca la uniôn 

ya que los derivados en los que se sustituye este nûcleo por grupos naftaleno o tetralina 

que lleven grupos metoxi y N-acetilo en las posiciones apropiadas, presentan una potencia 

de uniôn idéntica a los anélogos con el grupo indol (Yous et al., 1992), lo que pone de 

manifesto que el anillo indôlico servirla ùnicamente para mantener los grupos funcionales 

en la posiciôn y orientaciôn adecuadas para su uniôn al receptor (Sugden, 1994a y b).

3.3.2. RELACIONES ESTRUCTURA-FUNClÔN.
La capacidad de la melatonina para unirse, activar y modular sus propios receptores 

depende en gran medida de la interacciôn de la indolamina con aminoacidos y/o dominios 

especfficos de la molécula del receptor. En este sentido, se han realizado en los ûltimos 

anos estudios dirigidos a caracterizar los aminoacidos o dominios que intervienen en la 

uniôn de la melatonina a su receptor, pudiendo ser ûnicos para cada subtipo de receptor.

Navajas y colaboradores (1996) propusieron un hipotético sitio de uniôn de 

melatonina segûn el cual una valina y una histidina serfan las responsables del 

reconocimiento del grupo 5-metoxilo de la melatonina, mientras que una serina y una 

alanina son bâsicas para la uniôn del grupo funcional N-acetilo. Posteriormente se han 

realizado estudios de mutagénesis en los receptores MTi para poder ratificar este modelo 

hipotético de receptor. Asf, la sustituciôn de la valina en posiciôn 208 en el receptor Mella 

ovino por alanina, se traduce en un descenso de la uniôn de 2-f^®l]-Mel (Conway et al., 

1997), manteniéndose la funcionalidad de los mutantes. Estos datos sugieren que las 

mutaciones afectan sôlo a la uniôn, otorgando a la valina 208 un papel importante en la 

uniôn del ligando al receptor.
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El papel de la histidina en la union de la melatonina aûn résulta mas interesante, ya 

que su sustituciôn en la posiciôn 211 por fenilalanina o leucina en receptores Mella ovines 

también disminuye significativamente la capacidad de uniôn de 2-[^^®l]-Mel a este receptor 

en comparaciôn con el receptor intacte (Conway et al., 1997). El empleo de 

N-[2-(1-naftil)etil]acetamida (NEA) y NAS en la posiciôn 211 en estos mutantes, muestra 

que los anélogos de melatonina que carecen bien del grupo metilo o metoxilo, o bien de un 

grupo funcional en la posiciôn 5, se unen con igual o mayor potencia que al receptor intacto, 

sugiriendo la existencia de una interacciôn directa entre la histidina de la posiciôn 2 1 1  y la 

posiciôn 5 (grupo metoxilo) de la melatonina (Conway et al., 1997). Los anélisis realizados 

con los mutantes muestran que no son capaces de inhibir la producciôn de AMPc, como lo 

hace la melatonina en el receptor intacto (Conway et al., 1997). Este dato pone de 

manifesto que el residue de histidina, ademés de su papel en la uniôn ligando-receptor, 

también desempeha un papel clave en la activaciôn del propio receptor (Conway et al., 

1997). Estudios posteriores en los que sustituyen este aminoécido en receptores humanos 

del tipo MTi han revelado que la histidina no es la responsable de la activaciôn del receptor, 

sino que es el tamaho del aminoécido présente en esa posiciôn, el que détermina dicha 
activaciôn (Kokkola et al., 1998). Por otro lado, el papel de la serina 280 y de la alanina 284 
en la uniôn del grupo acetil o todavia no ha sido estudiado en profundidad, conociéndose 

ùnicamente que la sustituciôn conjunta en ambas posiciones inactive al receptor (Kokkola et 

al., 1998), aunque este resultado podria deberse al gran tamaho del sustituyente empleado 

(fenilalanina).

Otros aminoécidos también se han implicado en la uniôn de la melatonina a su 

receptor, en base a las secuencias de los receptores MTi, MT2 y péptidos relacionados. En 

este sentido parece que los segmentos transmembrana 3, 6  y 7 estén implicados en la 
uniôn de la melatonina. Recientemente se ha comprobado que la cisteina desempeha un 

papel importante en la modulaciôn de la uniôn de los agonistas de elevada afnidad a los 

receptores MT2 (Mseeh et al., 2002) y su sustituciôn en las posiciones 113 y 190 por alanina 

conlleva la pérdida de la uniôn de 2-f^®l]-Mel al receptor. Parece que es importante la 

presencia de un puente disulfuro para el mantenimiento de la estructura del sitio de uniôn 

de la melatonina en este subtipo de receptores (Mseeh et al., 2002).

Los estudios de simulaciôn permiten la comparaciôn entre receptores. Asi por 

ejemplo, la comparaciôn entre receptores MTi de elevada afnidad y receptores 
relacionados (H9, histidina en posiciôn 9) révéla también diferencias interesantes entre 

ambos. La sustituciôn de la glicina en posiciôn 266 por la treonina, présente en los 

receptores H9, genera un mutante que une 2-[^^®l]-Mel con menor potencia que el receptor
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intacto, sugiriéndose que el dominio 6  transmembrana es crîtico para la uniôn con elevada 

afinidad (Gubitz y Reppert, 2000). En consecuencia, las modificaciones moleculares en este 

dominio que incluyan a la glicina en la posiciôn 266 tienen como consecuencia 

incompatibilidades estéricas en el sitio de uniôn de la melatonina, imposibilitândose la 

interacciôn (Gubitz y Reppert, 2000). Ademâs, se ha visto mediante esta técnica de 

simulaciôn que, tanto el dominio 4 como el dominio 6  transmembrana en receptores 

relacionados con el MTi humano, necesitan ser reemplazados por el correspondiente 

dominio intacto para que se produzca la uniôn de elevada afinidad de 2 -f ̂ ^l]-Mel (Conway 
et al., 2 0 0 0 ).

3.4. REGULACIÔN.
3.4.1. VARIACIONES DIARIAS.

Se han realizado numerosos estudios en los mamiferos con el fin de investigar el 

posible control ejercido por el ciclo luz/oscuridad sobre los receptores de melatonina, 

existiendo mucha menos informaciôn en el resto de los vertebrados. Variaciones diarias en 
la densidad de receptores de melatonina se han descrito en regiones encefélicas de 

mamiferos, mostrando, en la mayoria de los casos, un incremento de la densidad de 

receptores durante la fase luminosa del fotociclo diario, seguido de un descenso de la 

densidad de sitios de uniôn durante la fase oscura. Esta respuesta se ha observado para 

los sitios de uniôn de 2-[‘'^^l]-Mel en la pars tuberalis y en la pars distalis hipofisaria y en el 

nücleo supraquiasmético de la rata (Laitinen et al., 1989; Vanecek et al., 1990; Gauer et al., 

1993a, 1994a), siendo la densidad de sitios de uniôn antes del inicio de la oscuridad entre 
un 50 y un 70% més elevada que al inicio de la fase luminosa (Vanecek et al., 1990; Gauer 

et al., 1994a). Se ha propuesto que la menor densidad de receptores de melatonina durante 

la noche podria deberse a una regulaciôn a la baja producida por el incremento de la 

sintesis de melatonina endôgena en esta fase del fotociclo diario. Pruebas a favor de esta 

hipôtesis se han obtenido en la pars tuberalis de la rata (Gauer et al., 1994a), la oveja 

(Barret et al., 1996) y el hémster (Schuster et al., 2 0 0 1 ), especies en las que el descenso en 

la densidad de sitios de uniôn de 2-f ̂ ®I]-Mel observado en la transiciôn oscuridad/luz no se 

produce en animales pinealectomizados. Dicho efecto inhibidor de la melatonina sobre sus 
propios receptores parece establecerse a nivel de la expresiôn génica del receptor, tanto en 

la pars tuberalis ovina (Barret et al., 1996), como en la pars tuberalis del hémster sirio y el 

hémster siberiano (Schuster et al., 2001).

Sin embargo, esta autorregulaciôn por la propia melatonina de la densidad de 

receptores no se ha podido demostrar en otras éreas cerebrales que también muestran una
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elevada densidad de sitios de uniôn y donde el control parece mostrar una mayor 

complejidad. Asi, la regulaciôn de los ritmos diarios de receptores en el nûcleo 

supraquiasmético de ciertos mamiferos parece depender del propio ciclo luz/oscuridad, que 

actùa como senal esencial para mantener un nivel de expresiôn basai del mRNA del 

receptor, que posteriormente podria ser diana de un mecanismo de retroalimentaciôn 

negative producida por las altas concentraciones nocturnes de melatonina circulante 
(Schuster et al., 2001). Pruebas a favor de esta propuesta se han encontrado en el nûcleo 

supraquiasmético de la rata, donde la pinealectomia no modifica la reducciôn nocturna de la 

densidad de receptores de melatonina, y sin embargo la exposiciôn a una hora de 

iluminaciôn es capaz de revertir dicho descenso (Gauer et a/., 1994a). También se propone 

una hipôtesis similar de regulaciôn circadiana de los sitios de uniôn de melatonina por el 

ciclo luz/oscuridad en un estudio muy reciente realizado en gléndula mamaria de ratones, 

en el que se muestran variaciones dia/noche en la afinidad de la uniôn de 2-l-Mel en 
preparaciones de nûcleos celulares, con afinidad elevada durante la fase oscura y, muy 

baja a mitad de la fase luminosa (Coto-Montés et al., 2003).

Esta ritmicidad diaria en la densidad de receptores de melatonina en los mamiferos 

no va acompahada, en la mayoria de los casos, de cambios diarios significativos en la 

afinidad (Kd) de la melatonina por su receptor (Laitinen et al., 1989; Pikkety y Pelletier, 

1993).

En el cerebro de varias especies de aves también se han descrito incrementos en la 

densidad de receptores de melatonina durante la fotofase del ciclo diario, y descensos 

durante la fase oscura {Gallus gallus. Yuan y Pang, 1990a; Brooks y Cassone, 1992; 

Columba, Yuan y Pang, 1991; Coturnix, Yuan y Pang, 1990b, Yuan et al., 1990), sin que se 

produzcan variaciones en la afinidad de los receptores a lo largo del ciclo diario complète. 

Este ritmo diario de densidad de receptores parece estar regulado por la propia melatonina 

endôgena (Yuan y Pang, 1992).

En los peces, se han realizado algunos estudios sobre variaciones diarias en los 

receptores de melatonina en cerebro complète, encontréndose diferencias notables 

dependiendo de las especies. Conviene indicar que la mayoria de los estudios no evalûan 

los cambios muestreando a lo largo de un ciclo completo de 24 horas, sino que se limitan a 

analizar diferencias a medio dia y media noche, diseho que impide encontrar posibles 

variaciones existentes entre otros puntos del ciclo diario. Hecha esta salvedad, en relaciôn 

con los cambios diarios en la densidad de receptores en homogeneizados de cerebro 

completo, encontramos dos tipos de resultados. Por un lado los estudios realizados en 

salmônidos, en los que no se observan diferencias significativas en los receptores de



I. INTRODUCCIÔN 32

melatonina entre medio dia y media noche {Salmo salar, Ekstrôm y Vanecek, 1992; Pang et 

al., 1994b; Oncorhynchus mykiss, Davies et al., 1994; Salvelinus fontinalis, Pang et al., 

1994b) si bien en un estudio reciente en el salmon masu si se aprecian taies diferencias en 

la uniôn maxima (Bmax) (Amano et al., 2003b). Por otro lado, una situaciôn bien diferente 
es la que ocurre en otras especies, como el lucio {Esox lucius), en el que la capacidad de 

uniôn en el cerebro aumenta a lo largo de la fotofase, hasta llegar a un mâximo al comienzo 

de la escotofase, descendiendo la Bmax a partir de este momento hasta un valor minimo 

durante la transiciôn oscuridad/luz (Gaildrat et al., 1998), y el carpin (Carasiuss auratus), en 

el que se han descrito ritmos diarios significativos en la densidad de receptores de 

melatonina con los valores més elevados durante la fotofase y los minimos al final de la 

fase oscura del fotociclo diario (ligo et al., 1994b, 2003b). En la lubina, al igual que en los 

salmônidos, no parecen existir diferencias significativas ni en la afinidad ni en la densidad 
de receptores a lo largo del ciclo luz/oscuridad en homogeneizados de cerebro completo 

(Bayarri et al., 2004a). Sin embargo, en esta misma especie, la retina neural si muestra 

diferencias diarias en la capacidad de uniôn de los sitios de uniôn de melatonina (Bayarri et 
al., 2004b).

El patrôn diario general de densidad de receptores de melatonina invertido respecto 

al ritmo endôgeno de melatonina circulante sugiere también para los peces, como se ha 

propuesto en los mamiferos, un mecanismo autorregulador inhibitorio de la melatonina 

sobre sus propios receptores. Pruebas a favor de esta hipôtesis se han presentado en un 

estudio realizado en el carpin, en el que tanto la pinealectomia como la exposiciôn a la luz 

continua anulan dicho ritmo diario (ligo et al., 1995), pero no ha sido corroborado para esta 

misma especie en un estudio posterior en el que las variaciones dia/noche de densidad se 

mantienen en animales expuestos a condiciones de oscuridad continua (ligo et al., 2003b). 

En la retina de la lubina las densidades més elevadas, paradôjicamente, se han medido 

durante la noche, sin embargo este resultado también apoya la hipôtesis de una regulaciôn 

inhibitoria de la propia melatonina sobre sus receptores, ya que en esta especie, y de forma 

excepcional dentro de los vertebrados, la sintesis de melatonina ocular se produce durante 

el dia (Sénchez-Vézquez et al., 1997). En el caso del lucio, las variaciones diarias en la 

densidad de receptores en el cerebro parecen estar reguladas por un reloj circadiano, ya 

que no se ven alteradas en condiciones de curso libre (peces mantenidos en DD o en LL) 

(Gaildrat et al., 1998).

En relaciôn con los cambios en la afinidad, en general los estudios realizados en los 

peces no muestran variaciôn diaria de dicho parémetro (Davies et al., 1994; ligo et al., 1994, 

2003; Amano et al., 2003b). Ùnicamente en el lucio (Gaildrat et al., 1998) y en el siluro
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{Silurus asotus, ligo et al., 1997b) la afinidad de los receptores muestra cambios dia/noche, 

aunque estos cambios de Kd son de pequeha magnitud en comparaciôn con los 

observados en los niveles circulantes de melatonina en dichas especies, por lo que su 

significado fisiolôgico es muy discutido. En la retina de la lubina (D. labrax) la afinidad 

también expérimenta cambios diarios, siendo maxima durante la escotofase y minima 

durante la fotofase (Bayarri et al., 2004b). Ya hemos mencionado que en esta especie el 

ritmo de sintesis de melatonina ocular esté invertido, de modo que las bajas densidades y 

baja afinidad por la melatonina cuando los niveles de esta son méximos (durante la 

fotofase) apuntan a una acciôn desensibilizadora por parte de la indolamina, sin 

descartarse, como hemos mencionado anteriormente, la presencia de un oscilador que 
contrôle los ritmos de expresiôn de los receptores de melatonina independientemente de los 

niveles de dicha hormona (Bayarri et al., 2004b).

3.4.2. CAMBIOS ESTACIONALES.
Se han descrito cambios estacionales en la uniôn especifica de 2-[‘'^®l]-Mel en la 

pars tuberalis de diferentes especies de mamiferos. La densidad de receptores de 

melatonina en la pars tuberalis del hémster europeo {Cricetus cricetus) aciimatado a 
condiciones naturales, es superior en primavera y verano, reduciéndose en invierno de 
forma significativa. Estos cambios son independientes de los niveles circulantes de 

testosterona (Skene et al., 1992), por lo que el grado de madurez sexual no influye 

aparentemente en la regulaciôn de la densidad de receptores de 2 -[^^®l]-Mel en la pars 

tuberalis hipofisaria en esta especie. Lo mismo sucede en otras especies de mamiferos, 

como en el visôn {Mustela vison) (Messager et al., 1997) y el erizo {Erinaceus europaeus). 

Ademés, en esta ultima, se ha comprobado que el nûcleo supraquiasmético carece de 

regulaciôn estacional en la densidad de receptores de melatonina (Gauer et al., 1993c).

El hecho de que en todas estas especies el descenso de la densidad de sitios de 

uniôn observado en la pars tut>eralis se correlacione con los periodos de inactividad sexual 

y con la hibernaciôn, sugiere que las acciones del fotoperiodo regulando funciones 

estacionales como la hipotermia y la reproducciôn podrian estar mediadas, al menos en 

parte, por los cambios en la densidad de receptores de 2 -[^^®l]-Mel en la pars tuberalis, no 

existiendo dicha regulaciôn en el nûcleo supraquiasmético, al menos en el erizo (Gauer et 

al., 1993a).

Apenas existen datos en relaciôn con cambios estacionales de los receptores de 

melatonina en vertebrados no mamiferos. Ùnicamente hay publicado un estudio en relaciôn 

con cambios en funciôn de la madurez sexual realizado por Amano y colaboradores (2003a)
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en el salmon masu {Oncorhynchus masou). En dicho trabajo se muestran variaciones 

significativas en la densidad de receptores de 2 - f  ̂ ®I]-Mel en el cerebro completo en funciôn 

de la madurez sexual de los peces, los machos précoces presentan densidades superiores 

a las encontradas en las hembras inmaduras, pero las densidades cuando los machos 
finalizan la freza vuelven a igualarse.

3.4.3. CAMBIOS EN LA ONTOGENIA.
Se han descrito cambios notables en la densidad de receptores de la pars distalis 

adenohipofisaria de la rata durante la ontogenia (Vanecek, 1988b) y con la edad (Laitinen et 

al, 1992). Tras el nacimiento se produce un descenso notable de la densidad, sin estar aûn 

aciarados ni los factores que inducen este descenso ni su significado fisiolôgico. Se ha 

interpretado que la reducciôn postnatal de los receptores de melatonina puede estar 

relacionada con los menores requerimientos de termorregulaciôn que demandan los 

individuos jôvenes respecto de los neonatos. No todas las regiones encefalicas modifican 

su densidad de receptores de melatonina con la edad. Asf, y a diferencia de lo que sucede 

en la pars distalis, las densidades de receptores en la pars tuberalis, en el nûcleo 

supraquiasmético y en el érea postrema de la rata no se modifican durante el desarrollo 

ontogénico (Laitinen et al., 1992). Una situaciôn similar ocurre en el hémster sirio 

{Mesocricetus auratus), en el que la densidad de receptores de melatonina disminuye en la 
pars distalis hipofisaria a lo largo del desarrollo postnatal, sin que se produzcan cambios de 

densidad en la pars tuberalis (Vanecek y Kosar, 1994). Sin embargo, y al contrario de lo que 

sucede en la rata, la densidad de receptores en el nûcleo supraquiasmético del hémster 

sirio disminuye tras el nacimiento (Duncan y Davis, 1993), coincidiendo este descenso con 

la desapariciôn del efecto encarrilador de la melatonina producido el dfa 6  postnatal (Grosse 

et al., 1996).

En vertebrados poiquilotermos la informaciôn disponible acerca de modificaciones 

en los receptores de melatonina en funciôn de la edad es muy limitada. Recientemente 

nuestro equipo de investigaciôn ha cuantificado los sitios de uniôn de melatonina en 

preparaciones de membranes de copas ôpticas y encéfalos complètes a lo largo del 

desarrollo ontogénico del anfibio anuro més comûn de la Peninsula Ibérica, la Rana perezi 

(Isorna et al., 2003). La densidad de receptores en ambos tejidos es muy baja en 

premetamorfosis (estado 24), pero incrementa de forma progresiva hasta ser 10 veces 

superior en el estado 40, a partir del cual disminuye ligeramente en estados posteriores 

hasta alcanzar el climax metamôrfico. Ademés, dichos receptores ya son funcionales en 
estos estados larvarios, como lo sugiere la reducciôn de la uniôn de 2-f^^l]-Mel por el
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anâlogo no hidrolizable del GTP, el GTPyS (Isorna et al., 2004a). Apoyando esta 

funcionalidad temprana del sistema hormonal de melatonina en los anfibios existen datos 

que demuestran una expresiôn ritmica de actividad AA-NAT desde fases muy tempranas 

del desarrollo (a partir del estado 25) en varias especies de anfibios anuros (Alonso-Gômez 

et al., 1994).

Existe un estudio en peces en el que se describen diferencias en la densidad de los 
sitios de uniôn de 2-f^®l]-Mel debidas a la edad. Los ejemplares juveniles de dorada 

{Sparus aurata) tienen densidades significativamente menores que los adultos (Falcôn et 

al., 1996b).

4. MODELOS IN VITRO PARA EL ESTUDIO DE LA TRANSDUCClÔN 

DE LA SENAL DE LA MELATONINA.
En base a los estudios realizados en numerosos tejidos, podemos afirmar que los 

efectos de la melatonina muestran unas caracteristicas comunes, como es el hecho de que 

estan mediados por receptores de elevada afinidad que se encuentran acoplados a 

proteinas G, siendo el intervalo de concentraciones efectivas entre 10'̂  ̂ y 1 0 '® M, muy 

similar a la afinidad de la uniôn de melatonina a sus receptores. Las vias de sehalizaciôn 

intracelular de la melatonina implican a segundos mensajeros intracelulares, el AMPc 

(Carlson et al., 1989; Morgan et al., 1989b; Vanecek y Vollrath, 1989), el GMPc, el [Ca^^j, el 

diaciiglicerol, la proteina kinasa 0 o el âcido araquidônico (Vanecek y Klein, 1992a y b; 
Vanecek y Vollrath, 1989, 1990; McArthur et al., 1997).

Puesto que se han identificado très subtipos diferentes de receptores de melatonina 

codificados por très genes distintos cabe esperar la existencia de diferentes vias de 

transducciôn utilizadas por esta serial neuroendocrina (Reppert et al., 1996b), pudiendo 

acoplarse a distintos efectores a través de diferentes proteinas G . Un ejemplo lo 

encontramos en el efecto inhibitorio de la melatonina sobre la acumulaciôn de AMPc 

inducido por forskolin, tanto a través de proteinas G  sensibles como no sensibles a la toxina 

pertûsica, en la pars tuberalis ovina (Morgan et al., 1990), habiéndose descrito cinco 

proteinas G  diferentes pertenecientes a la familia G /G o  sensibles a la toxina pertûsica, 

acopladas a seis sistemas de efectores diferentes (adenilato ciclasa, fosfolipasa 0 , canales 

de potasio, canales de calcio, canales de cationes sensibles a amilorida y canales de 

potasio sensibles al ATP) (Birnbaumer et al., 1990). En el caso de la fosfolipasa C, los 

receptores de melatonina de tipo ML1 pueden activar las cascadas de transducciôn de la 

serial de la melatonina mediante dos vias: a través de la estimulaciôn por la subunidad a 

activada (Brydon et al., 1999; Ho et al., 2001; MacKenzie et al., 2002), o bien, mediante la
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estimulaciôn de la fosfolipasa C por el dîmero py de las proteinas G (Godson y Reppert, 

1997; Gubitz y Reppert, 2000). La estimulaciôn de esta via conduce en ultimo término a la 

activaciôn de la proteina kinasa C (Witt-Enderby et al., 2001).

Diferentes modelos tisulares se han utilizado en el estudio de la transducciôn de la 
senal de la melatonina:

a) MELANÔFOROS DÉRMICOS DEANFIBIOS.

Los melanôforos dérmicos de anfibios constituyeron el primer sistema in vitro 

empleado para el estudio de los efectos de los indoles producidos por la glandula pineal. 

Lerner y colaboradores (1958 y 1959) desarrollaron el modelo de la piel de rana aislada 

para bioensayos de la sustancia producida por la glandula pineal, y finalmente consiguieron 
aislar la melatonina y caracterizar su estructura. Novales y colaboradores (1963) 

desarrollaron un modelo alternativo mediante el uso de melanôforos migrados a partir de 

expiantes de tubo neural de anfibios y cultivos de crestas neurales. Posteriormente se han 

utilizado los cultivos de células aisladas de la aleta caudal de larvas de Xenopus, asi como 

cultivos de melanôforos aislados (Seldenrijk et al., 1979; Fukuzawa y Ide, 1983). En estos 

modelos, la melatonina induce la agregaciôn de los grànulos de pigmento (melanina) en 

torno al nücleo (Lerner et al., 1959 y 1960; Case y Wright, 1960; Ebisawa et al., 1994), 

ejerciendo un potente efecto aciarador de la piel en estas especies. El aumento del AMPc 
intracelular es un estimulo suficiente para que se produzca la dispersiôn de los grénulos de 

pigmento, mientras que su descenso provoca la agregaciôn de los mismos (Sammak et al., 

1992). La melatonina inhibe el aumento de AMPc inducido por MSH, con inhibidores de la 

fosfodiesterasa o con forskolin, revirtiendo el oscurecimiento de la piel inducido por estos 

agentes (White et al., 1987; Daniolos et al., 1990). Este efecto se ha comprobado en 

diferentes tejidos y especies, no descartândose la implicaciôn del calcio y otros mensajeros 

intracelulares en este proceso. El hecho de que el efecto de la melatonina sea bloqueado 

por la adiciôn de la toxina pertüsica, demuestra que los receptores de melatonina 

implicados en esta acciôn estàn acoplados a proteinas G sensibles a la toxina (White et al., 

1987; Sugden, 1991). Por otro lado, este efecto de la indolamina sobre la pigmentaciôn es 

transitorio, se produce ûnicamente durante los primeros 20-30 minutos de tratamiento, 

transcurridos los cuales los melanôforos pierden sensibilidad a la melatonina y al cabo de 1- 

3 horas se produce de nuevo la dispersiôn (Rollag y Lynch, 1993).
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b) RETINA.

Dubocovich (1983) utilizô por primera vez este modelo para estudiar los efectos de 

la melatonina, describiendo la inhibicion que ejercen el indol y sus derivados sobre la 

liberaciôn de [^H]-dopamina. La liberaciôn esponténea de dopamina es muy baja, pero se 

estimula fâcilmente por despolarizaciôn, requiriendo la presencia de calcio en el medio 

extracelular (Dubocovich, 1983; Dubocovich y Hensler, 1986). La melatonina carece de 

efecto sobre la liberaciôn esponténea de dopamina, pero es un inhibidor muy potente de la 

liberaciôn inducida de dopamina, mostrando una IC50 en el intervalo de 1 0 '̂  ̂M (Dubocovich, 

1983). Se ha demostrado que la indolamina inhibe tanto el incremento de AMPc estimulado 

por dopamina o forskolin en cultivos de fotorreceptores procedentes de retinas embrionarias 
de polio (luvone y Gan, 1994, 1995), como su acumulaciôn inducida por forskolin en 

preparaciones de iris-cuerpo ciliar ocular del conejo (Osborne y Chidlow, 1994) y en el 

epitelio pigmentado retiniano humano y de rata (Nash y Osborne, 1995). Estos efectos se 

impiden con un pretratamiento con toxina pertüsica, lo que demuestra que esta acciôn de la 

melatonina se realize a través de receptores acoplados a proteinas G sensibles a dicha 

toxina. Estos mismos receptores acoplados a proteinas G sensibles a toxina pertüsica 

median la acciôn reguladora de la melatonina sobre la liberaciôn ritmica diaria de dopamina 

en cultivos de retina del carp in (Ribelayga et al., 2004).
El efecto regulador de la melatonina sobre la liberaciôn de dopamina es clave en la 

fisiologia de la visiôn. Como ya hemos comentado anteriormente, la dopamina ocular es 

liberada durante la adaptaciôn a la luz, actuando como mediador de numerosos procesos 

de la visiôn fotôpica (Djamgoz y Wagner, 1992). La inhibiciôn de su liberaciôn por 

melatonina estaria desencadenando la adaptaciôn de las funciones oculares a la oscuridad. 

Asi por ejemplo, en C. auratus, se ha comprobado que el efecto modulador de los 

movimientos de conos y bastones en las células horizontales producido por la melatonina 

endôgena se realize a través de receptores de la subfamilia D2 dopaminérgicos, ya que la 

adiciôn del antagoniste de estos receptores impide dicho efecto de la melatonina (Ribelayga 

et al., 2004).

c) PARS TUBERALIS.

Este modelo es muy reciente y se empezô a utilizer a partir del hallazgo en los 

mamiferos de una elevada densidad de uniôn de iodomelatonina en la pars tuberalis 

hipofisaria. La pars tuberalis forma parte de la adenohipôfisis, adyacente a la eminencia 

media hipotalàmica y se compone principalmente de dos tipos celulares, células granulares, 

ri cas en vesiculas electrodensas y similares a las células de la pars distalis, y células



I. INTRODUCCIÔN 38

neurosecretoras que presentan escasas vesiculas o carecen de éllas (Morgan et al., 1991), 

existiendo diferencias notables en la pars tuberalis de las diferentes especies de mamiferos. 

Asi, por ejemplo, el 15% de las células de la pars tuberalis son gonadotropas en la oveja 

(Tillet et al., 1990), mientras solo el 5% son positivas a LH/FSH en la rata (Gross, 1984).

Se ha sugerido que la pars tuberalis en los mamiferos puede estar implicada en la 

regulacion de funciones estacionales como la reproduccion (Wittkowski et al., 1988), siendo 

la diana de la melatonina en la regulacion estacional de la liberaciôn de prolactina, a pesar 

de que no sea responsable de la involuciôn gonadal regulada por gonadotropinas (Lincoln y 
Clarke, 1995; Maywood y Hastings, 1995).

La melatonina inhibe, a través de mecanismos dependientes de AMPc, la liberaciôn 

de distintas proteinas sintetizadas en la pars tuberalis ovina (Morgan et al., 1992), y es 

capaz de controlar la expresiôn génica de determinados factores de transcripciôn en esta 

misma regiôn cerebral (McNulty et al., 1994, 1996).

d) NÙCLEOSUPRAQUIASMÂTICO.
El nûcleo supraquiasmâtico es un modelo muy interesante para los estudios de la 

transducciôn de la melatonina como senal, ya que présenta una elevada concentraciôn de 

receptores de melatonina a lo largo del ciclo vital, desempehando un papel clave en el 

sistema circadiano de los vertebrados. El nûcleo supraquiasmâtico mantiene su ritmicidad 

circadiana en cultivo, conservando sus ritmos de actividad eléctrica y metabôlica durante 

dias e incluso semanas no sôlo en cultivos de expiantes de dicho nûcleo, sino también en 

neuronas dispersas del mismo (Shibata et al., 1992a y b; Welsh et al., 1995). La melatonina 

ejerce un claro efecto regulador de dicha ritmicidad (Shibata et al., 1989; Stehie et al., 

1989).

Las preparaciones de neuronas procedentes del nûcleo supraquiasmâtico de rata y 

de hâmster exhiben un ritmo de potenciales de acciôn espontâneos, con frecuencia mâxima 

hacia la mitad del dia subjetivo y minima durante toda la noche (Mason et al., 1987). La 

melatonina reduce dicha frecuencia de forma râpida y reversible (Shibata et al., 1989; 

Stehie et al., 1989; Mason y Rusak, 1990), efecto mediado por receptores acoplados a 

proteinas G sensibles a la toxina pertüsica (McArthur et al., 1997). Puesto que la frecuencia 

de actividad eléctrica espontânea se reduce en cultivos libres de calcio (Shibata y Moore, 

1987), los descensos en la concentraciôn intracelular del mismo podrian estar implicados en 

el mecanismo de acciôn de la melatonina sobre la tasa de descarga de las neuronas del 

nûcleo supraquiasmâtico. Ademâs de este efecto inhibitorio agudo, la melatonina también 

provoca cambios de fase en los ritmos de actividad eléctrica en cultivos de nûcleo
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supraquiasmâtico de rata y hâmster sirio cuando se administra durante las ventanas 

temporales de sensibilidad a la indolamina (Starkey et al., 1995; Weaber et al., 1996; 

McArthur et al., 1997).

Se han identificado dos regiones diferenciadas en el nücleo supraquiasmâtico: la 

ventrolateral, que recibe conexiones directes desde la retina a través del tracto 

retinohipotalâmico y que contiene predominantemente neuronas productoras de VIP; y la 

dorsomedial, que contiene células vasopresinérgicas (Moore, 1973; 1983; Cassone et al., 

1988b). La union de 2-f^®l]-Mel en el nücleo supraquiasmâtico del hâmster se produce 

predominantemente en la mitad rostral del nücleo y se extiende a lo largo de la zona 

mediolateral del mismo (Maywood et al., 1995). Por su parte, en su region caudal, la uniôn 

de iodomelatonina es mâs débil y restringida a la divisiôn media del mismo. La distribuciôn 

de la uniôn de iodomelatonina estâ estrechamente relacionada con la expresiôn del mRNA 

de la vasopresina. Con todos estos datos se puede suponer que los receptores de 
melatonina no se encuentran en las células retinorreceptoras del nücleo, sino que podrian 

encontrarse en las vasopresinérgicas que se han propuesto como candidatas a oscilador 

endôgeno.

El nûcleo supraquiasmâtico de los peces, aunque recibe aferencias de la retina, no 
parece representar un marcapasos central, como sucede en los mamiferos. Utilizando 

técnicas de hibridaciôn in situ y autorradiografia no se ha podido detectar expresiôn génica 

del receptor de melatonina ni sitios de uniôn a 2-f^^l]-Mel en dicho nûcleo de la trucha 

(Mazurais et al., 1999).

e) ARTERIA CAUDAL.

La melatonina induce contracciôn dosis-dependiente en segmentes de la arteria 

caudal distal, por lo que estos segmentes aislados pueden constituir un modelo ûtil para 

investigar receptores de melatonina. En ratas jôvenes las acciones vasoconstrictoras de la 

melatonina pueden estar desempehando un papel importante en los procesos de 

termorregulaciôn, ya que la melatonina produce una fuerte vasoconstricciôn directa en ratas 

de 4-5 semanas de edad, pero no en arterias procedentes de ratas adultas, si bien en 

presencia de un cierto tono inducido por fenilefrina si produce una pequeha respuesta 

vasoconstrictora en algunos vasos (Laitinen et al., 1992). Esta dependencia del efecto en 

funciôn de la edad se corresponde con la pérdida de sitios de uniôn de melatonina a lo largo 

del desarrollo postnatal observada en las arterias caudal y cerebral anterior (Laitinen et al., 

1992).
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f) ÜNEAS CELULARES TRANSFECTADAS.

La clonaciôn de los receptores de melatonina ha permitido el estudio de las vi'as de 

transducciôn de la melatonina en células transfectadas con los genes de los receptores de 

la indolamina. En la linea celular NIH 3T3, que expresa de forma astable los receptores 
humanos, MTi y MT2, se ha podido demostrar que el receptor de melatonina se encuentra 

acoplado a proteinas G /G o  e inducen la inhibiciôn de la adenilato ciclasa (Reppert et al., 

1995b; Godson y Reppert, 1997). En estas mismas lineas celulares se ha determinado que 

el receptor MTi es capaz de activer ademas otros sistemas de segundos mensajeros, como 

la hidrôlisis de los fosfoinositidos potenciando la acumulaciôn de inositol trifosfato inducida 

por prostaglandina F2a (PGF2a), asi como la liberaciôn de araquidonato inducida por PGF2a 

o por ionomicina, siendo ambos efectos sensibles a la toxina pertüsica (Godson y Reppert, 

1997).

Este modelo résulta idôneo al permitir la obtenciôn de una poblaciôn homogénea de 

células que expresan receptores de melatonina, lo que no sucede con células naturales. No 

obstante, hay algunos inconvenientes, como es la posibilidad de que receptores 

sobreexpresados puedan acoplarse con otros efectores distintos de los que se dan en 

condiciones fisiolôgicas. Otra desventaja puede deberse a que las células transfectadas 

sôlo tienen la maquinaria de la linea celular empleada y, en consecuencia, podria perderse 

algün mecanismo de transducciôn importante para la funciôn de la melatonina. Por tanto, 
los resultados obtenidos mediante el empleo de esta técnica deben interpretarse con 

cuidado. Como alternativa a las lineas celulares transfectadas, se han utilizado ovocitos de 

Xenopus inyectados con el mRNA de distintos subtipos de receptores.
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La melatonina es una neurohormona utilizada por los vertebrados como mensajero 

transductor de informaciôn ambiental, que interviene en la sincronizaciôn de numerosas 

funciones rîtmicas diarias y estacionales. La mayorîa de las funciones ritmicas en las que 

participa la melatonina estân mediadas por receptores de membrana especificos para esta 

indolamina, si bien el conocimiento que tenemos en la actualidad de estos receptores 

procédé de estudios realizados principalmente en los mamiferos, existiendo muy pocos 

datos en vertebrados ectotermos. En los ùltimos ahos, nuestro equipo de investigaciôn ha 

centrado su actividad en el estudio de distintos aspectos de la regulacion ambiental y 
endôgena de la producciôn de melatonina, tanto en peces como en anfibios.

Una de las especies que, en los ùltimos ahos, venimos utilizando en nuestro grupo 

de investigaciôn de la Universidad Complutense es la tenca {Tinca tinca), ciprinido de 

interés comercial en acuicultura, y de la que nuestro equipo posee una abondante 

informaciôn sobre varios aspectos bâsicos de su fisiologia. La tenca es un teleôsteo 

nocturne que muestra una marcada ritmicidad diaria y estacional, que le configura como un 

modelo idôneo para el estudio del papel de la melatonina como sincronizador de funciones 
ritmicas en los peces, y del que no existe informaciôn previa en este tema. Por tanto, el 
objetivo global de la présente Tesis Doctoral ha sido la localizaciôn y caracterizaciôn de los 

receptores de melatonina en esta especie, mediante ensayos de radioligando, utilizando 

como herramienta un ligando de elevada afinidad y especificidad, la 2-["'^ l̂]-Mel.

El primer objetivo concreto que nos planteamos, y con el fin de identificar los tejidos 

diana para la melatonina en esta especie, fue la localizaciôn de posibles sitios de uniôn de 

2-[^^®l]-Mel, y su cuantificaciôn, tanto en tejidos centrales como periféricos.

Una vez conocida la distribuciôn de los sitios de uniôn de melatonina en la tenca, a 

continuaciôn nos propusimos realizar la caracterizaciôn bioquimica de la uniôn del 

radioligando mediante ensayos de saturaciôn, estudios cinéticos y anâlisis farmacolôgicos 

en retina neural y techo ôptico, como prototipos de dianas centrales para la melatonina, y en 

el corazôn y el rihôn, como modelos mâs apropiados de dianas periféricas.

Teniendo en cuentra el marcado perfil ritmico diario y estacional que muestra la 

melatonina en la prâctica totalidad de las especies investigadas, el siguiente objetivo a 

désarroilar fue investigar la evoluciôn temporal de los receptores de melatonina. En 

concreto, estudiamos los ritmos diarios y estacionales de la densidad de sitios de uniôn, con 

el fin de averiguar si existe una posible correlaciôn con la producciôn ritmica de esta 

indolamina en esta especie. Realizamos ensayos de uniôn a lo largo de ciclos completes de 

24 horas en cada una de las estaciones del aho, y analizamos los ritmos dia-noche de la
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densidad de los receptores de melatonina, y la varlaciôn de su afinidad en diferentes tejidos 

centrales y periféricos de la tenca. Dicha ritmicidad diaria podria estar determinada por un 

oscilador endôgeno, o por el contrario depender simplemente de las condiciones ritmicas 

ambientales. Para distinguir cual de estas dos posibilidades tiene lugar en la tenca, 

realizamos ensayos de uniôn en animales sometidos a condiciones de oscuridad constante 

durante varios ciclos diarios, evaluando la respuesta de los receptores.

Conociendo el papel clave desempenado por factores ambientales en el control de 

los ritmos de melatonina, nos propusimos estudiar la posible regulaciôn del ritmo diario de 

receptores de melatonina en la tenca por parte de dos factores exôgenos principales, la luz 

y la temperatura, para lo cual abordamos varios disehos expérimentales en la retina neural 

y en el techo ôptico, areas implicadas en la percepciôn e integraciôn de la senal 

fotosensorial, respectivamente.

Por un lado nos planteamos determinar si la intensidad luminica recibida por los 

animales es capaz de provocar cambios tanto de densidad, como de afinidad de los sitios 

de uniôn de 2-f^®l]-Mel. Para ello, en primer lugar, realizamos ensayos de uniôn en 

animales expuestos a dos intensidades luminosas distintas durante la fotofase. En segundo 

lugar, estudiamos el efecto agudo de un puiso de luz de distintas intensidades y de sôlo una 

hora de duraciôn aplicado en mitad de la escotofase, a fin de averiguar en qué medida es 

capaz de modular la densidad y afinidad de los receptores de 2 - f  ̂ ®I]-Mel en la retina neural 

y el techo ôptico.

Por otro, estudiamos el papel de la temperatura del ensayo sobre el mecanismo de 
uniôn del radioligando a su receptor. Para lo cual, a partir de una ünica preparaciôn de 

membranas de retina neural, techo ôptico y rihôn, se llevaron a cabo ensayos de saturaciôn 

y cinéticos a très temperatures distintas: 15, 25 y 30°C. La sensibilidad térmica de las 

constantes de asociaciôn y disociaciôn asi obtenidas se estimé a partir de los coefi ci entes 

de temperatura Qio.
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1. MATERIALES.

1.1. Productos.
a) Reactivos.
- Acido clorhidrico (0317, Merck)

- Albumina sérica bovina (A-7030, Sigma)

- Cloruro magnésico (M-9272, Sigma)

- EGTA (E-4378, Sigma)

- Etanol (0003, Scharlau)

- Hidroxido sodico (6498, Merck)

- Pararrosanilina (P-7632, Sigma)

- Reactive de Folin-Ciocalteau (251567, Panreac)

- Sulfato CLiprico (52367, Probus)

- Sulfato sodico (131716, Panreac)

- Tartrato sôdico-potàsico (8087, Merck)

- Trizma base (T-1503, Sigma)

b) Farmacos.
- N-acetil-5-hidroxitriptamina (A-1824, Sigma)

- N-acetil-5-metoxitriptamina (M-5250, Sigma)

- 6 -cloromelatonina (C-0331, Sigma)

- 2-fenilmelatonina (0680, Tocris)

- 5-hidroxitriptamina (H-7752, Sigma)

- 2-iodomelatonina (1-1899, Sigma)

- Luzindol (L-2407, Sigma)

- Metanosulfonato de tricaina (MS-222) (A-5040, Sigma)

- 5-metoxicarbonilamino-N-acetiltriptamina (GR 135531) (0896, Tocris)

- 5-metoxi-N-ciclopropanoiltriptamina (0766, Tocris)

- 5’-0-(3-tiotrifosfato) de guanosina (G-8634, Sigma)

- 4-fenil-2-propionamidotetralina (1034, Tocris)

c) Radioligandos.

- 2-f^^lj-Melatonina (Amersham International, Buckinhamshire, UK)
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1.2. Instrumental.
-  Agitador multitubos (Corning, modelo 4010)
- Balanzas de precision (Sartorius 1405 y Sauter 404)

- Baho de ôrganos termostatizado (Unitronic, modelo 320 OR)

- Bomba de aspiracion A-35 (Eyela, Tokio Rikakikai, Japon)

- Camara fotografica (Canon, modelo EOS 300)

-  Campana extractora

- Centrifuga refrigerada (Sorvall Instruments, modelo RC5C)

- Congelador a -25°C (Liebherr) y -80°C (Forma Scientific 823)

- Contador gamma (Perkin Elmer Lifesciences, modelo Wallac Wizard 1470)
- Dispensador de comida 24 h (Modelo “clockwork”, Corelsa)

- Espectrofotometro (Spectronic 1201, Milton Roy)

- Filtros de fibra de vidrio (cat. N° APFC02500, Millipore)

- Guillotina

- Homogeneizadores tipo potter

- Lupas binoculares

- Material de disecciôn

- Microcentrlfuga (Heraeus, modelo Biofuge 13)

- pH metro (Orison, modelo GLP 21)

- Pipetas automaticas (Gilson y Biohit)

- Sistema de filtraciôn (Millipore, modelo 1225)

- Sonicador (Dr. Hielscher GmbH UP-50H, Biogen Cientifica)

1.3. Material biologico: obtenciôn y mantenimiento.
Los animales utilizados para la realizaciôn del trabajo experimental son de la 

especie Tinca tinca (tenca), perteneciente al Orden Cipriniformes, Familia Ciprinidae y a la 

Subfamilia Leuciscinae.

Los ejemplares de T. tinca fueron suministrados por la piscifactoria “Ipescôn” 

(Salamanca) y por el Centro Nacional de Ciprinicultura “Vegas del Guadiana” (Badajoz). Los 

animales, machos y hembras adultos de 15-20 centimetres de longitud y 80-150 gramos de 

peso corporal, se mantuvieron en las instalaciones habilitadas para el mantenimiento de 

peces en el campo de practices de la Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agronomes 

(ETSIA) de la Universidad Politécnica de Madrid, en tangues de 5 m ,̂ dotados de sistemas 

de aireaciôn y renovaciôn continua de agua. Los peces estuvieron expuestos a condiciones 

naturales de fotoperiodo y temperatura.
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La alimentaciôn se realize a base de pienso granulado para peces (Dibaq, Diprotec). 

La comida (1% del peso corporal/dia) se administraba ininterrumpidamente durante las 24 h 

del dia mediante un comedero que libera al agua de forma continua cantidades 

homogéneas de pienso, lo que permite el facil acceso de los animales al alimente segûn 
sus necesidades. Este dispositive era puesto en funcionamiento una vez al dia, ya que el 

mecanismo de liberaciôn de comida funciona hasta un maxime de 24 h, tras las cuales debe 

de ponerse nuevamente en funcionamiento.

Los animales se aciimataron a estas condiciones générales durante al menos très 

semanas antes de ser utilizados en cada une de los expérimentes. En algunos disehos 

expérimentales se modificaron estas condiciones, en cuyo case se especificarâ en cada 

expérimente concreto.

2. MÉTODOS.

2.1. Obtenciôn de muestras.
Los animales fueron decapitados por detrâs del opercule, procediéndose 

inmediatamente después a la extracciôn de los diferentes tejidos centrales y periféricos.

2.1.1. ENCÉFALO.
Mediante unas tijeras de disecciôn se realizan dos certes longitudinales hacia la 

parte anterior de la cabeza, desde cada une de los dos forémenes de los que dispone el 

craneo de estos animales. De este modo se levante la parte dorsal del créneo, pudiéndose 

accéder de forma directa al encéfalo. Mediante la ayuda de una lupa binocular se separan 

las distintas regiones encefâlicas siguiendo las lineas indicadas en la Fotografia 3.

2.1.2. DISECCIÔN DEL TEJIDO OCULAR.
Con ayuda de unas tijeras curves de cirujia, se extraen los globos oculares con la 

menor cantidad de tejido extraocular externe posible y se sumergen en el tampôn de 

ensayo (véase el apartado 2.2). Posteriormente y bajo la lupa binocular se limpia de forma 

individuel cada globo ocular del reste de tejido extraocular. Para la separaciôn de los 

diferentes tejidos oculares, se realize una incisiôn circuler a nivel de la ora serrata 

(Esquema 7) mediante la ayuda de unas tijeras de iridectomie, lo que nos permite retirar la 

côrnea y el iris, que son inmediatamente separados. De la copa ôptica restante, a 

continuaciôn, se extraen el cristalino y el humor vitreo, quedando visible la retina neural y el 

epitelio pigmentado, que se separan con ayuda de unas pinzas finas. Se congelan en seco
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a) b)

/TO
Tel Ro

Hi

VISTA DORSAL CORTE SAGITAL

Fotografia 3. a) Lineas de corte para la separaciôn de tejidos encefalicos en T. tinca. 1. 
Telencéfalo; 2. Techo ôptico; 3. Rombencéfalo. b) Corte del encéfalo de un teleôsteo 
Bayarri et al., 2004a): Di: Diencéfalo; Hi: Hipôfisis; Tel: Telencéfalo; TO: Techo ôptico; Ro: 
Rombencéfalo.

en CO2 sôlido el iris, la retina neural y el epitelio pigmentado y se conservan a -80°C hasta 
su procesado posterior.

2.1.3, TEJIDOS PERIFÉRICOS.
Para la obtenciôn de los ôrganos periféricos, se realiza una incisiôn longitudinal a lo 

largo de la linea media ventral del pez, accediendo de este modo al abdomen. Se extraen 
de forma separada los rihones, el corazôn, el tubo digestivo completo, que se divide en très 
segmentes, anterior, medio y posterior, las gônadas, el bazo, el higado, y una muestra de 

mûsculo esquelético de la zona dorsal. Las branquias y las muestras de piel se extraen 

directamente de la cabeza del animal.

Todos los tejidos se congelan inmediatamente en seco en CO2 sôlido en tubos 
eppendorf de polipropileno de 1,5 ml, conservandose a -80°C hasta la posterior valoraciôn 

de sitios de uniôn de melatonina.
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CIRCULAR

NO

CC

Esquema 7. Diagrama de un corte sagital del globo ocular. CC: Cuerpo ciliar; Co: Cornea; 
Cr: Cristalino; Ir: Iris; NO: Nervio ôptico; Ret: Retina.

2 .2. Preparaciôn de las membranas biolôgicas.
Para la preparaciôn de las membranas biolôgicas (Esquema 8 ), los tejidos son 

sonicados en el tampôn de ensayo (pH 7,4) cuya composiciôn es la siguiente:

- Trizma base 50 mM
- Cloruro magnésico 5 mM
- EGTA 1 mM

El pH se ajusta a 7,4 mediante la adiciôn de HCI 12 N.
Los volumenes en los que se homogeneiza cada tejido son:

- Retina neural, iris y distintas regiones encefâlicas e hipôfisis: 400 pi de tampôn 

de ensayo.
- Rihôn, branquias, tubo digestivo, corazôn, higado, bazo, testiculo, ovario, 

mûsculo y piel: 800 pl de tampôn de ensayo.

Tras conseguir la homogeneizaciôn del tejido mediante sonicaciôn (a 4°C y al 50% 

de la salida a 25 w), se realiza una centrifugaciôn a baja velocidad (800 g) durante 10 
minutos, con el fin de precipitar el elevado contenido de granules de pigmento que
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presentan estos tejidos y que interfieren en el ensayo aumentando la union Inespecifica 

(isorna et al., 2004a).

Muestras

800 g, 5-10' Sobrenadante 3 veces Precipitado

16000 9  10 min Reconstituir y 
6 conservar

44000 9  25 min a -80°C

Esquema 8. Procedimiento general para la preparaciôn de la soluciôn de membranas 
plasmâticas a partir de diferentes tejidos de Tinca tinca.

El sobrenadante es de nuevo centrifugado, la velocidad de centrifugaciôn y el tiempo difiere 

dependiendo de los tejidos;

- Retina, iris, hipôfisis y diferentes areas encefâlicas: 16000 g, 10 min.
- Rihôn, branquias, tubo digestivo, corazôn, higado, bazo, testiculo, ovario, 

mûsculo y piel: 44000 g, 25 min.

Tras la centrifugaciôn, se eliminan los sobrenadantes y los precipitados se vuelven a 
reconstituir en los siguientes volûmenes de tampôn de ensayo:

- Retina, iris y encéfalo: 400 pl de tampôn.
- Rihôn, branquias, tubo digestivo, corazôn, higado, bazo, testiculo, ovario, 

mûsculo y piel: 1 ml de tampôn.

El proceso de lavado se vuelve a repetir dos veces. Tras el ûltimo lavado, los 

precipitados se reconstituyen en diferentes volûmenes de tampôn de ensayo, dependiendo 

del tejido:

- Retina: 200 pl/par de retinas.

- Iris: 100 pl/10 iris.

- Hipôfisis: 100 pl/10 hipôfisis.

- Distintas regiones encefâlicas: 100 pl/regiôn.
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, - Rihôn, branquias, tubo digestivo, corazôn, higado, bazo, testiculo, ovario, 

musculo y piel: 2 0 0  pl de tampon.

A continuaciôn se reservan las siguientes cantidades de los extractos de 

membranas para la determinacion del contenido de proteinas:

- Retina, iris y regiones encefâlicas: 5 pl (contienen aproximadamente 10-25 pg 

prot). V

- Rihôn, branquias, tubo digestivo, corazôn, higado, bazo, testiculo, ovario, 

musculo y piel: 7 pl (contienen aproximadamente 50-100 pg prot).

El resto de volumenes de los extractos se congela a -80°C hasta la posterior 

cuantificaciôn de los sitios de uniôn para melatonina.

2.3. Técnicas analiticas.
2.3.1. PRINCIPIO DE ENSAYO DE RADIOLIGANDO (ERU

Para que una proteina pueda ser considerada como un receptor de un mensajero 

quimico, debe cumplir una serie de propiedades que vienen determinadas principalmente 

por la baja concentraciôn de mensajero. Un receptor debe presenter:

- Elevada afinidad por el ligando, es decir, el receptor puede unir el mensajero incluso 

cuando este se encuentra a concentraciones muy bajas.

- Elevada especificidad por el ligando, asi como una baja tendencia a unirse a otro tipo de 

molécules.

- Baja capacidad, es decir, que la cantidad de receptores en el tejido sea baja.

- Finalmente, la distribuciôn del receptor deberia corresponderse con los tejidos diana 

conocidos para el mensajero, asi como relacionarse con algun efecto biolôgico conocido 

(Gomperts et al., 2002).

Algunos mensajeros extracelulares pueden unirse in vitro a ciertas proteinas 

diferentes de sus receptores especificos, especialmente en homogeneizados de células o 

tejidos, donde la ruptura de la arquitectura de la célula facilitaria la exposiciôn al ligando de 

sitios de uniôn potenciales que en condiciones in vivo no se encuentran accesibles para el 

mismo. Este hecho résulta de vital importancia a la hora de distinguir entre una union 

especifica, que muestra elevada afinidad y baja capacidad de uniôn (es decir, 

concentraciones relativamente bajas de ligando similares a las concentraciones endôgenas
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son suficientes para saturar al receptor), y la union inespecifica, con baja afinidad y 

elevada capacidad de union. Estos sitios de union inespecifica no se saturan hasta que son 

expuestos a concentraciones muy elevadas de ligando, muy superiores a las 

concentraciones fisiolôgicas. Para medir la union especifica se dispone en la actualidad de 

ligandos marcados radiactivamente, gracias a los cuales se puede determinar la capacidad 

de union total de una célula o de un tejido. La union inespecifica se détermina tras la adiciôn 

al tejido del ligando marcado junto con un exceso de ligando no marcado radiactivamente, 

que desplazarâ selectivamente al ligando marcado de su uniôn al receptor especifico 

(Gomperts et al., 2002). La diferencia entre la uniôn total (tejido con radioligando sôlo) y la 

uniôn inespecifica (tejido con exceso de ligando no marcado) nos permite estimar la uniôn 

especifica (Grâfica 1).

El procedimiento grafico comûnmente utilizado para calcular tanto la afinidad de un 

receptor por su ligando como la densidad de receptores es el anàlisis de Scatchard, 

relaciôn empleada por primera vez por G. Scatchard (1949). A pesar de que el método 

implica ciertas presunciones a la hora del manejo de los datos, proporciona informaciôn 

sobre la afinidad (pendiente de la recta), numéro de receptores (intersecciôn con el eje y), 

asi como el numéro de sitios de uniôn distintos présentes en la muestra (linea recta cuando 

hay un ûnico sitio de uniôn, frente a una grafica curvilinea cuando hay mâs de uno).

#  Uniôn especifica
A  Union total
V  Uniôn inespecifica

-i---------- 1----------1---------- 1---------- r
100 200 300 400 500 600 700

2-["^l]-IVIel (pM)

Grâfica 1. Determinaciôn de la uniôn especifica e inespecifica de melatonina usando como 
radioligando 2-[^^^l]-Melatonina. La uniôn inespecifica no se ve afectada por la cantidad de 
ligando ahadido, ya que los sitios de uniôn inespecifica presentan una elevada capacidad. 
La uniôn inespecifica se détermina ahadiendo un exceso de melatonina no marcada, con el 
fin de desplazar la uniôn especifica. La diferencia entre la uniôn observada sin o con exceso 
de ligando no marcado, se define como la uniôn saturable o especifica.
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Para el anâlisis de Scatchard, se debe asumir que el ligando se une de forma 

reversible a su receptor, dando lugar a un equilibrio quimico entre la forma libre [L] y el 

complejo ligando-receptor [LR]:

K.1
[L] + [R] [LR]

ligando libre receptor desocupado K_i ligando unido = receptor ocupado

La velocidad de la asociaciôn del ligando al receptor se define como la tasa de 

asociaciôn, K+i, mientras que la tendencia a disociarse del complejo ligando-receptor se 

describe como la tasa de disociaciôn, K.i, En el equilibrio;

K .i[L ][R ] =  K .i[L R ]

que puede expresarse como:

M5) = ^  = Kd
[LR ] K .,

donde kd représenta la constante de disociaciôn, siendo la inversa de dicha constante, la 
constante de asociaciôn:

1
Kd=

Ka

Por tanto:

K ,=
[L][R]

Si un numéro fijo de receptores se incuban con concentraciones crecientes de 

ligando, el numéro de receptores ocupados también se incrementarâ hasta que todos los 

receptores présentes formen complejo con el ligando (100 % de uniôn ô saturaciôn). En la 

saturaciôn, el numéro de moléculas de ligando unidas, se iguala al numéro de receptores 

disponibles, por lo que el cociente de ligando unido y ligando libre, se aproxima a cero. Si se 

représenta el cociente unido/libre para cada réplica del ensayo frente a la concentraciôn de 

ligando unido, la teôrica linea recta que résulta intercepta con el eje de ordenadas de la 

grâfica en un punto que define el numéro total de receptores o la capacidad mâxima del 

receptor (Bmax). Esta grâfica se conoce como representaciôn de Scatchard (Grâfica 2). 

La pendiente de la linea en la representaciôn de Scatchard es igual al valor negativo de la 

Ka (-1/Kd ). Por tanto, conociendo ûnicamente el ligando unido y el cociente entre ligando
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unido y libre, se puede extrapolar el numéro de receptores y la constante de asociaciôn de 
un receptor (Gomperts et al., 2002).

cr:
_J

LR (fmol/mg prot)

Grâfica 2. Representaciôn de Scatchard para la determinaciôn de receptores. LR, ligando 
unido; L, ligando libre.

En ocasiones las representaciones de Scatchard no rinden una linea recta sino mâs 

bien una linea curva côncava. La explicaciôn mâs com un es que existen en la muestra 

varios sitios de uniôn con distinta afinidad. Para estas ocasiones existen métodos 

matemâticos que permiten cuantificar por separado la cantidad y afinidad de cada uno de 

estos distintos tipos de sitios de uniôn.

2.3.1.1. PROCEDIMIENTO GENERAL DEL ENSAYO.

El ensayo se realiza en un volumen total de 50 pl conteniendo el tampôn de ensayo 

(apartado 2 .2 ), la suspensiôn de membranas plasmâticas, el radioligando 

(2-f ̂ ®l]-Melatonina, 2000 Ci/mmol) y melatonina (1 pM) en el caso de las réplicas en las que 

se valora la uniôn inespecifica y careciendo de esta en los tubos en los que se va a 

cuantificar la uniôn total. Los tiempos de incubaciôn varian dependiendo del tejido empleado 

asi como del tipo de ensayo a realizar, ya sea de saturaciôn, cinético o farmacolôgico, 

cuyas condiciones se indican con detalle en cada apartado correspondiente de la présente 

Memoria. Transcurrido el tiempo de incubaciôn se detiene la reacciôn mediante la adiciôn 

de tampôn de ensayo (750 pl) a 4°C e inmediatamente se realiza la separaciôn de la 

fracciôn libre del radioligando de la unida al receptor mediante un procedimiento de filtraciôn 

(filtros de fibra de vidrio, Millipore APFC). A continuaciôn se lavan nuevamente los filtros con 

4 ml de tampôn de ensayo a 4°C, se recogen los filtros y se introducen en viales para el 

reçuento de la radiactividad unida a las membranas que quedan retenidas en el filtro.
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2.3.1.2. CURVAS PE SATURACION.
Con el fin de conocer la afinidad y la capacidad maxima de union de los receptores 

présentes en las suspensiones de membranas obtenidas en cada uno de los tejidos 

empleados en la presente Memoria, asi como para para ayudarnos a discernir entre las 

diferentes families de receptores se realizan las curves de saturaciôn, que a su vez nos 

permiten conocer las concentraciones ôptimas de radioligando que deben emplearse en 

ensayos posteriores. El procedimiento estandar es el siguiente:

- Los ensayos se realizan a 25°C y su duraciôn es de 90 minutos.

- El volumen total en el que se realizan los ensayos es de 50 pl, conteniendo:

- Retina, iris, epitelio pigmentado y techo ôptico:

Tampôn de ensayo 

Melatonina (1 pM) 
Tejido

Radioligando

NSB
2 0  pl 

5 pl

5 pl (5-50 pg prot.) 

2 0  pl

UNION TOTAL
25 pl

5 pl (5-50 pg prot.) 

2 0  pl

Corazôn:

Tampôn

Melatonina (1 pM) 

Tejido

Radioligando

NSB
18 pl 

5 pl

7 pl (20-50 pg prot.) 

2 0  pl

UNION TOTAL
23 pl

7 pl (20-50 pg prot.) 

2 0  pl

Rinôn:

Tampôn 

NAS (10 pM) 

Tejido

Radioligando

NSB
18 pl 

5 pl

7 pl (50-150 pg prot.) 

2 0  pl

UNION TOTAL
23 pl

7 pl (50-150 pg prot.) 

2 0  pl
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Para cuantificar la union inespecifica se utilize la melatonina (1 pM) en el caso de la 

retina, techo ôptico, iris y corazôn, y la N-acetil serotonina (NAS, 10 pM) en el caso del 

rihôn.

El intervalo de concentraciones de radioligando (2 -[^^®l]-Mel) utilizadas varia 

dependiendo del tejido en el que se realiza el ensayo:

Retina neural, techo ôptico, iris y corazôn 

Rihôn

5-300 pM 

15 pM-1,5 nM

- El resto del ensayo se realiza como se indica en el procedimiento general del ensayo 

(apartado 2.3.1.1).

2.3.1.3. ENSAYOS CINÉTICOS.
Con objeto de determinar las cinéticas de asociaciôn y disociaciôn de la 2-l-Mel a su 

receptor, se realizan ensayos cinéticos en diferentes tejidos centrales y periféricos de la 

tenca.

Los ensayos se realizan a distintas temperaturas (4°C, 15°C, 25°C y 30°C), 
dependiendo del experimento y tejido utilizado, y en un volumen total de 50 pl. El 

radioligando utilizado es la 2-f^®l]-Mel a concentraciones de 150 ô 300 pM, dependiendo de 

si el ensayo se realiza en retina, techô ôptico y corazôn o si se lleva a cabo en el rihôn, 
respectivamente. Una vez alcanzado el equilibrio en la cinética de asociaciôn, se ahade Mel 

(1 pM) o NAS (10 pM) a concentraciones capaces de desplazar el radioligando unido y de 

este modo poder caracterizar la disociaciôn del radioligando de su receptor, valorandose a 

diferentes tiempos tras su adiciôn. Los tiempos en los que se extraian las muestras son los 

siguientes:

TEJIDO

Retina (15°C)

Retina (25°C)

Retina (30°C)

Techo ôptico (15°C) 

T echo ôptico (25°C) 

T echo ôptico (30°C) 

Rihôn (4°C)

Rihôn (25°C)

ASOCIACIÔN (minutos)

20 - 480 

10-240 

6-240 

20 - 480 

10-240 

6-240 

2  - 600 (seg) 

10-240

DISOCIACIÔN (minutos)

30- 1450 

15-540 

10-500 

30-1620 

15-540 

10-500 

3-100 (seg) 

15-2500
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2.3.1.4. ENSAYOS FARMACOLÔGICOS.
Con el fin de caracterizar los receptores de melatonina detectados en la tenca, se 

procédé a la realizaciôn de ensayos farmacolôgicos tanto en tejidos centrales como 

periféricos.

Los ensayos se realizan a 4®C ô 25°C, segûn el tejido utilizado, en un volumen total 

de 50 pl. Se utiliza como radioligando la 2-f^^l]-Mel a concentraciones de 150 pM en el caso 

de la retina, techo ôptico y el corazôn, y en el caso del rihôn 300 pM. La uniôn inespecifica 

se valora mediante la adiciôn de melatonina (1 pM) en los ensayos con retina, techo ôptico 

y corazôn, o NAS (10 pM), en el caso del rihôn. Los fàrmacos empleados asi como las 

concentraciones respectives son las siguientes:

FARMACO INTERVALO DE CONCENTRACIONES

NAS 30 nM - 30 pM

6 -cloromelatonina 100 pM - 30 nM

2 -fenilmelatonina 3 pM -1 nM

2 -iodomelatonina 3 pM - 30 pM

Lucindol 30 nM - 10 pM

Melatonina 300 pM - 100 pM

5-metoxicabonilamino-N-acetiltriptamina 300 pM - 30 pM

5-metoxi-N-ciclopropanoiltriptamina 100 pM-30 nM

4P-PD0T 10nM-10pM

Guanosina-5’-0-(3-tiotrifosfato) 30 nM - 100 pM

Para cada concentraciôn, se realiza la determinaciôn por triplicado.

2.3.2. DETERMINACIÔN DE PROTEINAS.

Se utiliza el método descrito por Lowry y colaboradores (1951), que describimos 

brevemente a continuaciôn.

a) Reactivos.

- Tartrato Na-K (2%): 2 g en 100 ml de H2 O.

- CUSO4  (1%): 1 g en 100 ml de H2 O.

- Soluciôn B: NaOH (1 g) + Na2C03 (5 g) en 250 ml de H2 O.

- Soluciôn C: 1 ml CUSO4  (1%) + 1 ml Tartrato (2%) en 100 ml de soluciôn B.
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b) Procesado de las muestras.
- Retina, iris, epitelio pigmentado, telencéfalo, diencéfalo, techo ôptico y 

rombencéfalo:
• Sonicar el extracto de membranas obtenido segûn se describe en el apartado

2 .2 , en 1 0 0  pl de tampôn de ensayo.

• Pipetear 5 pl del homogeneizado para el ensayo.

- Tejidos periféricos:
■ Sonicar el extracto de membranas (apartado 2 .2 ) en 2 0 0  pl de tampôn de 

ensayo.

• Pipetear 7 pl del homogeneizado para el ensayo.

c) Procedimiento.
- Ahadir 1,25 ml de la soluciôn C al extracto de membranas obtenido segûn el 

procedimiento descrito en el apartado 2 .2 .

- Agitar e incubar 15 minutos a 30°C.

- Ahadir 0,125 ml de reactivo Folin:H2 0  (1:1).
- Agitar e incubar 30 minutos a 30°C.

- Lectura de la absorbancia a 750 nm.

- Patrôn de seroalbûmina bovina (BSA) en el intervalo 5-100 pg.

2.4. Disenos expérimentales.
2.4.1 DISTRIBUCIÔN Y DENSIDADES RELATIVAS DE LOS SITIOS DE UNION DE 
2-r̂ ^^n-MEL EN TEJIDOS CENTRALES Y PERIFÉRICOS DE Tinca tinca.

Tencas adultas de aproximadamente 50 g de peso corporal, aciimatadas durante 30 

dias a condiciones naturales de fotoperiodo y temperatura (11L:14D y 14°C) se sacrificaron 

en mitad de la fase luminosa del fotociclo diario.

Con el fin de conocer la distribuciôn de los sitios de uniôn de 2 -f^^lj-Mel en la tenca, 

asi como para poder investigar qué tejidos ofrecen las condiciones mas adecuadas para su 

estudio en profundidad, se procediô a hacer una valoraciôn de la densidad de los sitios de 

uniôn en diferentes tejidos centrales y periféricos de esta especie. En la copa ôptica se 

valorô la densidad de receptores en el iris, la retina neural y el epitelio pigmentado. Dentro 

del encéfalo, analizamos telencéfalo, diencéfalo, techo ôptico y rombencéfalo. También se 

valorô la densidad de sitios de uniôn en tejidos periféricos como el corazôn, rihôn, 

branquias, higado, mûsculo dorsal, tubo digestivo (anterior, medio y posterior), piel y 

gônadas.
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El procedimiento seguido para la extracciôn de las muestras se ha detallado en los 

apartados 2.1.1; 2.1.2 y 2.1.3, y para la cuantificaciôn de los sitios de uniôn de melatonina 

se siguiô el procedimiento general (apartado 2.3.1.1).

2.4.2 CARACTERIZACIÔN DE LOS SITIOS DE UNIÔN DE 2-f—11-MEL EN TEJIDOS 

CENTRALES Y PERIFÉRICOS DE Tinca tinca.
Para la caracterizaciôn de los sitios de uniôn de melatonina seleccionamos dos 

tejidos centrales y dos periféricos. Entre los tejidos centrales elegimos la retina neural y el 

techo ôptico, mientras que entre los tejidos periféricos seleccionamos el corazôn y el rihôn.

A partir de homogeneizados de membranas (apartado 2.2) de cada uno de estos 

tejidos, realizamos ensayos de saturaciôn (apartado 2.3.1.2), cinéticos (apartado 2.3.1.3) y 

farmacolôgicos (apartado 2.3.14).

2.4.3. EFECTO DEL GTPvS Y EL SODIO SOBRE LA UNIÔN DE 2-r^n-MELATONINA.
Con el fin de conocer si los sitios de uniôn de 2 -[’^®l]-Me! en la tenca se encuentran 

acoplados a proteinas G, se realizaron ensayos de inhibiciôn con un analogo no hidrolizable 

del GTP, concretamente guanosin 5'-0-(3-tiotrifosfato) (GTPyS), compuesto que impide que 

la subunidad a de las proteinas G retorne a su estado inactive, con lo que los receptores 

acoplados a proteinas G permaneceran activados de forma permanente. Las curvas de 

inhibiciôn con cantidades crecientes de GTPyS nos permitirén determinar si los receptores 

de melatonina en los distintos tejidos de la tenca pertenecen a esta familia de receptores 

acoplados a proteinas G.

Por otro lado, se ha descrito un efecto inhibidor que tanto el GTPyS como el iôn Na  ̂

ejercen de forma independiente sobre la uniôn de 2-f ̂ l̂]-Mel a su receptor. Con el objeto de 

averiguar si la inhibiciôn de la uniôn es debida a cambios en la afinidad del receptor por el 

ligando o bien a alteraciones en la capacidad de uniôn, realizamos dos curvas de 

competiciôn, una con GTPyS (100 pM) y otra con Na"̂  (500 mM) frente a la 2-l-Mel en el 

rihôn, o bien con GTPyS (30 pM) o Na  ̂ (250 mM) frente a la propia Mel en la retina neural y 

el corazôn. Los ensayos se realizan en un volumen total de 50 pl a 4°C en el rihôn y a 25°C 

en la retina neural y el corazôn. Las concentraciones de 2-[^^®l]-Mel utilizadas fueron 300 pM 

en el rihôn, y 150 pM en la retina neural y el corazôn. Para valorar la uniôn inespecifica se 

utilizô NAS (10 pM) en el rihôn y melatonina (1 pM) en la retina neural y el corazôn.
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2.4.4 RITMICIDAD DIARIA Y ESTACIONAL PE LOS SITIOS PE UNION PE 

l/IELATONINA EN TEJIDOS CENTRALES Y PERIFÉRICOS DE LA TENCA.
Por convenio, en el anâlisis de los ritmos biolôgicos se utiliza una nomenclatura 

temporal especifica, indicando en primer lugar el numéro de horas de exposiciôn a la luz 

seguido de la letra L {lighf), y separado con dos puntos (:) el numéro de horas de oscuridad 

seguido de la letra D (dark) (ej: 12L12D). El tiempo subjetivo correspondiente al comienzo 

de la luz se considéra como tiempo circadiano 0, CT {circadian time) = 0, de modo que en 

un fotoperiodo 12L12D, el tiempo subjetivo correspondiente al comienzo de la oscuridad 

séria CT = 12. En muchos casos el tiempo circadiano depende de un ajuste previo a un 

Zeitgeber, el momento de la ultima transiciôn de la oscuridad a luz estâ definido como 
tempo Zeitgeber 0 (ZT = 0).

Setenta y dos ejemplares adultos (15,5+0,5 cm de longitud y 90,5+0,5 g de peso 

corporal) de tenca fueron sacrificados cada très horas (n = 8 / grupo) a lo largo de un ciclo 

completo de 24 horas en cada una de las estaciones del aho (primavera 8-5-03; verano 

19-8-02; otoho 7-11-02; e inviemo 5-2-03). Se extrajo el techo ôptico como prototipo de 

tejido encefâlico, asi como la retina neural, el iris y el epitelio pigmentado, y de los tejidos 
periféricos, el estudio se realizô en el corazôn y el rihôn. Durante la fase luminosa del 
fotociclo diario las muestras fueron obtenidas bajo iluminaciôn natural, mientras que durante 

la escotofase, se procediô a la extracciôn de tejidos utilizando luz roja de baja intensidad. 

Todos los tejidos extraidos fueron inmediatamente congelados en tubos eppendorf de 1,5 

ml, y se conservaron a -80°C hasta la posterior valoraciôn de los sitios de uniôn de 

melatonina.

Con el fin de poder determinar la posible existencia de ritmos diarios, asi como 

posibles diferencias en dicha ritmicidad debidas al sexo, se midiô la densidad de receptores 
en cada uno de los tejidos de forma individual.

Asi mismo, con el fin de valorar diferencias debidas al sexo en las oscilaciones 

dia/noche de la afinidad (Kd) y la capacidad de uniôn (Bmax), se realizaron 

homogeneizados de membranas de machos y hembras por separado, obtenidas en mitad 

de la fase diurna (14:00 h) y en mitad de la fase nocturna (2:00 h) del fotociclo diario en 

cada una de las estaciones del aho. En todos los homogeneizados se realizaron ensayos 

de saturaciôn.

2.4.5 RITMICIDAD ENDÔGENA EN LA DENSIDAD DE SITIOS DE UNION DE 

MELATONINA EN DISTINTAS REGIONES ENCEFÂLICAS DE Tinca tinca.

Con el fin de determinar si los cambios dia/noche que se producen en la densidad 

de receptores de melatonina estân control ados por un oscilador endôgeno, tencas (n = 56)
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de 13,2 + 0,2 g de peso corporal fueron aciimatadas en el iaboratorio en acuarios de 70 

Itros, dotados de sistemas de aireaclôn y filtraciôn continua de! agua. El fotopenodo 

durante el periodo de aciimataciôn fue 12L12D (3:00 inicio de la luz: 15:00 inicio de la 

oscuridad) y la temperatura del agua fue de 21 + 1°C. En estas condiciones se mantuvieron 

a los animales durante 15 dias antes del comienzo del experimento. Tras el perîodo de 

aciimataciôn, los peces fueron sometidos a oscuridad constante (condiciones de curso 

Ibre), y se sacrificaron a diferentes tiempos a partir del comienzo del experimento (16:30; 

'9:30; 28:30; 31:30; 40:30; 43:30 y 52:30 horas; n=7/grupo), extrayéndose las copas 

opticas, el telencéfalo, el diencéfalo, el techo ôptico y el rombencéfalo para la cuantificaciôn 

de sitios de union de melatonina. Un grupo de tencas (n=7) fue sacrificado a las 7:30 horas 

ZT en luz como control de referenda de valores en luz. En las distintas regiones encefâlicas 

y la retina se midiô de forma individual la densidad de sitios de union.

2.4.6 EFECTO DE DIFERENTES INTENSIDADES DE LUZ SOBRE LOS RECEPTORES 
DE MELATONINA EN LA RETINA NEURAL Y EL TECHO ÔPTICO DE Tinca tinca.

Esta parte del estudio se realizô gracias a la colaboraciôn del equipo dirigido por el 
Dr. F.J. Sânchez Vâzquez de la Universidad de Murcia, en las instalaciones generosamente 

ofrecidas por el Centro Nacional de Ciprinicultura, Vegas del Guadiana (Badajoz).

2.4.6.1. Efecto de diferentes intensidades lummicas durante la fase luminosa del 
fotociclo diario sobre la Kd y la Bmax.

Ejemplares adultos (n = 96) de tenca de 950 + 100 g de peso corporal y 20,5 + 2,5 

cm de longitud fueron divididos en dos grupos de 48 individuos y aciimatados de forma 

separada a fotoperiodos 12L12D (8:00 h luz: 20:00 h oscuridad) con dos intensidades de 
luz diferentes en cada grupo (20 y 1300 lux respectivamente) durante la fase luminosa del 

fotociclo diario. La aciimataciôn se llevô a cabo en tanques de 1000 litres de agua, dotados 

con sistemas de renovaciôn continua, durante 15 dias antes del comienzo del experimento. 

La temperatura del agua fue de 22 + 1°C. Tras el periodo de aciimataciôn, los peces fueron 

sacrificados cada très horas a lo largo de un ciclo diario complete, extrayéndose las copas 

ôpticas y techo ôptico para la cuantificaciôn de sitios de uniôn de melatonina. En ambos 

tejidos se realizaron ûnicamente las curvas de saturaciôn tante a mitad del dia (14:00 h) 

como a mitad de la noche (2 :0 0  h), a fin de conocer si existen cambios en la densidad o en 

la afinidad de los receptores debidos a las diferentes intensidades de luz a las que fueron 

expuestos los animales durante la fase luminosa del fotociclo diario.
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2A6.2. Efecto de un puiso de luz de diferentes intensidades en mitad de la escotofase 

sobre la Kd v la Bmax.
Treinta y dos tencas de 950 + 100 g de peso corporal y 20,5 + 2,5 cm de longitud 

fueron divididos en cuatro grupos (n=8 individuos/grupo) y aciimatadas de forma separada a 

fotoperiodos 12L12D (8:00 h luz: 20:00 h oscuridad) con una intensidad de luz de 1300 lux 

durante la fase luminosa del fotociclo diario. El mantenimiento de los animales se realizô en 

las mismas condiciones que en el apartado 2.4.6.1. Tras 2 semanas de aciimataciôn, cada 

grupo de peces fue sometido en mitad de la noche a un puIso de luz de una hora de 

duraciôn y de diferente intensidad (0,3; 1; 3 y 1300 lux en cada uno de los grupos) y fueron 

inmediatamente sacrificados obteniéndose muestras de retina y techo ôptico para la 
valoraciôn de sitios de uniôn de 2-f^^l]-Mel. En ambos tejidos se realizaron las 

correspondientes curvas de saturaciôn.

2.4.7. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA UNION DE LA MELATONINA A SU 
RECEPTOR.
2.4.7.1. Ensavos de saturaciôn.

Con objeto de conocer si la temperatura es capaz por si misma de provocar cambios 

en la afinidad (Kd) asi como en la densidad (Bmax) de los receptores de melatonina en la 
tenca, se realizaron las curvas de saturaciôn a diferentes temperatures (15°C, 25°C y 30°C) 

en retina neural y techo ôptico. Las condiciones de los ensayos son las descritas en el 

apartado 2.3.1.2.

2.4.7.2. Ensavos cinéticos.
Los ensayos se realizaron a 4°C, 15°C, 25°C y 30°C en un volumen total de 50 pl. El 

radioligando utilizado fue la 2-[''^^l]-Mel a concentraciones de 150 pM para los ensayos con 
retina y techo ôptico, y 300 pM para los ensayos realizados con rihôn. Para cuantificar la 

uniôn inespecifica utilizamos melatonina (1 pM) para la retina y el techo ôptico, y NAS (10 

fiM) para los ensayos en el rihôn. Los intervalos de tiempo empleados fueron los mismos 

que en el apartado 2.3.1.3.

El câlculo del coeficiente de temperatura, Qio, es el método utilizado con màs 

frecuencia para cuantificar el efecto de la temperatura sobre cualquier proceso biolôgico 

(Rome et al., 1992). Se define como la razôn obtenida de un paramétra cuando este se 

détermina a dos temperaturas que difieren en 10°C. Los coeficientes Qio pueden ser 

calculados aunque no exista una diferencia exacta de 10°C entre las dos temperaturas, 

aplicando la correcciôn de van't H off (Hill y Wyse, 1992):
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K = paramétra biolôgico

El coeficiente de temperatura refleja la sensibilidad térmica del paramètre K. Cuando 

Q10 = 1, el paramétré es independiente de la temperatura. En cambio cuando Qio > 1, el 

paramétré aumenta con la temperatura, mientras que cuando el valor de Qio es inferior a 1, 

el paramétré disminuye con la temperatura. Si se mantiene constante en un intervale amplio 

de temperaturas significa que el paramétré estudiado varia exponencialmente con la 

temperatura, es decir, incrementos aditivos de la temperatura provocan aumentos 

multiplicatives del paramétré (Hill y Wyse, 1992).

2.5. Analisis estadistico de los resultados.
2.5.1. ANALISIS PE SCATCHARD.

Para determinar la existencia de un ünico o de multiples sitios de uniôn en 

membranas procédantes de un mismo tejido, utilizamos representaciones de Scatchard, 

cuya base teôrica ya se ha justificado en el apartado 2.3.1. Para la realizaciôn de la 

representaciôn de Scatchard se realize un analisis de regresiôn lineal, que indice si una 

variable, y, definida por la funciôn y = a + bx, depende de una variable independiente, x, lo 

que viene dado por el coeficiente de correlaciôn, r (SokaI y Rohif, 1979).

2.5.2. ANALISIS DE LA Kd. Bmax. IĈ n Y Ki.
La constante de disociaciôn en el equilibrio (Kd) y la densidad de sitios de uniôn

(Bmax) obtenidas en los estudios de saturaciôn, asi como los valores de IC50 para los 

diferentes ligandos en los ensayos de competiciôn fueron calculados mediante una 

regresiôn no lineal de un modelo logistico de 4 paramétrés, gracias a la utilizaciôn del 

programa estadistico ALLFIT (De Lean et al., 1978). El error estândar de las constantes 

(e.e.) se calcula a partir de los residues obtenidos del ajuste de minimes cuadrados.

La constante de inhibiciôn (Ki) se calculô a partir de los valores de IC50 mediante la

ecuaciôn de Cheng y Prusoff (1973). Las diferencias estadisticamente significativas en los 

valores de Kd, Bmax e IC50 se determinaron gracias al principio de la suma extra de 

cuadrados (Draper y Smith,1966) evaluada mediante el test de la F de Fisher-Snedecor.
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Teniendo en cuenta que este test estadistico es muy prodive a cometer errores de 

tipo I, se decidio utilizer como grado de significacion p < 0,01, con el fin de disminuir dicho 

error.

2.5.3. ANALISIS PE LAS CONSTANTES CINÉTICAS.
Las tasas de asociacion (K+i) y disociaciôn (K_i) fueron calculadas mediante una 

regresiôn no lineal (Duggleby, 1981), asumiendo un aumento exponencial hasta un maxi mo 
de pseudo primer orden para la K+i, asi como una caida exponencial de primer orden para 

la K.1. La Kd obtenida a partir de los estudios cinéticos se calculô como el cociente entre 

ambas constantes (Kd = K_i/ K+i).

2.5.4. ANALISIS SINUSOIDAL.
El ritmo diario en la distribuciôn de receptores de 2-f^^lj-Mel en cada uno de los 

tejidos estudiados se ajustô a una funciôn ciclica de tipo sinusoidal. Se utilizô el método de 

Duggleby (1981) para ajustar los datos expérimentales al modelo:

y = Ao + A i cos (t t t /1 2  -  cp) 

donde los parametros estimados son:

- Ao: Nivel medio o mésor. Indica la media de los datos ajustados al ritmo sinusoidal.

- Ai: Amplitud sinusoidal. Indica la oscilaciôn de la funciôn sinusoidal a partir del valor Ao. 

cp: Fase. Indica el desplazamiento de la curva sinusoidal respecto al origen. Su valor 
coincide con el momento del màximo.

- t: Tiempo. Se représenta en horas. Debe ser transformado a radianes (multiplicar por 

T r/1 2 ) para introducirlo en el modelo. El periodo de la curva sinusoidal, en nuestro caso, 

toma el valor de 24 h (24 h = 2 w radianes).

Para determinar si el ritmo es significative se utilizô el cociente ruido/sehal como 

estadistico. Cuando este paramétré fue mener de 0,3 se considerô que la existencia del 

ritmo es significative (Halberg y Reinberg, 1976). El coeficiente ruido/sehal se calculô 

como:

Ruido Errer estandar de Ai

Sehal Ai
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2.5.5 ANALISIS PE LA VARIANZA Y TEST PE STUDENT-NEWMAN-KEULS PE 

COMPARACIONES MULTIPLES.

Para la comparacion de varias médias muestrales cuyo criterio de clasificaciôn de 

las mismas fue ûnico, es decir, cuando existia un ûnico factor o fuente de variaciôn, se 

utilizô el test de analisis de la varianza (ANOVA) de una via y, en el caso de que este fuera 

significative, se aplicô a continuaciôn el test de Student-Newman-Keuls (S.N.K.) de 

comparaciones multiples para determinar los pares de muestras que presentaban 

diferencias significativas. Los grades de significaciôn considerados para este analisis fueron 

los siguientes:

N.S. p > 0,05 (no significative) 

p < 0,05

p < 0,01
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1. DISTRIBUCIÔN TISULAR DE LOS SITIOS DE UNION:
En la Figura 1 mostramos las densidades de sitios de uniôn para 2-[^^®i]-Mel en 

distintos tejidos centrales (Fig 1a) y periféricos (Fig 1b) de la tenca. En el ojo, la retina 

neural, el iris y el epitelio pigmentado muestran una alta densidad, si bien en el caso del iris 

y el epitelio pigmentado, debido a su pequeho tamaho, se requiere una g ran cantidad de 

animales para tener suficiente cantidad de tejido y poder realizar una caracterizaciôn 

compléta. Esto no ocurre en el caso de la retina neural, que tiene un tamaho mucho mayor. 

Esta razôn, entre otras, détermina que la mayorîa de estudios posteriores de esta Memoria 

se realizan en la retina neural. El rombencéfalo es la regiôn encefalica con menor densidad 

de sitios de uniôn, y el techo ôptico la que présenta mayor densidad de sitios de uniôn de 

2-[^^®l]-Mel respecto al resto de tejidos encefélicos estudiados. En las condiciones de 

ensayo empleadas, no se détecta la presencia de sitios de uniôn en el mùsculo dorsal, 

mientras que el ovario y la piel muestran densidades minimas de sitios de uniôn. Las 

branquias, el corazôn, el rihôn y el intestine anterior, son los tejidos periféricos que 

presentan una mayor densidad de sitios de uniôn para el radioligando. Por elle elegimos el 

rihôn y el corazôn como prototipo de tejidos periféricos para estudios ulteriores. Sin 

embargo, la elevada densidad y la baja uniôn inespecifica encontrada en tejidos oculares y 

encefélicos nos llevô a caracterizar los sitios de uniôn de 2-[^^ l̂]-Mel en la retina neural y el 

techo ôptico principalmente, que ademas representan la via de entrada de la sehal 

fotosensorial y el lugar de integraciôn de la misma, respectivamente. No obstante, en 
algunos casos concretos, se emplearon otros tejidos encefélicos adicionalmente.

2. CARACTERIZACIÔN DE LOS SITIOS DE UNION DE MELATONINA EN TEJIDOS 
CENTRALES Y PERIFÉRICOS DE Tinca tinca.
2.1. Retina neural:

La uniôn inespecifica (NSB) de 2-f^^l]-Mel a una suspensiôn de membranas de 

retina neural del teleôsteo Tinca tinca aumenta de forma lineal con las concentraciones de 

radioligando utilizadas. La uniôn especifica de 2-f ̂ ®I]-Mel se satura a una concentraciôn de 

150 pM. (Figura 2a). La constante de afinidad tiene un valor Kd = 17,47 + 1,22 pM, mientras 

que la densidad méxima de receptores observada es: Bmax = 48,07 + 0,89 fmol/mg prot 

(Fig. 2a). La linealidad de la representaciôn de Scatchard (gréfica insertada en la Figura 2a) 

révéla la existencia de una ùnica clase de sitios de uniôn.
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Figura 1. Densidad de sitios de union de 2-[^^®!]-Mei en diferentes tejidos centrales y 
periféricos en el teleôsteo T. tinca. Los datos se representan como la estimaciôn + e.e.m. de 
valores triplicados. MD: mùsculo dorsal; Pi: piel; Hx: hipôfisis; Ov: ovario; T: testiculo; Hig: 
hfgado; TA, TM, TP: tubo digestivo anterior, medio y posterior respectivamente; B: bazo; Rn: 
rinôn; Br: branquias; Cor: corazôn; Ro: rombencéfalo; Di: diencéfalo; Tel: telencéfalo; EP: 
epitelio pigmentado; Ir: iris; TO: techo ôptico; Ret: retina neural, n.d: no detectable.
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Figura 2. Caracterizaciôn de los sitios de uniôn de 2-f ̂ ®l]-Melatonina en una preparaciôn de 
membranas celulares procédantes de la retina neural de T. tinca. La uniôn inespecifica se 
cuantificô por adiciôn de 1 pM de melatonina no marcada. a) Curva de saturaciôn de la 
uniôn de 2-[^^®l]-Mel. Dentro de la grafica aparece la representaciôn de Scatchard de los 
datos. LR se refiere a la uniôn especifica para cada concentraciôn; LR/L es el cociente entre 
la uniôn especifica y la concentraciôn de radioligando utilizada. Cada punto représenta 
valores individuales de uniôn de radioligando. b) Cinética de la uniôn de 2-f^^l]-Mel. La 
disociaciôn se inicia con la adiciôn de melatonina 1 pM. Cada punto représenta valores 
individuales de uniôn de radioligando. c) Desplazamiento de la uniôn especifica de 
2-[^^®l]-Mel por distintos ligandos. Los datos estan expresados como la media + e.e.m. de la 
uniôn especifica en ausencia de agonistas o antagonistas.
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La cinética de asociaciôn de 2-f^®l]-Mel a la retina neural de la tenca alcanza el 

equilibrio tras 60 minutos de incubaciôn a 25°C (Figura 2b). La tasa de asociaciôn es K+i = 

(0,718 + 0,045) X 10'  ̂ pM'  ̂ min'\ La disociaciôn compléta se produce a las 9 horas de la 

adiciôn de melatonina 1 pM. La tasa de disociaciôn es K_i = (5,261 + 0,328) x 10'  ̂min'V La 

constante cinética de disociaciôn calculada a partir del cociente K.i/ K+i es Kdcinética = 7,32 

pM (Tabla 1), valor prôximo al observado en el estudio de saturaciôn.

Como podemos apreciar en la Figura 2c el desplazamiento de 2-f^®l]-Mel por 

diferentes analogos de la melatonina en la retina de la tenca es dependiente de la 

concentraciôn de farmaco utilizado. Atendiendo a los valores de Kj observados, los ligandos 

pueden clasificarse en très grupos; elevada afinidad (2-l-Mel y 2-Ph-Mel, con valores de Kj = 

118,40 y 132,00 pM, respectivamente); afinidad intermedia (Mel, 6-CI-Mel y 5-MCPT, con Kj 

= 3,69; 16,70 y 19,34 nM), y de baja afinidad (4-P-PDOT y Luzindol, cuya Kj fue 0,96 y 1,54 

pM). Uno de los fârmacos utilizados, el 5-MCA-NAT es incapaz de desplazar a la 

2-[^^^l]-Melatonina en el ensayo de competiciôn, a ninguna de las concentraciones 
empleadas. El orden de potencia de la inhibiciôn de 2-f ̂ ®I]-Mel por los fârmacos empleados 

en este estudio se corresponde con una farmacologia tîpica de receptores del tipo Mel-1 y 

es el siguiente:

2-l-Mel = 2-Ph-Mel »  Mel > 6-CI-Mel = 5-MCPT »  4-P-PDOT = Luzindol.

2.2. Techo ôptico:

Como se puede observer en la Figura 3, la uniôn de 2-f ̂ ®I]-Mel en el techo ôptico de 

la tenca muestra una alta afinidad. Al igual que ocurre en la retina neural, la uniôn especifica 
de 2-[^^®l]-Mel se satura a una concentraciôn de 150 pM (Figura 3a). Ademas, la 

representaciôn de Scatchard indica la existencia de una un ica clase de sitios de uniôn. Los 

valores de la constante de disociaciôn y densidad de receptores son: Kd = 22,31 + 1,64 pM 

y Bmax = 33,761 + 0,690 fmol/mg prot (Fig. 3a).

Las cinéticas de asociaciôn de 2-[^^®l]-Mel al techo ôptico de la tenca se han 

determinado a los mismos intervalos de tiempo que en la retina neural, alcanzândose el 

equilibrio tras 60 minutos de incubaciôn a 25°C (Figura 3b). La tasa de asociaciôn calculada 

es K+1 = (0,363 + 0,022) x 10'  ̂ pM'  ̂ min'\ La disociaciôn compléta se consigue a las 14 

horas después de la adiciôn de melatonina 1 jiM. El valor de la tasa de de disociaciôn 

obtenida es K_i = (2,95 + 0,25) x 10^ min'\ La constante cinética de disociaciôn, obtenida a 

partir del cociente entre ambas constantes, es Kdcinética = 8,15 pM (Tabla 1).

El desplazamiento de 2-f^^l]-Mel por los analogos de la melatonina en el techo 

ôptico de la tenca depende de la concentraciôn empleada de cada uno de ellos (Figura 3c). 

Atendiendo a los valores de Kj observados, los ligandos pueden clasificarse en très grupos:
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Figura 3. Caracterizaciôn de los sitios de uniôn de 2-f^®l]-Mel en una preparaciôn de 
membranas celulares procédantes del techo ôptico de la tenca. La uniôn inespecifica se 
cuantifica por adiciôn de 1 |xM de melatonina no marcada. a) Curva de saturaciôn de la 
uniôn de 2-[^^®l]-Mel. Dentro de la gréfica aparece la representaciôn de Scatchard de los 
datos. LR: uniôn especifica para cada concentraciôn; LR/L: cociente entre la uniôn 
especifica y la concentraciôn de radioligando utilizada. Cada punto représenta valores 
individuales de uniôn de radioligando. b) Cinética de la uniôn de 2-[‘'^®l]-Mel. La disociaciôn 
se inicia con la adiciôn de melatonina 1 pM. Cada punto représenta valores individuales de 
uniôn de radioligando. c) Desplazamiento de la uniôn especifica de 2-f ̂ ®I]-Mel por distintos 
ligandos. Los datos estan expresados como la media + e.e.m. de la uniôn especifica en 
ausencia de agonistas o antagonistas.
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elevada afinidad (2-l-Mel y 2-Ph-Mel, con valores de 52,52 y 86,98 pM, respectivamente); 

afinidad intermedia (6-CI-Mel y Mel, con Kj = 1,27 y 1,54 nM, de forma respectiva), y baja 

afinidad (Luzindol y 4-P-PDOT, cuyas Kj fueron 2,61 y 8,31 pM, respectivamente). El orden 

de potencies de inhibiciôn de 2-f ̂ ®I]-Mel por los analogos de la melatonina en este tejido es 

el siguiente:

2-l-Mel = 2-Ph-Mel »  6-CI-Mel = Mel »  Luzindol > 4-P-PDOT.

Este orden résulta ligeramente diferente del observado en la retina neural ya que en 

el techo ôptico los ôrdenes de potencia de luzindol y 4-P-PDOT estàn invertidos respecto a 

lo encontrado en la retina neural. Algo similar ocurre también en el caso de la 6-CI-Mel y la 

Mel, si bien en este caso los valores de Kj son muy similares. No obstante, pese a estas 

pequehas diferencias, la farmacologia observada en este tejido, al igual que en el caso de 

la retina neural, es caracteristica de la familia de receptores del tipo Mel-1.

2.3. Corazôn:

La uniôn de 2-f^®l]-Mel a membranas obtenidas a partir de homogeneizados de 

corazôn de Tinca tinca (Figura 4a), muestra una constante de afinidad en el intervalo 

picomolar, siendo muy similar a lo observado en la retina neural y el techo ôptico de esta 

especie. En cambio la densidad de receptores es mucho menor cuando se compara con los 

tejidos anteriores. Al igual que ocurre en la retina neural y el techo ôptico, la uniôn 

especifica de 2-f^^lj-Mel también se satura a una concentraciôn de 150 pM. (Figura 4a). La 

representaciôn de Scatchard incluida en esta figura demuestra la presencia de un ûnico tipo 

de sitios de uniôn en los extractos de membranas plasmaticas procédantes del corazôn de 

la tenca. Los valores de la constante de disociaciôn asi como de la densidad de receptores 

son: Kd = 10,26 + 1,09 pM y Bmax = 8,41 + 0,20 fmol/mg prot, respectivamente (Fig. 4a).

Debido a la menor densidad de receptores en el corazôn, la uniôn inespecifica 

représenta una mayor proporciôn de la uniôn total, esto es especialmente notable a altas 

concentraciones del radioligando, donde llega a ser el 50%.

La cinética de la asociaciôn de 2-[^^®l]-Mel a las membranas del corazôn de la tenca 

se détermina a los mismos intervalos de tiempo que en el caso de la retina neural y el techo 

ôptico y, a diferencia de lo que ocurre en dichos tejidos, el equilibrio en la asociaciôn se 

alcanza mas tarde, tras 120 minutos de incubaciôn a 25°C (Figura 4b). El valor de la tasa de 

asociaciôn es pues menor, K+i = (0,126 + 0,019) x 10'  ̂ pM'"' min’V Siete horas después de 

la adiciôn de melatonina 1 |iM se consigue la disociaciôn compléta. El valor obtenido de la 

tasa de disociaciôn es K_i = (4,561 + 0,556) x 10'  ̂ min'\ La constante cinética de 

disociaciôn es Kdcinética = 36,3 pM, valor ligeramente superior al encontrado en la retina
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Figura 4. Caracterizaciôn de los sitios de union de 2-f^®l]-Mel en una preparaciôn de 
membranas celulares procedentes del corazôn de T. tinca. La uniôn inespecifica se valorô 
mediante adiciôn de 1 pM de melatonina no marcada. a) Curva de saturaciôn de la uniôn de 
2-[^^^l]-Mel. Insertada en la gréfica aparece la representaciôn de Scatchard de los datos, 
mostrando la existencia de un ûnico subtipo de sitios de uniôn. LR: uniôn especifica para 
cada concentraciôn; LR/L: cociente entre la uniôn especifica y la concentraciôn de 
radioligando utilizada. Cada punto représenta valores individuales. b) Cinética de la uniôn 
de 2-[^^®l]-Mel. La disociaciôn se inicia con la adiciôn de melatonina 1 pM. Cada punto 
représenta valores individuales. c) Desplazamiento de la uniôn especifica de 2-f ̂ ®I]-Mel por 
distintos ligandos. Los datos estan expresados como la media + e.e.m. de la uniôn 
especifica en ausencia de agonistas o antagonistas.



IV. RESULTADOS 74

neural y el techo ôptico (Tabla 1) y también mayor que el estimado a partir de la curva de 

saturaciôn del propio tejido.

El desplazamiento de 2-[^^®l]-Mel por diferentes analogos en el corazôn de la tenca, 

al igual que en los otros tejidos estudiados, también es dependiente de la concentraciôn 

utilizada de cada fàrmaco (Figura 4c). Atendiendo a los valores de Kj medidos, podemos 

clasificar a los fârmacos en très grupos: elevada afinidad (2-l-Mel cuya Kj = 52,93 pM); 

afinidad intermedia (Melatonina y 5-MCPT, con K = 2,34 y 8,96 nM, respectivamente), y de 

baja afinidad (Luzindol, 4-P-PDOT y NAS, cuyas Kj son 2,31; 4,29 y 7,08 pM, 

respectivamente). El orden de potencies de inhibiciôn de la uniôn de 2-f^®l]-Mel por los 

fârmacos empleados en este estudio es similar al observado en las farmacologias descritas 

en la retina neural y el techo ôptico de la tenca y que es tîpica de receptores del tipo Mel-1: 

2-l-Mel »  Mel = 5-MCPT »  Luzindol = 4-P-PDOT = NAS

2.4, Rinôn:
En ensayos previos llevados a cabo con membranas de rihôn a la temperatura 

estândar (25°C), encontramos que la uniôn de 2-[’^®l]-Mel no es saturable, sino que crece 

indefinidamente con la concentraciôn del ligando. Reduciendo la temperatura del ensayo, 

conseguimos una uniôn saturable. Por esta razôn todos los ensayos encaminados a la 

caracterizaciôn de sitios de uniôn de 2-[^^®l]-Mel en los extractos de membrana plasmâtica 

procedentes del rihôn de la tenca se han realizado a 4°C, temperatura a la que si se 
produce la saturaciôn, condiciôn previa para lograr una caracterizaciôn compléta de estos 

sitios de uniôn. Ademâs, para valorar la uniôn inespecifica se ha empleado NAS (10 pM) en 

lugar de Mel, ya que en ensayos previos observamos que con este fârmaco se consigue 

disminuir significativamente la uniôn inespecifica respecto a la obtenida utilizando Mel 

(1 pM).

En estas condiciones la uniôn de 2-f^®l]-Mel a un extracto de membranas 

procédante del rihôn de la tenca (Figura 5), a 4°C muestra una constante de afinidad del 

orden picomolar alto (Kd = 423,93 + 173,51 pM. Fig. 5a), a diferencia de lo que ocurre en la 

retina neural, techo ôptico y corazôn, en los que se obtienen valores de dicha constante 

entre 10 y 20 pM. La densidad de sitios de uniôn de 2-f^®l]-Mel es bastante inferior a la 

observada en el resto de tejidos estudiados (Bmax = 1,12 + 0,20 fmol/mg prot. Fig. 5a). 

Ademâs, el intervalo de concentraciones de 2-f ̂ ®I]-Mel empleado para este ensayo ha sido 

diferente del utilizado en los anteriores tejidos, siendo saturante una concentraciôn de 

radioligando de 1,2 nM. Ademâs hay que resehar que la uniôn inespecifica es muy superior 

a la que se aprecia en la retina neural, techo ôptico y corazôn de la tenca (Figura 5a).
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Figura 5. Caracterizaciôn de los sitios de uniôn de 2-f^®l]-Mel en una preparaciôn de 
membranas celulares del rinôn del teleôsteo Tinca tinca. La uniôn inespecifica se valorô 
mediante adiciôn de 10 pM de NAS no marcada. a) Curva de saturaciôn de la uniôn de 2- 
[''^®I]-Mel. Insertada en la gréfica, la representaciôn de Scatchard de los datos muestra un 
ünico tipo de sitios de uniôn. LR: uniôn especifica para cada concentraciôn; LR/L: cociente 
entre la uniôn especifica y la concentraciôn de radioligando utilizada. Cada punto représenta 
valores individuales de uniôn de radioligando. b) Cinética de la uniôn de 2-f^®l]-Mel. La 
disociaciôn se inicia con la adiciôn de NAS 10 pM. Cada punto représenta valores 
individuales de uniôn de radioligando. c) Desplazamiento de la uniôn especifica de 
2-f^®l]-Mel por distintos ligandos. Los datos estân expresados como la media + e.e.m. de la 
uniôn especifica en ausencia de agonistas o antagonistas.
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Mediante la representaciôn de Scatchard insertada en la figura se puede deducir la 

existencia de un ûnico tipo de sitio de uniôn en el rihôn de la tenca.

La cinética de la asociaciôn de 2-[^^®l]-Mel al extracto de membranas del rihôn de la 

tenca ha sido determinada a diferentes tiempos que en el resto de los tejidos estudiados, y 

a distinta temperatura (4°C). De forma muy diferente a lo encontrado en la retina neural, en 
techo ôptico y corazôn, la cinética de la asociaciôn es extremadamente répida, 

alcanzândose el equilibrio a los 10 segundos del inicio del ensayo (Figura 5b). El valor de la 

tasa de asociaciôn es: K+i = (43,02 + 13,32) x 10'  ̂ pM'  ̂ min'\ entre 60 y 340 veces mayor 

que la tasa estimada para los otros tejidos. La disociaciôn compléta también es muy râpida, 

finalizando tan sôlo a los 100 segundos de la adiciôn de NAS 10 pM. La tasa de disociaciôn 

calculada en este tejido es: K_i = (4027,86 + 1560,96) x 10^ min'\ es decir, unas 1000 

veces mas râpida comparado con los tejidos neurales y el corazôn. El cociente entre ambas 

tasas nos da un valor de la constante cinética de disociaciôn: Kdcinética = 93,6 pM (Tabla 1).

Al igual que mostramos para los otros tejidos estudiados, en el rihôn de T. tinca el 

desplazamiento de 2-f^^l]-Mel por diferentes anâlogos de la melatonina depende de la 

concentraciôn de fârmaco empleada (Figura 5c). Ademâs, la temperatura del ensayo 

también difiere de la del resto de tejidos estudiados, habiéndose realizado el estudio 

farmacolôgico a 4°C, si bien en este caso los resultados coinciden si se realiza a 25°C. Los 

fârmacos empleados y los valores de K| observados para cada uno de ellos son: 2-l-Mel 

(Ki= 111,30 nM), NAS (K = 317,80 nM), Melatonina (Kj = 1,25 pM) y 5-MCA-NAT (Kj = 

12,54 pM). El orden de potencies de inhibiciôn de la uniôn de 2-f^^lj-Melatonina por los 

fârmacos empleados es el siguiente:

2-l-Mel = NAS > Mel > 5-MCA-NAT

Podemos apreciar claras diferencias entre el rihôn y el resto de tejidos empleados. 

La curva de inhibiciôn de la 2-l-Mel estâ desplazada muy a la derecha, presentando una 

constante de inhibiciôn en el intervalo nanomolar, mientras que en el resto de tejidos 

estudiados se encuentra a nivel picomolar. Lo mismo sucede con la Mel, produciéndose un 

salto de 3 ôrdenes de magnitud en su constante de inhibiciôn, de un valor nanomolar a otro 

micromolar. Ademâs, el 5-MCA-NAT, anâlogo especifico de receptores del subtipo Mel-2, 

muestra una curva de inhibiciôn de la uniôn de radioligando en extractos de membrana de 

rihôn de la tenca, resultado que no se produce en el caso de la retina neural, lo que 

constituye la diferencia mâs significative entre ambos tejidos. Con todos estos datos, asi 

como a partir del orden de magnitudes encontrado en la farmacologia del rihôn de la tenca 

sugerimos que en este ôrgano existe una poblaciôn de receptores que présenta una 

farmacologia caracteristica de los receptores del subtipo Mel-2.
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Tabla 1. Parâmetros que definen las caracteristicas de la uniôn de melatonina en 
preparaciones de membranas de tejidos centrales y periféricos de Tinca tinca.

RETINA T. ÔPTICO CORAZÔN RINÔN

Kd (pM) 1 7 ,4 7 + 1 ,2 2 22,31 + 1,64 10,26 + 1,09 4 2 3 ,9 3 +  173,51 * *

Bmax (fmol/mg prot) 48 ,0 7 +  0,89 33,76 + 0,69 8,41 + 0,20 1,12 + 0,20 * *

K*i 1 0 '^(pM"' min"") 0,718 + 0,045 0,363 + 0,022 0,126 + 0,019 4 3 ,0 2 +  1 3 ,3 2 **

K.1 1 0 -̂  (min 5,261 + 0,328 2,95 + 0,25 4,561 + 0,556 40 2 7 ,8 6 +  15 60 ,9 6 **

Kdcinética (pM) 7,32 8,15 36,3 93,6

Kl

2-l-Mel 118,40 pM 52,52 pM 52,93 pM 111,30 nM * *

2-Ph-Mel 132,00 pM 86,98 pM — —

Mel 3,69 nM 1,55 nM 2,34 nM 1,25 pM * *

6 -CI-Mel 16,70 nM 1,27 nM — —

5-MCPT 19,30 nM — 8,96 nM —

4-P-PDOT 0,96 pM 8,31 pM 4,29 pM —

Luzindol 1,54 pM 2,61 pM 2,31 pM —

NAS — — 7,08 pM 317,80 nM * *

5-MCA-NAT No inhibe — — 12,54 pM

La constante de disociaciôn en el equilibrio (Kd) y densidad de receptores (Bmax) obtenidas 
en los estudios de saturaciôn se calculan mediante una regresiôn no lineal de un modelo 
logistico de 4 paramétrés. El error estândar de las constantes (SE) se calcula a partir de los 
residues obtenidos del ajuste de minimes cuadrados. Diferencias estadisticamente 
significativas se evaluaron segûn el principio de la suma extra de cuadrados evaluada 
mediante el test de la F de Fisher-Snedecor. Las tasas de asociaciôn (K+i) y disociaciôn 
(K_i) fueron calculadas mediante una regresiôn no lineal, asumiendo un aumento 
exponencial hasta un mâximo de pseudo primer orden para la K+i, asi como una caida 
exponencial de primer orden para la K.i. La Kd obtenida a partir de los estudios cinéticos se 
calculô como el cociente entre ambas constantes (Kd = K+i). La constante de inhibiciôn
(Ki) se determinô a partir de los valores de IC50 mediante la ecuaciôn de Cheng y Prusoff 
(1973). ** p < 0,01 con respecto al resto de tejidos.
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En resumen, en la Tabla 1 se presentan los valores de Kd, Bmax, K+i, K_i y Kdcinética 

en cada uno de los tejidos estudiados y los valores de Ki obtenidos para cada uno de los 
analogos de la melatonina en todos ellos. Se puede observar claramente cômo los sitios de 

union del rihôn tienen una menor afinidad por el radioligando (Kd mâs elevada) que los del 

resto de los tejidos estudiados. Del mismo modo, la densidad de receptores es mâxima en 

la retina neural, mientras que el rihôn présenta la densidad mâs baja de todos los tejidos 

caracterizados. Cuando comparamos las constantes de inhibiciôn para la NAS entre el rihôn 

y el corazôn se puede apreciar claramente un gran salto en dicha constante, siendo la 

afinidad del rihôn mucho mayor que en el corazôn. En cambio, cuando comparamos la 

inhibiciôn del 5-MCA-NAT en el rihôn y la retina, observamos que dicho fârmaco es incapaz 

de inhibir la uniôn del radioligando a sus receptores en la retina neural, pero a las mismas 

concentraciones inhiben la uniôn en el rihôn. Estos resultados, junto a las diferencias 

estadisticas encontradas entre los valores de Kj para la melatonina y la 2-l-Mel en el rihôn y 

el resto de tejidos estudiados nos révéla la existencia de dos subtipos de receptores de 

melatonina claramente diferentes en el teleôsteo T. tinca, uno de localizaciôn 

fundamentalmente central, aunque también se encuentre présente en otros tejidos 

periféricos, como en el corazôn, y otro de localizaciôn mayoritariamente periférica, présente 
en tejidos como en el rihôn, las branquias y tubo digestivo anterior y posterior, ya que la 

NAS desplaza selectivamente la uniôn de 2 - f  ̂ ®I]-Mel en estos tejidos periféricos (resultados 

no mostrados).

3. EFECTO DEL GTPvS Y EL SODIO SOBRE LA UNION DE 2-r^n-MELATONINA.

Como se puede observar en la Figura 6 , el GTPyS inhibe la uniôn de 2-[^^®l]-Mel en 

todos los tejidos estudiados, de manera dependiente de la concentraciôn. Tal y como se 

puede apreciar en los valores de IC50 de la tabla incluida en la Figura 6 , la uniôn de 

2-[^^^l]-Mel se inhibe a concentraciones mâs bajas de GTPyS en la retina neural, 

necesitândose concentraciones superiores, del orden de 10  veces, para obtener el mismo 

efecto en el techo ôptico. La misma diferencia en la potencia de inhibiciôn se produce en el 

caso del corazôn respecto al techo ôptico. Finalmente, en el rihôn, la concentraciôn 

necesaria de GTPyS para que se produzca la inhibiciôn de la uniôn de 2 - f  ̂ ®I]-Mel es la mâs 

elevada de todos los tejidos estudiados. Ademâs, el porcentaje de inhibiciôn de la uniôn 

mâxima en el rihôn también es mâs elevado que en el resto de tejidos, alcanzândose 

prâcticamente la inhibiciôn compléta.

El Na"" y el GTPyS cuando se ahaden de forma separada disminuyen la uniôn 

mâxima 2-f^®l]-Mel en la retina neural (Figura 7a), encontrândose valores mâximos en tomo



IV. RESULTADOS 79

120

100

80 -
Z
O

60 -Z
Z)

40 -

20 -

0 8 5 -47 6

O
T
V

Retina neural 
Techo ôptico 
Corazôn 
Rinôn

Log [GTPyS]

RETINA TECHO ÔPTICO CORAZÔN RINÔN
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32,41 + 1,31 17,10 + 0,83 5,85 + 0,18 2,49 + 0,12
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1050

(pM)

85% 74% 77% 96%

0,06 + 0,005 0 ,8 1 + 0 ,0 1 6 9,79 + 0,015 28,71 + 0,013

Figura 6. Efecto de! GTPyS sobre la union de 2[^^®I]-Mel en extractos de membrana 
procedentes de retina neural, techo ôptico, corazôn y rinôn de la tenca. En la tabla adjunta 
se muestran los valores de uniôn mâxima (estimaciôn + e.e.), asi como el porcentaje de 
inhibiciôn mâxima y los valores de IC50 medidos en todos los tejidos estudiados. La grâfica 
représenta porcentajes de uniôn, considerando el 100 % de la uniôn el valor que aparece en 
la tabla.
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Figura 7. Efecto del GTPyS y el Na  ̂sobre la uniôn maxima de 2-f ̂ ®I]-Mel y sobre la curva 
de inhibiciôn del ligando no marcado en extractos de membranas celulares de a) retina 
neural, b) corazôn y c) rihôn de T. tinca. Los datos se expresan como la media + e.e.m. de 
valores triplicados.
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datos estan expresados como la media + e.e.m. del porcentaje de la uniôn especifica en 
ausencia de agonistas o antagonistas.
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a 27 fmol/mg prot. en ausencia de NA" y GTPyS, y valores de 7 fmol/mg prot en el caso de 

la adiciôn de Na" y de 2,5 fmol/mg prot. si se ahade GTPyS. En la Figura 7b también se 

observa un descenso en la uniôn de los receptores en el corazôn de la tenca, con valores 

que oscilan desde los 5,5 fmol/mg prot en ausencia de Na" y GTPyS, hasta los 1,5 ô los 2 

fmol/mg prot para la adiciôn de Na" y GTPyS, respectivamente. En el rihôn, la Figura 7c 

muestra un descenso significativo de la densidad de receptores cuando se ahade Na" o 

GTPyS, con valores de uniôn que oscilan desde los 9 fmol/mg prot sin Na" ni GTPyS, hasta 

los 3 y 0,5 fmol/mg prot tras la adiciôn de Na" y GTPyS, respectivamente.

En resumen, la adiciôn de Na" o GTPyS en el ensayo produce una clara inhibiciôn 

de la uniôn de 2-f^®l]-Mel. Ademâs, estos compuestos modifican profundamente la curva de 

competiciôn de los ligandos especificos, Mel para la retina neural y el corazôn, y 2-l-Mel 
para el rihôn.

Con el fin de mostrar claramente los efectos del Na" y el GTPyS sobre la afinidad de 

los receptores por estos ligandos, se representan los datos normalizados en la Figura 8. Ni 

el Na" (250 mM) ni el GTPyS (30 pM) provocan cambios significativos en la afinidad de los 

receptores de la retina neural, dando lugar a que las curvas de inhibiciôn estén muy 

prôximas entre si (Fig. 8a). Las constantes de inhibiciôn de cada tratamiento son: 0,77 nM, 

0,65 nM y 1,01 nM para el control, Na" y GTPyS, respectivamente. Tampoco se ve afectada 

la afinidad de los receptores de melatonina en el corazôn (Figura 8b) tras la adiciôn de Na" 

o GTPyS. Los valores de Ki obtenidos son: 395,60 pM, 175,30 pM y 425,20 pM en ausencia 

de Na" y GTPyS, con Na" o con GTPyS, respectivamente. A su vez, la afinidad por la 2-l- 

Mel de los receptores, estimada a partir del valor de la Ki, desciende ligeramente tras la 

adiciôn de Na" o GTPyS, como puede apreciarse por el desplazamiento a la derecha de la 

curva de inhibiciôn en el rihôn de la tenca (Fig. 8c). Los valores de Ki obtenidos son: 26,53 

nM sin Na" ni GTPyS, 97,13 nM y 126,70 nM para el Na" (500 mM) y el GTPyS (100 pM), 

respectivamente.

4. RITMICIDAD DIARIA Y ESTACIONAL DE LOS SITIOS DE UNION DE MELATONINA 
EN TEJIDOS CENTRALES Y PERIFÉRICOS DE LA TENCA.
4.1. Retina neural:

En primer lugar se ha analizado si existen diferencias en las variaciones diarias de la 

densidad de receptores en funciôn del sexo (Tabla 2). No encontramos diferencias 

apreciables en ninguna de las épocas del aho, como se deduce tras comparar el valor de 

los parâmetros estimados a partir de la funciôn sinusoidal para cada uno de los sexos de 

forma separada. Por tanto, hemos tratado los resultados de los ritmos estacionales sin tener
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T a b la  2. P arâm etros de la funciôn sinusoida l a justada al ritm o diario  de dens idad  de 
receptores de 2 - f  ̂ ®I]-Mel en la re tina neural de la tenca en cada una de las es tac iones del 
aho.

Estaclôn Sexo Ao A l 9 Mâx/m in Ruido/sehal

Prim avera 138,86+2,22 7,49+2,99 1 0 : 2 1  + 1 :01 1 .1 1 0,40

Machos 139,40+2,59 7,49+3,55 9 :31+1 :15 1 .1 1 0,47

Hembras 137,94+2,83 8,01+5,40 11:26 + 2 : 1 0 1 . 1 2 0,67

Verano 49,35+0,90 0,25+1,23 19:32 + 12:20 1 ,0 1 0,87

Machos 48,51+1,28 1,98+1,72 11:36 + 2:20 1,08 0,87

Hembras 50,28+1,24 2,53+1,66 23:00 + 2:07 1 .1 1 0 , 6 6

O toho 58,30+1,57 9,88+2,10 11:20 + 0:53 1.41 0 , 2 1  *

Machos 54,78+1,86 9,13+2,50 11:23 + 1:09 1,40 0 ,27*

Hembras 61,63+2.46 11,24+3,26 10:32 + 1:13 1.45 0 ,29*

Invierno 79,69+1,93 12,49+2,63 13:00 + 0:52 1.37 0 , 2 1  *

Machos 76,82+2,04 11,27+2,82 1 2 : 2 1  + 1 : 0 0 1.34 0 ,25*

Hembras 80,77+2,41 9,90+3,27 11:50 + 1:23 1,28 0,33

* E l ritm o es estad is ticam ente  s ign ificativo (ru ido/sehal < 0,3). Los parâm etros de la func iôn  
se  representan com o estim aciôn + e.e. Ao: mesor. A l Am plitud s inusoida l, cp: A crofase.
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en cuenta el sexo de los animales. En la Figura 9 mostramos los ritmos diarios de densidad 

de receptores en la retina neural de la tenca en cada una de las estaciones del aho. Este 

tejido muestra diferencias ritmicas diarias significativas en la densidad de receptores 

(cociente ruido/sehal < 0,3) en las estaciones de otoho e invierno. En ambas estaciones 

podemos apreciar claramente que la mayor densidad de receptores se encuentra en las 

horas centrales de la fase luminosa, tal y como indica el valor de la acrofase (cp), que es a 

las 11:20 + 0:53 h en otoho y a las 13:00 + 0:52 h en invierno. Es importante destacar la 

notable ritmicidad estacional encontrada en la densidad de receptores en la retina neural de 

la tenca. Comparando los valores del mésor (Ao) en cada una de las estaciones, 

encontramos la mayor densidad de receptores de melatonina en la retina en primavera (Ao = 

138,86 + 2,22 fmol/mg prot), descendiendo drésticamente la densidad de sitios de uniôn 

para alcanzar valores mfnimos en verano (Ao = 49,35 + 0,90 fmol/mg prot), y empieza a 

aumentar ligeramente en otoho (Ao = 58,30 + 1,57 fmol/mg prot). En invierno empieza el 

aumento graduai de la densidad de sitios de uniôn de melatonina (79,69 + 1,93 fmol/mg 
prot) hasta alcanzar los valores mâximos primaverales.

Con objeto de conocer si los ritmos diarios observados se deben a cambios en la 

afinidad, en la densidad de los receptores, o a ambos parâmetros a la vez, se han realizado 

curvas de saturaciôn en cada una de las estaciones, tanto en mitad de la fase luminosa 

como en mitad de la fase oscura del fotociclo diario, buscando ademâs las posibles 

diferencias que puedan existir debidas al sexo. Como podemos observar en la Tabla 3, no 

existen diferencias significativas en los valores de Kd medidos en luz y en oscuridad en 

ninguna de las estaciones del aho. Tampoco se aprecian diferencias en la afinidad de los 
receptores entre estaciones, ya que los valores de Kd se mantienen en el mismo orden de 

afinidades a lo largo de todo el aho, oscilando entre 13 y 35 pM.

En la Tabla 3 también présentâmes los valores de Bmax obtenidos en los ensayos 

de saturaciôn realizados con extractos de membranas procedentes de retina neural de 

machos y hembras extrafdas a las 14:00 h (prôximo a mitad del dia) y a las 2:00 h (prôximo 

a la mitad de la noche). Encontramos que en primavera la densidad de los receptores 

medida en los machos tiende a ser superior a las 14:00 h que a las 2:00 h (p =0,032), si 

bien la diferencia no llega a ser significativa. En verano existen diferencias dia/noche en la 

Bmax en las hembras (p = 0,005), pero en este caso el valor mâs bajo se encuentra en los 

extractos de membranas procedentes de tencas hembras sacrificadas en mitad del dia 

(39,65 + 1,12 fmol/mg prot). En invierno, al realizar la comparaciôn entre pares de grupos, 

se détecta n diferencias dia/noche en la densidad de receptores, encontrândose valores 

significativamente mâs elevados en ambos sexos en mitad del dia (p = 0,004 en los 

machos; p = 0,001 en las hembras) respecto a los observados en mitad de la noche.



IV. RESULTADOS 85

RETINA NEURAL

200
PRIMAVERA

11 14 17 20 23 2 5 8 11

HORA

200

O 150 
Q.
E 100

o
è 50 

0

OTONO

11 14 17 20 23 2 5 8 11

HORA

VERANO INVIERNO
200

O 150  ̂
a
g 100

o
E 50 -

0

200 1

1502Q.
O)

100 ■
-T-

. 1 E
o
E cn ,**- OU 

0 •
11 14 17 20 23 2 5 8 11 

HORA

11 14 17 20 23 2 5 8 11 

HORA

Figura 9. Ritmicidad diaria y estacional en la densidad de receptores de melatonina en 
membranas celulares de retina neural del teleôsteo Tinca tinca. La linea représenta el ajuste 
sinusoidal. Cada punto ( • )  représenta la media + e.e.m. (n = 8). La banda sombreada 
corresponde a la fase oscura del fotoperiodo diario.
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Tabla 3. Variaciones diarias y estacionales de la constante de disociaciôn (Kd) y de la 
densidad de receptores (Bmax) para les sitios de union de 2-f^®l]-Mel en extractos de 
membrana procédantes de retina neural de machos y hembras de Tinca tinca sacrificados 
en mitad de la fase luminosa y de la fase oscura del fotociclo diario.

HORA Kd Bmax

(h) (pM) (fmol/mg prêt)

PRIMAVERA

MACHOS
14:00

2:00

19,09+1,77 

14,11 + 1,21

119,76 + 4,41 

101,29 + 3,81

HEMBRAS
14:00
2:00

17,44+1,16
18,99+1,73

115,42 + 3,15 
116,55 + 4,63

VERANO

MACHOS
14:00

2:00

20,42 + 3,57 

19,15+3,74

44,82+ 1,97 

44,54 + 1,19

HEMBRAS
14:00

2:00

20,66 + 2,95 

25,22 + 2,72

39,65+ 1,12 

45,66+ 1,36#

OTONO

MACHOS
14:00

2:00
34,21 + 4,64 

20,62 + 4,54

74,96+ 1,96 

63,60 + 2,43

HEMBRAS
14:00

2:00

29.36 + 4,69

25.37 + 3,88

70,38+ 1,81 

57,39+ 1,57

INVIERNO

MACHOS
14:00

2:00

22,33+ 1,57 

19,64+1,47

72,55 + 2,02# 

48,26+ 1,24

HEMBRAS
14:00

2:00

24,01 + 1,38 

22,09+ 1,91

75,75+ 1,56# 

49,95+ 1,37

La constante de disociaciôn en el equilibrio (Kd) y la densidad de receptores (Bmax) se 
calculan mediante una regresiôn no lineal de un modelo logîstico de 4 paramétrés (De Lean 
et al., 1978). El error estàndar de las constantes (e.e.) se calcula a partir de les residues 
obtenidos del ajuste de minimes cuadrados. Las diferencias estadfsticamente significativas 
se determinaron segùn el principio de la suma extra de cuadrados mediante el test de la F 
de Fisher-Snedecor. Los dates mostrados son la estimaciôn + e.e. # p < 0,01 respecte del 
mismo sexo en la fase opuesta y en la misma estaciôn.
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En resumen podemos afirmar que en la retina neural de la tenca, los cambios diarios en 

los receptores no son debidos a variaciones de la afinidad, sino mas bien a un ritmo 

dfa/noche en la densidad de los sitios de union.

4.2. Techo ôptico:

Al igual que en la retina neural, con el fin de comprobar si existen diferencias 

debidas al sexo, estimâmes las funciones sinusoïdales que definen los ritmos diarios en la 

densidad de receptores de melatonina (Tabla 4). Puede observarse que no existen 

diferencias entre machos y hembras en ninguno de los paramétrés, por le que hemos 

tratado los ritmos estacionales sin tener en cuenta el sexo de los animales.
Los ritmos diarios de densidad de receptores en el techo ôptico de la tenca en cada 

una de las estaciones del aho se presentan en la Figura 10. Este tejido muestra diferencias 

htmicas diarias significativas en la densidad de receptores ùnicamente en otoho, siendo el 

valor del cociente ruido/sehal 0,15. Ademas, este ritmo se produce tanto en machos como 

en hembras (cociente ruido/sehal = 0,17 y 0,29, respectivamente). Al igual que ocurre en la 

retina neural, en esta estaciôn el momento del ciclo diario con mayor densidad de 

receptores también coincide con las horas centrales del dfa, como indica el valor de la fase 

(cp), siendo el mâximo a las 11:09 + 0:37 h. Del mismo modo, la amplitud sinusoidal (Ai) es 

muy elevada (22,70 + 3,37 fmol/mg prot), lo que muestra claramente la gran oscilaciôn 

dia/noche que se produce en esta estaciôn, dando lugar a un valor en el coeficiente 

màximo-minimo superior a 2. Nuevamente, de forma paralela a lo encontrado en la retina 

neural, en el techo ôptico de la tenca se produce una clara estacionalidad en la densidad de 

receptores. El valor de la densidad media diaria o mesor (Ao) mas elevado lo encontramos 

en primavera (73,73 + 1,15 fmol/mg prot) y el minimo en verano (Ao = 51,81 + 1,57 fmol/mg 

prot), siendo intermedios los valores de otoho e invierno.

En la Tabla 5 se muestran los valores de las Kd y Bmax obtenidas a partir de las 

curvas de saturaciôn realizadas con extractos de membranas procédantes del techo ôptico 

de la tenca. Los valores de Kd no difieren en el dfa y la noche en ninguna de las estaciones 

del aho, ùnicamente se roza la significaciôn (p = 0,017) en las hembras en otoho, donde la 

comparaciôn entre pares de grupos révéla que los extractos de membranas procédantes de 

hembras sacrificadas en mitad de la noche presentan mayor afinidad (Kd = 16,58 + 2,50 

pM) que los obtenidos en mitad del dfa (Kd = 25,69 + 2,93 pM) (Tabla 5).

En relaciôn con la densidad de receptores de 2-[^^®l]-Mel (Tabla 5), sôlo en las 

estaciones de otoho e invierno se aprecian diferencias dfa/noche significativas. En otoho, 

ambos sexos muestran densidades de receptores superiores en mitad de la fase luminosa



IV. RESULTADOS 88

T a b la  4. Parém etros de la funciôn sinusoida l a justada a los ritm os d iarios de dens idad  de 
receptores de 2 -[“'^®l]-Melatonina en el techo ôptico de la tenca en las d is tin tas estaciones 
del aho.

Estaciôn Sexo Ao A l 9 Màx/min Ruido/sehal

Primavera 73,73+1,15 2,40+1,66 15:08 + 1:51 1.07 0,69

Machos 72,30+1,68 2,25+2,25 10:37 + 2:54 1,06 1 , 0 0

Hembras 75,13+1,47 4,59+2,18 17:00 + 1:38 1,13 0,47

Verano 51,81+1,57 2,94+1,61 10:23 + 1:38 1 , 1 2 0,55

Machos 48,59+1,86 2,03+1,83 12:39 + 2:26 1,09 0,90

Hembras 54,11+2,50 2,64+2,19 10:51 +2:10 1 . 1 0 0,83

O tono 59,26+2,51 22,70+3,37 11:09 + 0:37 2,24 0 ,15*

Machos 60,23+3,11 25,13+4,19 11:25 + 0:42 2,43 0,17 *

Hembras 56,90+4,19 18,07+5,20 1 1 : 2 1  + 1 : 1 2 1,93 0 ,29*

Invierno 60,72+1,31 1,44+1,90 2:32 + 3:32 1,05 1.31

Machos 57,73+1,97 2,89+2,90 3:27 + 2:12 1 ,1 1 1 , 0 0

Hembras 63,06+1,64 1,22+2,23 21:30 + 5:00 1,04 1.84

* El ritm o es estad fs ticam ente  significative (ru ido/sehal < 0,3). Los param étrés de la funciôn 
se representan com o la estim aciôn + e.e. Ao: mesor. A i: Am plitud sinusoida l, (p: Acrofase.
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Figura 10. Ritmicidad diaria y estacional en la densidad de receptores de melatonina en 
membranas celulares del techo ôptico de la tenca. La linea représenta el ajuste sinusoidal. 
Cada punto (•) représenta la media + e.e.m. (n = 8). La banda sombreada corresponde a la 
fase oscura del fotoperîodo diario.



IV. RESULTADOS 90

Tabla 5. Constantes de disociaciôn (Kd) y densidades de receptores (Bmax) para los sitios 
de uniôn de 2-[”'^®l]-Mel en extractos de membrana procédantes del techo ôptico de tencas 
sacrificadas en mitad de la fase luminosa y en mitad de la fase oscura del fotociclo diario en 
las cuatro estaciones del aho.

HORA Kd Bmax

(h) (pM) (fmol/mg prot)

PRIMAVERA

MACHOS
14:00

2:00

18,77 + 3,45 

21,92 + 4,42

58,50 + 4,27 

66,17 + 5,27

HEMBRAS
14:00

2:00

15,56+1,98 

17,73 + 2,35

59,58 + 3,24 

54,31 + 2,95

VERANO

MACHOS
14:00

2:00

31,32 + 4,76 

31,94 + 4,02

45,06 ±2,24 

37,73 ±1,47

HEMBRAS
14:00

2:00

34,53 + 3,60 

21,18 + 6,20

39,70 ±1,52 

30,72 ± 2,85

OTONO

MACHOS
14:00

2:00

31,95 + 3,26 

21,67+3,92

66,30 ±2,31 # 

43,70 ±1,73

HEMBRAS
14:00

2:00

25,69 ±2,93 

16,58 + 2,50

64,96 ±2,56# 

35,86 ± 1,50

INVIERNO

MACHOS
14:00

2:00

28,33 + 4,06 

21,83 + 2,68

65,13±2,17 

66,26 ±2,81**

HEMBRAS
14:00

2:00

23,42 + 5,08 

16,52+1,90

63,16 ±4,91 

54,07 ±1,84

La constante de disociaciôn en el equilibrio (Kd) y densidad de receptores (Bmax) se 
calculan mediante una regresiôn no lineal de un modelo logîstico de 4 paramétrés. El error 
estàndar de las constantes (e.e.) se calcula a partir de los residues obtenidos del ajuste de 
minimes cuadrados. Las diferencias estadfsticamente significativas se determinaron segûn 
el principio de la suma extra de cuadrados evaluada mediante el test de la F de 
Fisher-Snedecor. Los dates mostrados son la estimaciôn + e.e. ** p < 0,01 respecte del 
sexo opuesto en la misma fase; # p < 0,01 respecte del mismo sexo en la fase opuesta y en 
la misma estaciôn.
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respecto a los valores noctumos (p = 0,002). Las diferencias entre sexos en esta estaciôn 

rozan la significaciôn (p = 0,02) cuando se compara la densidad de receptores durante la 

noche (2:00 h), encontrândose los valores mâs elevados en los machos (Bmax = 43,70 + 

1,73 fmol/mg prot), trente a lo medido en las hembras (Bmax = 35,86 + 1,50 fmol/mg prot). 

En invierno, ùnicamente se observan diferencias significativas entre machos y hembras (p = 

0,002) sacrificados en mitad de la noche con valores superiores en los machos, (Bmax = 

66,26 + 2,81 fmol/mg prot), trente a los 54,07 + 1,84 fmol/mg prot medidos en las hembras.

En resumen, podemos decir que en el techo ôptico de la tenca, los cambios diarios 

apreciados en la densidad de los receptores (datos reflejados en los ajustes circadianos) no 

se deben a cambios en la afinidad de los receptores, sino mâs bien al ritmo diario de su 

densidad.

4.3. Corazôn:

Al igual que en los tejidos anteriores, en primer lugar comprobamos si existian 

diferencias entre ambos sexos en los parâmetros de las funciones sinusoidales teôricas que 

definen los ritmos diarios en la densidad de receptores de 2-f^®l]-Mel (Tabla 6). Al no existir 
diferencias entre sexos, agrupamos los datos y los representamos en la Figura 11. Las 

variaciones diarias en la densidad de los receptores de melatonina en el corazôn de la tenca 

resultan ser estadfsticamente significativas en otoho e invierno, siendo el valor del cociente 

ruido/sehal de 0,29 en ambas estaciones. En otoho, la mayor densidad de receptores 

coincide con las horas centrales del dfa, siendo la fase ((p) a las 12:49 + 1:08 h. El momento 

del mâximo en invierno también tiene lugar durante la fase luminosa del fotociclo diario, si 

bien se produce un ligero retraso del mismo (cp= 16:08 + 1:02 h), acercândose dicho 

mâximo a las ùltimas horas de la fase luminosa.

En el estudio de la ritmicidad diaria en extractos de membranas plasmâticas 

obtenidas del corazôn de la tenca se aprecia un claro paralelismo en la tendencia 

observada en este y los tejidos estudiados anteriormente (retina neural y techo ôptico), 

hallando también en el corazôn un ritmo significativo durante las estaciones de otoho e 

invierno (cociente ruido/sehal = 0,29 en ambos casos) (Tabla 6). En cuanto a la variaciôn 

estacional, cabe destacar que durante la primavera y verano el mesor es muy similar, y 

ligeramente mayor que en otoho e invierno.
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Tabla 6. P arâm etros que definen la funciôn sinusoidal a justada al ritm o d ia rio  de densidad 
de receptores de 2-[^^®l]-Mel en el corazôn del te leôsteo Tinca tinca, en cada una de las 
es tac iones del aho.

Estaciôn Sexo Ao A l 9 Màx/min Ruido/sehal

Prim avera 10,52+0,44 1,10+0,60 9:57 + 1:36 1,23 0,54

Machos 10,72+0,56 1,91+0,86 15:18 + 1:30 1.43 0,45

Hembras 11,22+0,65 2,26+0,95 8:05 + 1:30 1.51 0,42

Verano 9,59+0,37 0,66+0,53 15:03 + 2:10 1.15 0,79

Machos 9,14+0,48 1,08+0,66 14:45 + 1:40 1.27 0,62

Hembras 9,99+0,56 0,28+0,83 15:36 + 6:08 1,06 3,00

O toho 4,95+0,24 1,15+0,33 12:49 + 1:08 1,60 0,29*

Machos 4,37+0,24 0,74+0,32 11:51 +1:14 1.41 0,44

Hembras 5,65+0,43 1,65+0,60 13:24 + 1:22 1,83 0,37

Invierno 6,71+0,22 1,13+0,32 16:08 + 1 : 0 2 1,40 0,29*

Machos 6,43+0,25 1,21+0,36 17:42 + 1:05 1,46 0,29*

Hembras 7,45+0,43 0,69+0,62 16:55 + 2:38 1 , 2 0 0,90

* El ritm o es estad is ticam en te  s ign ificativo (ruido/sehal < 0,3). Los parâm etros de la funciôn 
se representan  com o la estim aciôn + e.e. Ao: Mesor. A i: Am plitud  sinusoida l, cp: Acrofase.
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Figura 11. Variaciones diarias y estacionales en la densidad de receptores de melatonina 
en preparaciones de membrana obtenidas del corazôn de T. tinca. La linea représenta el 
ajuste sinusoidal. Cada punto ( • )  représenta la media + e.e.m. La banda sombreada 
corresponde a la fase oscura del fotoperîodo diario.
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La afinidad de los receptores de melatonina por el ligando no muestra diferencias 

significativas a lo largo de las estaciones, ni entre sexos, ni al comparar los valores 

obtenidos al medio dia con los obtenidos a media noche (Tabla 7). La densidad de 

receptores, en cambio, muestra diferencias significativas en otono (Tabla 7), encontrando 

diferencias significativas dia/noche en ambos sexos (p = 0,001 en los machos y p = 0,004 

en las hembras), con valores maximos en mitad del dia y minimos en mitad de la noche. En 

invierno la tendencia es similar a la de otoho, es decir densidades superiores durante el dia 

tanto en machos como en hembras, si bien las diferencias no llegan a la significaciôn 

estadistica.

4.4. Rihôn:

No encontramos diferencias apreciables en ninguno de los parâmetros que definen 

las funciones sinusoidales del ajuste de las variaciones diarias de receptores en ninguna de 

las épocas del aho (Tabla 8) para ninguno de los sexos. Por tanto, de nuevo hemos tratado 

los ritmos estacionales sin tener en cuenta el sexo de los animales.

En la Figura 12 representamos los ritmos diarios y estacionales de la densidad de 

receptores en el rihôn. Al igual que en el resto de los tejidos estudiados, existen diferencias 

significativas ùnicamente en otoho (coeficiente ruido/sehal = 0,29), con valores maximos 

durante el dia y mâs bajos durante la noche. Ademâs, también se roza la significaciôn en 

invierno (coeficiente ruido/sehal = 0,36). Al igual que ocurre en el caso del tejido cardiaco de 

la tenca, también en el rihôn se produce un ligero desplazamiento del momento del dia en el 

que se observan las mayores densidades de receptores (cp = 7:40 + 1:04 h), adelantândose 

hacia el comienzo de la fotofase.

En los ensayos de saturaciôn a 4°C realizados con extractos de membrana 
procédantes de machos y hembras sacrificados en mitad de la fase luminosa y en mitad de 

la escotofase no se observan diferencias dia/noche ni en la afinidad ni en la densidad de 

receptores (Tabla 9). Sin embargo se puede observer un cierto carâcter estacional en la 

densidad de receptores, con los valores medios mâs elevados en invierno (2,15 fmol/mg 

prot), descendiendo drâsticamente hasta los valores medios de verano (0,67 fmol/mg prot), 

y pasando por densidades médias ligeramente superiores en primavera (1,58 fmol/mg prot). 

En otoho comienza el aumento de la densidad media de receptores (0,68 fmol/mg prot) 

hasta alcanzar los valores medios mâximos invernales.
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Tabla 7. Constantes de disociaciôn (Kd) y densidad de receptores (Bmax) para los sitios de 
uniôn de [2-‘'^®l]-Melatonina en extractos de membrana procédantes del corazôn de machos 
y hembras de tenca sacrificadas en mitad de la fase luminosa y en mitad de la fase oscura 
del fotociclo diario en las cuatro estaciones del aho.

HORA Kd Bmax

(h) (pM) (fmol/mg prot)

PRIMAVERA

MACHOS
14:00

2:00

16,21+5,30

17,51+2,97

8,44 + 0,62 

9,80 + 0,49

HEMBRAS
14:00

2:00

11,66+1,75

13,10+1,97

10,50 + 0,44 

11,02 + 0,52

VERANO

MACHOS
14:00

2:00

16,08 + 3,36 
14,43 + 4,44

8,94 + 0,78 
10,43+1,11

HEMBRAS
14:00

2:00

10,08 + 3,00 

11,82 + 2,98

12,30+1,76 

8,23 + 0,81

OTONO

MACHOS
14:00

2:00

13,34 + 2,51 

11,38 + 4,05

9,92 + 0,66 # 

5,53 + 0,68

HEMBRAS
14:00

2:00

10,15+1,57 

12,63 + 2,33

9,79 + 0,52# 

5,99 + 0,42

INVIERNO

MACHOS
14:00

2:00

17,99 + 5,35 

13,32 + 4,04

5,80 + 0,60 

3,57 + 0,39

HEMBRAS
14:00

2:00

13,43 + 2,02 

13,71+4,57

7,34 + 0,28 

4,59 + 0,41

La constante de disociaciôn en el equilibrio (Kd) y densidad de receptores (Bmax) se 
calculan mediante una regresiôn no lineal de un modelo logîstico de 4 parâmetros. El error 
estàndar de las constantes (e.e.) se calcula a partir de los residuos obtenidos del ajuste de 
minimos cuadrados. Las diferencias estadfsticamente significativas se determinaron segùn 
el principio de la suma extra de cuadrados mediante el test de la F de Fisher-Snedecor. Los 
datos mostrados son la estimaciôn + e.e. # p < 0,01 respecto del mismo sexo en la fase 
opuesta y en la misma estaciôn.
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T ab la  8 . Parâmetros de la funciôn sinusoidal ajustada al ritmo diario de densidad de 
receptores de 2-f ̂ ®I]-Mel en el rihôn de T. tinca, en cada una de las estaciones del aho.

Estaciôn Sexo Ao Al 9 Màx/min Ruido/sehal

Prim avera 0,90+0,04 0,05+0,05 7:34 + 2:56 1,11 1.15

Machos 0,91+0,05 0,08+0,08 7:03 + 2:10 1,19 1,02

Hembras 0,89+0,07 0,04+0,09 13:43 + 5:50 1,09 2,30

Verano 1,34+0,10 0,26+0,14 12:13 + 1:33 1.47 0,55

Machos 1,12+0,11 0,46+0,16 14:09 + 1:19 2,40 0,36

Hembras 1,25+0,15 0,28+0,22 8:46 + 2:09 1,58 0,78

O toho 1,07+0,05 0,25+0,07 7:40 + 1:04 1,35 0,29*

Machos 1,08+0,07 0,19+0,10 8:32 + 1:26 1,44 0,54

Hembras 1,08+0,06 0,30+0,09 7:09 + 1:07 1.79 0,31

Invierno 0,51+0,03 0,14+0,05 15:39 + 1:16 1.73 0,36

Machos 0,59+0,04 0,12+0,06 18:36 + 1:37 1,51 0,48

Hembras 0,50+0,08 0,20+0,08 15:23 + 1:21 2,40 0,39

* El ritmo es estadfsticamente significativo (ruido/sehal < 0,3). Los ensayos se realizan a 
4°C. Los parâmetros de la funciôn se representan como la estimaciôn + e.e. Ao: Mesor. Ai: 
Amplitud sinusoidal, (p: Acrofase.
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Figura 12. Ritmo diario y estacional en la densidad de receptores de melatonina en 
preparaciones de membrana de rinôn de tenca. La linea représenta el ajuste sinusoidal. 
Cada punto (•) représenta la media + e.e.m. (n = 8). La banda sombreada corresponde a la 
fase oscura del fotoperiodo diario.



IV. RESULTADOS 98

Tabla 9. Constantes de disociaciôn (Kd) y densidad de receptores (Bmax) para los sitios de 
uniôn de 2-f^®l]-Mel en extractos de membrana de rinôn de tencas de ambos sexos 
sacrificadas en mitad de la fase luminosa y en mitad de la fase oscura del fotociclo diario en 
las cuatro estaciones del ano. Los ensayos se realizan a 4®C.

HORA Kd Bmax

(h) (pM) (fmol/mg prot)

PRIMAVERA

MACHOS
14:00

2:00

591,80+ 151,18 

541,89+ 184,71

1,17 + 0,28 

0,92 + 0,19

HEMBRAS
14:00

2:00

525,98+ 167,72 

501,49 + 157,50

1,01+0,20 

1,14 + 0,26

VERANO

MACHOS
14:00

2:00

420,97+ 101,68 

225,01 + 91,40

0,79 + 015 

0,42 + 0,10

HEMBRAS
14:00

2:00

216,38 + 56,76 

400,63+ 123,22

0,66 + 0,10 

0,82 + 0,18
OTONO

MACHOS
14:00

2:00

525,69 + 50,37 

525,34 + 36,72

0,70 + 0,05 

0,81+0,06

HEMBRAS
14:00

2:00

469,94 + 80,56 

506,57 + 48,16

0,56 + 0,08 

0,67 + 0,05

INVIERNO

MACHOS
14:00

2:00

545,31 + 190,13 

509,62 + 112,59

1,74 + 0,33 

3,04 + 0,47

HEMBRAS
14:00

2:00

605,96+ 140,18 

523,94 + 233,71

2,17 + 0,50 

1,64 + 0,47

La constante de disociaciôn en el equilibrio (Kd) y densidad de receptor (Bmax) obtenidas 
se calculan mediante una regresiôn no lineal de un modelo logîstico de 4 parâmetros. El 
error estàndar de las constantes (e.e.) se calcula a partir de los residuos obtenidos del 
ajuste de minimos cuadrados. Las diferencias estadisticamente significativas se 
determinaron por el principio de la suma extra de cuadrados evaluada mediante el test de la 
F de Fisher-Snedecor. Los datos mostrados corresponden al promedio de la estimaciôn + 
e.e.
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5. RITMICIDAD ENDÔGENA EN LA DENSIDAD DE SITIOS DE UNION DE MELATONINA 
EN ENCÉFALO DE Tinca tinca.

Con objeto de investigar si las variaciones diarias observadas en los sitios de uniôn 

de melatonina en distintas areas encefàlicas de la tenca estàn controladas por un oscilador 

endôgeno, sometimos a los animales a condiciones de oscuridad constante durante 72 

horas y analizamos la ritmicidad diaria de densidad de receptores de 2 -f ̂ ®I]-Mel. Como se 

puede observer en la Figura 13, en todos los tejidos encefàlicos estudiados desaparece el 

ritmo diario de densidad de receptores. Es interesante comparar las densidades de sitios de 

uniôn en cada uno de los tejidos encefàlicos, siendo el techo ôptico el que présenta la 
mayor densidad de receptores de 2-[^^®l]-Mel, con valores medios que alcanzan los 20 + 1 

fmol/mg prot. En cambio, las densidades son significativamente mâs bajas en el telencéfalo, 

el diencéfalo y el rombencéfalo, con densidades médias de 4,0 + 1,0; 1,5 + 1,0; y 1,0 + 0,5 

fmol/mg prot, respectivamente.

6. EFECTO DE LA LUZ SOBRE LOS RECEPTORES DE MELATONINA EN LA RETINA Y 

TECHO ÔPTICO DE Tinca tinca.
6.1. Efecto de diferentes intensidades luminicas durante la fase luminosa del fotociclo 
diario sobre la Kd y la Bmax.

Para investigar si distintas intensidades de luz pueden producir cambios en la 

afinidad o la densidad de los receptores en la tenca, se aciimataron dos grupos de peces a 

fotoperiodos 12L;12D, con intensidades bajas y altas durante la fotofase, concretamente 20 

y 1300 lux (apartado 2.4.6.1 de materiales y métodos). Los peces se sacrificaron en mitad 

de las fases luminosa y oscura de su fotociclo diario, y que, en estas condiciones, 

corresponden a ZT 6 (mitad de! dia) y ZT 18 (mitad de la noche).

a) Retina neural:
La Figura 14 muestra el efecto producido por distintas intensidades de luz aplicadas 

durante la fase luminosa del fotociclo diario en la densidad de receptores de melatonina en 

la retina neural de la tenca. Las densidades mâximas a mediodia aumentan 

significativamente (p = 0,001) (Figura 14a) en retinas expuestas a una intensidad luminica 

de 1300 lux (Bmax = 81,85 + 4,59 fmol/mg prot) respecto a las retinas expuestas a sôlo a 20 

lux durante el mismo periodo (p = 0,01) (Bmax = 45,02 + 4,63 fmol/mg prot). Esta elevada 

densidad de receptores a medio dia en tencas aciimatadas a 1300 lux se reduce 

significativamente a media noche (p = 0,004), no existiendo diferencias en la fase oscura 

entre ambos grupos de peces (p = 0,496) (Bmax = 50,66 + 6,57 y 56,36 + 4,29 fmol/mg prot 

para 20 y 1300 lux, respectivamente).
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Figura 13. Densidad de receptores de 2-f^®l]-Mel en telencéfalo, techo ôptico, diencéfalo y 
rombencéfalo de tencas sometidas a condiciones de oscuridad constante (n = 7/punto). Las 
barras oscuras y rayadas en la parte superior de las figuras representan la noche y el dia 
subjetivos. La barra en la parte inferior indica las condiciones de iluminaciôn durante el 
experimento. Los valores mostrados son el promedio + e.e.m. CT; tiempo circadiano.
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Figura 14. a) Capacidad maxima de union y b) constantes de disociaciôn (Kd) de los 
receptores de 2-f^^l]-Mei en la retina neural de tencas aciimatadas a dos intensidades 
luminicas diferentes (20 y 1300 lux). Las muestras fueron obtenidas en mitad de la fase 
luminosa y en mitad de la fase oscura (fondo sombreado). **: p < 0,01 respecto de la fase 
oscura; a: p < 0,01 respecto de la intensidad luminosa de 20 lux.
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En el analisis de la afinidad de los receptores (Figura 14b) observâmes que no 

existen diferencias en la Kd entre ambos grupos de peces aciimatados a intensidades 

diurnas de luz diferentes. La afinidad de los receptores es muy similar tanto en mitad del dia 

como en mitad de la noche en cada una de las aciimataciones. Los valores de las 

constantes son: Kd = 19,64 + 5,38 pM y 24,30 + 7,73 pM en mitad de la fotofase y la 

escotofase, respectivamente, en el grupo aciimatado a 20 lux; y 23,15 + 3,23 pM y 15,92 + 

3,13 pM a medio dia y media noche en el grupo aciimatado a 1300 lux.

b) Techo ôptico:
En el techo ôptico las variaciones dia/noche en la densidad maxima de receptores 

rozan la significaciôn (p = 0,039) en el grupo de 20 lux (Figura 15a), con valores de 22,96 + 

2,56 fmol/mg prot durante el dia, trente a una densidad de receptores de 40,43 + 2,30 

fmol/mg prot durante la noche. Al igual que sucedia en la retina, la exposiciôn a 1300 lux de 

intensidad provoca un incremento significativo (p < 0,01) en la densidad maxima de 

receptores de 2-[^^^l]-Mel (Bmax = 55,53 + 3,09 fmol/mg prot) respecto a lo observado a 20 

lux de intensidad (Bmax = 22,96 + 2,56 fmol/mg prot). La elevada densidad de receptores a 
medio dia en tencas aciimatadas a 1300 lux se reduce significativamente durante la noche 

(p =0,003), no existiendo diferencias significativas en la densidad de receptores a media 

noche entre ambos grupos de tencas.

En la Figura 15b, se observa la ausencia de variaciones significativas (p = 0,754) en 

la afinidad de los receptores de 2-[^^ l̂]-Mel en el techo ôptico de tencas aciimatadas a las 

dos intensidades de luz diferentes (20 y 1300 lux). Las afinidades por 2-f^^n-Mel en ambos 

grupos fueron muy similares.

En resumen, parece ser que el ritmo dia/noche en la densidad de receptores de la 
retina neural y del techo ôptico depende estrechamente de la intensidad luminosa durante el 

dia, ya que con intensidades bajas dicha oscilaciôn desaparece.

6.2. Efecto de un puiso de luz de diferentes intensidades en mitad de la escotofase 

sobre la Kd v la Bmax.
a) Retina neural:

La densidad maxima de receptores de 2-[^^®l]-Mel en la retina neural de tencas 

expuestas durante la noche a un puIso de diferentes intensidades se muestra en la Figura 

16a. Como puede observarse, la densidad es mâs alta (p = 0,001) en el grupo sometido a 1 

lux de intensidad luminica, no existiendo diferencias significativas en las densidades en los
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Figura 15. a) Capacidad maxima de union y b) Valores de la constante de disociaciôn (Kd) 
de los receptores de 2-f^^l]-Mel en el techo ôptico de tencas aciimatadas a 20 y 1300 lux de 
intensidad luminosa. Las muestras se obtuvieron en mitad de las fases luminosa y oscura 
del fotociclo diario (fondo sombreado). **; p < 0,01 respecto de la fase oscura; a: p < 0,01 
respecto de la intensidad luminosa de 20 lux.
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très restantes grupos (0,3; 3 y 1300 lux).

La afinidad de los receptores de melatonina en la retina de la tenca no se modifica 
significativamente (p = 0,22) por la exposiciôn a un puiso de luz de distintas intensidades 

durante la noche (Figura 16b). Los valores de las constantes de disociaciôn fueron: Kd = 

8,24 + 0,97; 10,69 + 1,05; 8,37 + 0,79 y 9,63 +1,12 pM, para las retinas de peces 

sometidos a pulsos de luz de intensidad 0,3; 1; 3 y 1300 lux, respectivamente.

b) Techo ôptico:
En la Figura 17, se han representado los resultados obtenidos en el techo ôptico. Al 

igual que sucede en la retina, la densidad de receptores mâs alta la encontramos en el 

grupo de tencas sometidas a la exposiciôn luminosa de 1 lux de intensidad (Figura 17a), 

siendo esta diferencia estadisticamente significative ùnicamente cuando se compara con la 

densidad de receptores en tencas expuestas a 1300 lux de intensidad de luz (p = 0,001).

En cuanto a la afinidad (Figura 17b), el grupo de peces que recibiô el puiso de mayor 

intensidad de luz (1300 lux) muestra una afinidad ligeramente superior (valor de la Kd mâs 

bajo) que los restantes grupos, sin embargo esta diferencia sôlo résulta estadisticamente 

significative (p = 0,007) si se compara con el grupo de peces con exposiciôn a 1 lux. Los 

valores de Kd observados son 15,63 + 2,96; 18,76 + 2,16; 17,26 + 2,56 y 12,07 + 1,36 pM 

en los grupos de 0,3; 1; 3 y 1300 lux, respectivamente.

7. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA CINÉTICA DE LA UNION DE LA 

MELATONINA A SU RECEPTOR EN LA TENCA.
7.1. Ensayos de saturaciôn.
a) Retina neural.

La temperature del ensayo no afecta significativamente a la afinidad de la uniôn de 

melatonina a su receptor en la retina neural de la tenca. No existen diferencias significativas 

(p = 0,211) entre las curvas de saturaciôn realizadas a 15°C, 25°C y 30°C (Fig. 18a, bye,  

respectivamente), siendo las constantes de disociaciôn (Kd) 22,50 + 2,25; 29,83 + 3,58 y 

27,37 + 3,98 pM para los ensayos realizados a 15°C, 25°C y 30®C, respectivamente.

Sin embargo, la temperatura del ensayo si afecta a la capacidad de uniôn de los 

receptores en la retina neural de la tenca (p = 0,003), observândose una Bmax mener en los 

extractos de membranas incubados a una temperatura de ensayo de 30°C 

(Bmax = 47,43 + 3,05 fmol/mg prot), que es significativamente inferior a la observada en los 

ensayos realizados a 15°C (p = 0,003) y a 25°C (p = 0,001).
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Figura 16. a) Capacidad maxima de uniôn y b) valores de la constante de disociaciôn (Kd) 
de los receptores de 2-f ̂ ®I]-Mel en la retina neural de T.tinca tras la exposiciôn en mitad de 
la escotofase a una hora a luz de diferentes intensidades (0,3; 1; 3 y 1300 lux). Los datos 
mostrados corresponden al promedio de la estimaciôn + e.e. ** p < 0,01 respecto al resto de 
grupos.
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Figura 17. a) Capacidad maxima de union y b) valores de la constante de disociaciôn (Kd) 
de los receptores de 2-[^^®l]-Mel en el techo ôptico de T. tinca tras la exposiciôn en mitad de 
la escotofase a una hora a luz de diferentes intensidades (0,3; 1; 3 y 1300 lux) en mitad de 
la escotofase (n = 7/grupo). Los datos mostrados corresponden al promedio de la 
estimaciôn + e.e. ** p < 0,01.
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Figura 18. Curvas de saturaciôn de la uniôn de 2-f^®l]-Mel a sus receptores en la retina de 
la tenca a très temperatures distintas de ensayo: a) 15°C; b) 25°C y c) 30°C. La uniôn 
inespecifica se cuantifica por adiciôn de 1 p-M de melatonina no marcada. Cada punto 
représenta valores individuales de uniôn de radioligando. ** p < 0,01 respecto a las dos 
temperatures restantes.
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b) Techo optico.

Los ensayos de saturaciôn realizados a diferentes temperatures de incubaciôn con 

extractos de membranas procédantes del techo ôptico de la tenca se presentan en la Figura 

19. La temperature del ensayo tampoco afecta a la afinidad de los receptores del techo 

ôptico de la tenca (p = 0,033), al igual que ocurre en la retina neural, siendo las constantes 

de disociaciôn muy similares, 26,66 + 2,54 pM; Kd = 42,94 + 7,15 pM y Kd = 33,01 + 5,29 

pM, a 15°C, 25°C y 30®C, respectivamente.
Sin embargo, a diferencia de lo que sucede en los ensayos de saturaciôn realizados 

a diferentes temperatures en la retina neural de esta especie, la densidad de receptores no 

se ve afectada por la temperatura del ensayo en extractos de membranas de techo ôptico 

de la tenca (p = 0,098). Los valores de Bmax observados son 59,33 + 2,49; 70,97 + 5,47 y 

64,25 + 4,44 fmol/mg prot, para los ensayos realizados a 15°C, 25°C y 30°C, 

respectivamente.

7.2. Ensayos cinéticos.

a) Retina neural.

En la Figura 20 se muestran las cinéticas de asociaciôn de 2-f^®l]-Mel a sus 

receptores en la retina de la tenca a très temperatures diferentes (15°C, 25°C y 30°C). Se 

alcanza el equilibrio tras 120 minutos de incubaciôn a 15°C (Fig. 20a). Para inducir la 

disociaciôn se anade Mel 1 |j.M a la soluciôn de membranas en equilibrio, y la uniôn 

especifica se cuantifica en diferentes intervalos de tiempo (ver apartado 2.4.7.2. de 

materiales y métodos). De este modo, la disociaciôn compléta se produce a las 24 horas de 

la adiciôn de melatonina 1 î M a 15°C (Fig. 20b).

Cuando los extractos de membrana de retina neural se incuban a 25°C, el equilibrio 

se alcanza en la mitad de tiempo que a 15°C, es decir 60 minutos (Fig. 20a), que se refleja 

en un aumento de la tasa de asociaciôn (Tabla 10). Tras la adiciôn de melatonina 1 fj-M, la 

disociaciôn compléta se produce también a una velocidad mucho mayor de la obtenida a 

15°C (Fig. 20b), siendo el valor de la tasa de disociaciôn a 25°C aproximadamente 6 veces 

superior al observado a 15°C (Tabla 10).

A los 40 minutos de incubaciôn de los extractos de membranas de retina a 30°C se 

alcanza el equilibrio (Fig. 20a), tiempo ligeramente inferior al necesitado para 25°C, lo que 

se traduce en una duplicaciôn de la tasa de asociaciôn (Tabla 10). La disociaciôn también 

se produce ligeramente mas rapide que en el ensayo realizado a 25°C (Fig. 20b), 

aumentando en consecuencia el valor de la tasa de disociaciôn a casi el doble (Tabla 10).
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Figura 19. Curvas de saturaciôn de la union de 2-f^®l]-Mel a sus receptores en el techo 
ôptico de T. tinca a très temperatures distintas de ensayo: a) 15°C; b) 25°C y c) 30°C. La 
uniôn inespecifica se cuantifica por adiciôn de 1 pM de melatonina no marcada. Cada punto 
représenta valores individuales de uniôn de radioligando.
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Figura 20. Efecto de la temperatura sobre la cinética de la uniôn de 2-[‘'^®l]-Mel a extractos 
de membranas de retina neural de T. tinca. Las lineas representan: a) Asociaciôn a 15°C, 
25°C y 30°C y b) Disociaciôn a las mismas temperaturas. c) Valores de Qio para las tasas 
de asociaciôn, disociaciôn y constante cinética de disociaciôn en los intervalos 15-25°C y 
25-30°C.



IV. RESULTADOS H I

A partir de I os valores medidos de las tasas de asociaclôn y disociaciôn, asi como de 

la constante cinética de disociaciôn, obtenida a partir del cociente entre ambas tasas (Tabla 

10), se puede apreciar el potente efecto de la temperature del ensayo modificando las 

cinéticas de asociaciôn y disociaciôn en la retina neural de la tenca. El tiempo necesario 

para alcanzar el equilibrio en la asociaciôn se reduce de forma paralela al aumento de la 
temperature del ensayo, y en cuanto a la cinética de disociaciôn, se produce la compléta 

disociaciôn de forma màs rapida a medida que aumenta la temperature del ensayo.

Tabla 10. Cinéticas de asociaciôn y disociaciôn a distintas temperatures de ensayo en 
extractos de membrane de retina neural de la tenca.

15°C 25°C 30°C

K+1 (1Q-® X p M - ' min-^) 0,371 + 0,029 0,718 + 0,045 1,446 + 0,102

K-1 (10’® X min'^) 0,860 + 0,068 5,261 + 0,328 9 ,0 7 5 +  1,153

Kdcinética (p M ) 2,32 7,32 6,27

Las tasas de asociaciôn (K +1) y disociaciôn (K . i) se han calculado mediante una regresiôn 
no lineal, asumiendo un aumento exponencial hasta un màximo de pseudo primer orden 
para la K +1, asi como una caida exponencial de primer orden para la K . 1. La Kd obtenida a 
partir de los estudios cinéticos se calcula a partir del cociente entre ambas constantes (Kd = 
K .1/K  + 1).

Los coeficientes de temperature (Q10) para las tasas de asociaciôn y disociaciôn y 

para la constante cinética de disociaciôn se muestran en la Figura 20c. En el caso de la tasa 

de asociaciôn, los valores en ambos intervalos; 15-25 y 25-30, son siempre superiores a 1, 

indicando un aumento en la sensibilidad térmica. Para la tasa de disociaciôn, se observan 

diferencias entre los dos intervalos de temperature estudiados. La Q10 es bastante superior 

(6,12) en el intervalo 15-25°C que en el intervalo 25-30°C (2,97), lo que révéla un descenso 

de la sensibilidad térmica en las cinéticas de disociaciôn cuando aumenta la temperatura del 

ensayo por encima de 25°C. Los valores de Q10 para la constante cinética de disociaciôn 

indican un descenso de la sensibilidad térmica en el intervalo de 25-30°C, ya que el valor es 

inferior a 1 (0,73), mientras que en el intervalo de 15-25°C es superior a 1 (3,15), mostrando 

una elevada sensibilidad térmica a esta temperatura, que esté determinada por la alta 

sensibilidad de la tasa de disociaciôn.
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b) Techo optico.

En la Figura 21 se muestran las cinéticas de asociaciôn y disociaciôn de 2-[^^®l]-Mel 

en extractos de membranes de techo ôptico de la tenca a las mismas temperatures que en 

la retina neural. A 15°C se alcanza el equilibrio tras 120 minutos de incubaciôn (Fig. 21a). 

La disociaciôn a 15°C se produce muy lentamente, de modo que se requieren 28 horas para 

lograr una disociaciôn compléta (Fig. 21b).

A una temperatura de 25®C, el equilibrio se alcanza en la mitad de tiempo que a 

15°C (60 minutos) (Fig. 21a), lo que se traduce en un aumento de la tasa de asociaciôn de 

casi el doble que a 15°C (Tabla 11). La disociaciôn compléta se produce 14 horas después 

de la adiciôn de melatonina 1 jxM (Fig. 21b), el doble de répido que a 15°C, aumentando el 

valor de la tasa de disociaciôn (Tabla 11). No obstante en el techo ôptico la disociaciôn 

parece ligeramente màs lenta que en la retina neural a cualquier temperatura.
Temperaturas de incubaciôn superiores provocan un aumento en la velocidad de la 

asociaciôn. Asi, a 30°C (Fig 21a), se llega al equilibrio tras 40 minutos de incubaciôn, 

tiempo inferior al requerido en los ensayos a 25®C y muy por debajo del necesario para 

llegar al equilibrio cuando se incuba a 15°C. A diferencia de lo que ocurre en el caso de la 

retina neural, donde también la velocidad de la disociaciôn aumenta con la temperatura, la 

cinética de disociaciôn en el techo ôptico no se ve afectada por un aumento de la 

temperatura de incubaciôn de 25°C a 30°C (Fig. 21b), lo que se refleja en valores similares 

de las tasas de disociaciôn medidas a ambas temperaturas (Tabla 11).

Los coeficientes de temperatura (Qio) para las tasas de asociaciôn y disociaciôn, y la 

constante cinética de disociaciôn se han representado en la Figura 21c. En la asociaciôn, 

los valores de Qio son siempre superiores a 1, indicéndonos un incremento de la 

sensibilidad térmica de los procesos de asociaciôn en este tejido. El valor del coeficiente de 

temperaturas es 1,69 en el intervalo 15-25°C, y desciende ligeramente en el intervalo 

25-30°C (1,40). A diferencia de lo que ocurre en la retina neural, en el techo ôptico la 

cinética de asociaciôn no cambia cuando aumenta la temperatura del ensayo de 25°C a 

30°C. En la tasa de disociaciôn existen diferencias entre los dos intervalos de temperatura 

estudiados. A pesar de que existe una marcada sensibilidad térmica, el valor de la Qio 

observado en el intervalo 15-25°C es bastante elevado (6,62) pero desciende abruptamente 

en el intervalo 25-30°C (0,93). Estos valores son similares a los observados en la retina 

neural. La Qio para la constante de disociaciôn cinética muestra un descenso de la 

sensibilidad térmica en el intervalo 25-30°C, ya que el valor es inferior a 1 (0,66), mientras 

que en el intervalo 15-25°C el valor de la Qio es superior a 1 (3,92), indicando una elevada 

sensibilidad térmica, como ocurre en la retina neural.
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Figura 21. Efecto de la temperatura sobre la cinética de la union de 2-f^^l]-Melatonina a 
extractos de membrana de techo ôptico de T. tinca. Las lineas representan: a) Asociaciôn a 
15°C, 25°C y 30°C y b) Disociaciôn a las mismas temperaturas. c) Valores de Qio para las 
tasas de asociaciôn, disociaciôn y constante cinética de disociaciôn en los intervalos 
15-25°C y 25-30°C.
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Tabla 11. Cinéticas de asociaciôn y disociaciôn a distintas temperaturas de ensayo en 
extractos de membrana del techo ôptico de la tenca (T. tinca).

15°C 25°C 30°C

K+1 (1Q-®x pM"* min-^) 0,214 + 0,027 0,363 + 0,022 0,446 + 0,074

K .1  (1Q-® X min"') 0,446 + 0,074 2,954 + 0,249 2,751 + 0,271

Kdcinética (p M ) 2,08 8,15 5,41

Las tasas de asociaciôn (K+i) y disociaciôn (K_i) se han calculado mediante una regresiôn 
no lineal, asumiendo un aumento exponencial hasta un màximo de pseudo primer orden 
para la K+i, asi como una caida exponencial de primer orden para la K.i. La Kd obtenida a 
partir de los estudios cinéticos se calcula a partir del cociente entre ambas constantes 
(Kd = K.i/ K.i).

c) Rihon.

En la Figura 22 mostramos cômo las cinéticas de asociaciôn y disociaciôn de la 

2 -f ̂ ®I]-Mel en el rihôn de la tenca son mucho màs ràpidas que en la retina neural y en el 

techo ôptico. Las cinéticas de asociaciôn de 2-[^^®l]-Mel a extractos de membrana del rihôn 

de Tinca tinca se han realizado ünicamente a dos temperaturas, 4°C y 25°C. Los valores de 
las tasas de asociaciôn y disociaciôn, y de la constante cinética de disociaciôn a 4°C, se 

muestran en la Tabla 12. Se alcanza el equilibrio a los 10 segundos de incubaciôn de los 

extractos de membranes a 4°C (Fig. 22a), y la disociaciôn compléta se logra a los 100 

segundos de la adiciôn de la NAS 10 pM. Como observamos en la Figura 22b, a 25°C el 

equilibrio en la asociaciôn no se alcanza ni tras 500 minutos de incubaciôn. De forma 

similar, aunque se prolongô el tiempo de disociaciôn hasta los 2500 minutos, tampoco se 

logra la disociaciôn compléta tras la adiciôn de NAS 10 pM, por lo que no fue posible 

calculer las tasas de asociaciôn y disociaciôn a esta temperatura.



IV. RESULTADOS 115

a)

b)

RINON

2Q.
O)
I
o
ë

0,4 -

0,0
0 10 20 30 40 50 400 600

# Asociaciôn 
Disociaciôn

Tiempo (s)

25“C
12  -

10  -

2
Q.
O)
E
o
ë

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Asociaciôn
Disociaciôn

Tiempo (min)

Figura 22. Efecto de la temperatura sobre la cinética de la union de 2-[^^®l]-Mel a extractos 
de membrana del rinôn de T. tinca. a) 4°C y b) 25°C. Cada punto représenta valores 
individuales de union de radioligando. Las tasas de asociaciôn (K+i) y disociaciôn (K.i) se 
calculan mediante una regresiôn no lineal, asumiendo un aumento exponencial hasta un 
màximo de pseudo primer orden para la K+i, y una caida exponencial de primer orden para 
la K.1.
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Tabla 12. Cinéticas de asociaciôn y disociaciôn a distintas temperaturas de ensayo en 
extractos de membrana de rihôn de Tinca tinca.

4°C 25*C

K+1 (10-" X pM-' min-') 4 3 ,0 2 +  13,32
No se alcanza el equilibrio 

(> 500 min)

K.1 (10-" X m in ') 4027,86 + 1560,96
No se alcanza el equilibrio

{> 2500 min)

Kdcinética (pM) 93,6 -

Las tasas de asociaciôn (K+i) y disociaciôn (K_i) se han calculado mediante una regresiôn 
no lineal, asumiendo un aumento exponencial hasta un màximo de pseudo primer orden 
para la K+i, asi como una caida exponencial de primer orden para la K.i. La Kd obtenida a 
partir de los estudios cinéticos se calcula a partir del cociente entre ambas constantes 
(Kd = K.i/ K+i).
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1. DISTRIBUClÔN Y DENSIDADES RELATIVAS DE LOS SITIOS DE UNION DE 
MELATONINA EN TEJIDOS CENTRALES Y PERIFÉRICOS DE Tinca tinca:

Los estudios de localizaciôn y caracterizaciôn de receptores de melatonina en el 

cerebro de los peces se limitan a un numéro muy reducido de especies. Por este motivo, y 

debido al interés de nuestro grupo de investigaciôn en la tenca como animal de 
experimentaciôn, nuestro primer objetivo ha sido determinar y cuantificar la presencia de 

receptores de melatonina en esta especie. Nuestros resultados muestran, por primera vez 

en el teleôsteo Tinca tinca la existencia de una elevada densidad de receptores en un area 

del sistema nervioso central implicada en funciones visuales, como es el techo ôptico, y en 

tejidos oculares, la retina neural, el epitelio pigmentado y el iris. Existen sitios de uniôn de 

melatonina en otras areas encefâlicas, como el telencéfalo, el diencéfalo y el rombencéfalo, 

pero su densidad es mucho menor.

El patrôn de distribuciôn de los receptores de melatonina ha sido estudiado en varias 

clases de vertebrados, encontréndose una g ran variabilidad filogenética, si bien ciertas 

localizaciones se conservan. Por ejemplo, en los mamiferos, la pars tuberalis hipofisaria y el 

nücleo supraquiasmàtico hipotalàmico son las regiones de mayor densidad y las màs 

estudiadas, no obstante sitios de uniôn para melatonina se han encontrado distribuidos en 

distintas localizaciones encefâlicas, pero en mucha menor densidad (véase la secciôn de 

introducciôn de la présente Memoria). El numéro de estudios realizados en vertebrados no 

mamiferos es notablemente inferior, si bien los resultados publicados sehalan una 

localizaciôn abondante de receptores de melatonina en estructuras encefâlicas que reciben 

inervaciôn desde la retina (hipotàlamo, tàlamo y mesencéfalo), estructuras auditivas y del 

sistema limbico.

Nuestros resultados en la tenca coinciden, en g ran medida, con estudios previos 

realizados en otros peces. En Salmo salar (Ekstrôm y Vanecek, 1992), Oncorhynchus 

mykiss (Davies et al., 1994; Mazurais et al., 1999), Carassius auratus (ligo et ai., 1994b), 

Silurus asotus (ligo et al., 1997b), Petromyzon marinus, Raja erinacea (Vernadakis et al.,

1998) y en Dicentrarchus labrax (Bayarri et al., 2004a) las regiones de techo ôptico-tàlamo y 

àreas preôpticas son las que muestran mayores densidades. Todos estos resultados 

corroboran el papel desempehado por la melatonina en relaciôn con estructuras encefâlicas 

relacionadas con funciones visuales, especialmente en los vertebrados no mamiferos. No 

obstante, la presencia de sitios de uniôn de melatonina en otras àreas encefâlicas, como el 

telencéfalo, el diencéfalo y el rombencéfalo confirma la amplia distribuciôn de sitios de uniôn 

de melatonina en el cerebro de los teleôsteos, a diferencia de la distribuciôn restringida de 

sitios de uniôn de melatonina en el cerebro de los mamiferos. Ademàs, enfatiza la
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importancia de la melatonina en el ajuste de diferentes funciones ritmicas, circadianas y/o 

estacionales controladas por dichas regiones cerebrales.

La capacidad maxima de union de los receptores de melatonina es variable 
dependiendo de las especies de peces, encontréndose los valores mas bajos en los 

preparaciones de membranas de encéfalo del carpîn (ligo et al., 2003b), con valores 

maximos que rondan los 7 fmol/mg prot y en Oncorhynchus masou, con 15 fmol/mg prot 

(Amano et al., 2003a). Cifras médias, prôximas a los 35 fmol/mg prot se han publicado para 

Esox lucius (Gaildrat et al., 1998), y valores mucho mas elevados en Sparus aurata, especie 

en la que oscilan entre los 110 y los 200 fmol/mg prot (Falcon et al., 1996b). No obstante, 

todos estos datos se refieren al encéfalo complète, sin determinar diferencias de densidad 

entre distintas regiones cerebrales, a diferencia de lo que nosotros présentâmes para la 

tenca. El ûnico trabajo existante en la bibliografia referido a densidades en regiones 

encefâlicas concretas ha sido realizado en la lubina (Bayarri et al., 2004a), en el que las 

densidades encontradas en las distintas areas son muy similares a las de la tenca, siendo el 

techo ôptico la region encefàlica que présenta la mayor capacidad de uniôn, con valores 

airededor de 70 fmol/mg prot, ligeramente superiores a los que nosotros describimos en la 

tenca.

Junto al techo ôptico, la retina neural es, en la tenca, el tejido que muestra la 
capacidad de uniôn màs elevada. Hasta la fecha los ùnicos estudios que han determinado 

densidades en la retina de peces son los realizados en el carpîn (ligo et al., 1997c) y en la 

lubina (Bayarri et al., 2004b), siendo los valores de esta ultima especie muy similares a los 

medidos en la tenca. Mediante técnicas de hibridaciôn in situ, se ha podido demostrar la 

expresiôn de receptores de melatonina en la retina de Xenopus laevis, confirmando el 

importante papel de la melatonina en la fisiologîa retiniana (Wiechmann y Smith, 2001). 

Ademàs, en nuestro estudio hemos analizado otros tejidos oculares aparté de la retina 

neural, como son el iris y el epitelio pigmentado, hallàndose también densidades elevadas 

(20-30 fmol/mg prot), sugiriendo posibles acciones adicionales de la melatonina en otros 

tejidos oculares ademàs de en la retina.

Comparando los datos obtenidos en la tenca referentes al diencéfalo con lo descrito 

en el hipotàlamo de la lubina, observamos que las densidades de la tenca son airededor de 

2-3 fmol/mg prot, mientras que en la lubina son del orden de 40 fmol/mg prot (Bayarri et al., 

2004a), valores muy superiores y de un orden de magnitud similar al encontrado en el techo 

ôptico de la tenca. Aunque no contienen exactamente el mismo tejido neural (diencéfalo 

versus hipotàlamo), résulta llamativa esta g ran diferencia en la densidad entre ambas 

especies. Los receptores en la lubina tienen una distribuciôn similar a la de Rana perezi 

(Isorna et al., 2004a), con elevadas densidades en hipotàlamo-diencéfalo, pero este patrôn
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es notablemente distinto al de la tenca, en la que la region diencefalica es pobre en 

receptores de melatonina. Esta diferencia entre especies en la distribuciôn central de 

receptores de melatonina probablemente tenga un significado funcional, que en la 

actualidad aûn es desconocido.

Teniendo présente la funciôn clâsica y profundamente estudiada de la melatonina 

como reguladora de los ritmos reproductores en los mamiferos, se han realizado 

importantes esfuerzos dirigidos a localizar receptores de melatonina en la hipôfisis. En la 

rata, algunos estudios confirman su existencia en las células gonadotropas 

adenohipofisarias (Morgan et al., 1992, 1995; Vanecek y Klein, 1992a, 1995; Vanecek, 

1995; Sumova y Vanecek, 1997; Zemkova y Vanecek, 1997), sugiriendo un control de la 

indolamina sobre el eje reproductor gonadal, a nivel hipofisario. En los peces, ünicamente 

en el lucio (Esox lucius) se ha descrito la presencia de sitios de uniôn de 2-['^®l]-Mel en la 

hipôfisis (Gaildrat y Falcôn, 1999, 2000). En nuestras condiciones expérimentales no parece 

haber una uniôn especifica significativa de 2-['^®l]-Mel en la hipôfisis de la tenca. Este 

resultado negative podria deberse al uso de preparaciones con una cantidad de tejido 

insignificante, por lo que séria necesario realizar ensayos de uniôn en preparaciones aûn 

mas concentradas que las empleadas por nosotros (10 hipôfisis/100 pl) con el fin de 

descartar esta posibilidad. No obstante, considérâmes que aunque se lograra détectar uniôn 

en estas preparaciones, la densidad séria en todo caso muy baja.

El numéro de estudios realizados para localizar sitios de uniôn de melatonina en 

tejidos periféricos es muy inferior al existante para el sistema nervioso central. De forma 

general se han localizado sitios de uniôn con caracteristicas de receptores tipo MTi en 

lugares relacionados con el sistema circulatorio de mamiferos y aves (Erçahin et al., 2002; 

Pang et al., 1996), ôrganos inmunes (Niles, 1989; Viswanathan et al., 1990; Yu et al., 1991; 

Rang y Pang, 1992) en el sistema reproductor (Zhao et al., 2002) y en el tracto 

gastrointestinal (Poon et al., 1997, 2002). Receptores del tipo MTz se han descrito en el 

rihôn, en el ovario, en la circulaciôn coronaria y en varias lineas celui ares tumorales (Li y 

Witt-Enderby, 2000; Masana y Dubocovich, 2001; Von Gall et al., 2002). Una distribuciôn 

mucho mas amplia en el organisme se ha mostrado para el subtipo M T 3 , que se expresa en 

tejidos tan dispares como el higado, el rihôn, el corazôn, el tejido adiposo pardo, el mùsculo 

esquelético, el pulmôn, el intestine, el testicule o el bazo (Stankov et al., 1993; Nosjean et 

al., 2001). Los melanôforos dérmicos de los anfibios han sido la diana clâsica para las 

acciones de la melatonina, por lo que representan una herramienta idônea para el estudio 

de sus receptores, y de hecho la primera clonaciôn fue posible a partir de lineas celulares 

inmortalizadas derivadas de cultives primaries de melanôforos dérmicos de Xenopus 

(Ebisawa et al., 1994).
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La bibliografia referente a la caracterizaciôn de sitios de uniôn de 2-['^®l]-Mel en los 

tejidos periféricos de los peces es pràcticamente inexistente, tan solo se ha publicado un 

trabajo realizado por Pang y colaboradores (1994c) en el corazôn de salmônidos. Por este 

motivo considérâmes que una contribuciôn principal de esta Memoria es precisamente el 

estudio de la distribuciôn y posterior caracterizaciôn de los sitios de uniôn de 2-['^^l]-Mel en 

tejidos periféricos de los peces.

De todos los tejidos periféricos estudiados en la tenca, las branquias, el corazôn, el 
rinôn y el intestine anterior son los que presentan las mayores densidades de sitios de uniôn 

por el radioligando. Esta localizaciôn de sitios de uniôn de melatonina en ôrganos clave 

para multiples funciones no necesariamente vinculadas con la informaciôn fotoperiôdica 

ambiental, plantea la consideraciôn de una multiplicidad de funciones de la melatonina en 

los peces, como el control de la presiôn y la circulaciôn sanguînea, el equilibrio 

hidrico-salino y la regulaciôn de la ingestiôn-digestiôn del alimente. En este sentido la 

elevada capacidad de uniôn encontrada en el corazôn de la tenca podria estar indicando 
que la melatonina esté implicada en el funcionamiento del sistema circulatorio en los peces. 
Aparté de los estudios realizados en los mamiferos, en los que se describen acciones 

hipotensoras de la melatonina (Viswanathan et al., 1993), existe un trabajo en el bacalao 

{Gadus morhua) en el que se sugieren alteraciones inducidas por la melatonina en los 

cambios de presiôn sanguinea producidos por arginina vasotocina (Kulczykowska, 1998). 

Necesariamente, es importante investigar esta posible funcionalidad de la melatonina, u 

otras relacionadas con la fisiologia cardiovascular de los teleôsteos, de cuyo conocimiento 

existen importantes lagunas.

En los peces, los ôrganos osmorreguladores màs importantes son, en este orden, 

las branquias, el tubo digestive y el rihôn. En estas très localizaciones hayamos una 

densidad relativamente relevante de sitios de uniôn de alta afinidad de melatonina en la 

tenca. La presencia de sitios de uniôn de melatonina en el rihôn de varias especies de aves 

y mamiferos, incluyendo humanos, ha sugerido la posibilidad de acciones directes de la 

melatonina en el sistema renal (Song et al., 1996a, b). En un estudio reciente en el que se 

revisan posibles acciones de la melatonina en la osmorregulaciôn, se plantea que las 
relaciones entre esta hormona y los sistemas reguladores del balance de fluides en las aves 

y los mamiferos son complejas y probablemente excedan a una simple acciôn directa de la 

melatonina sobre el rihôn (Kulczykowska, 2002). Esta autora muestra, en esta misma 

revision, datos preliminares de una primera aproximaciôn a la existencia de sitios de uniôn 

de melatonina de alta afinidad en el rihôn de Oncorhynchus mykiss y Platichthys flesus.

Las branquias son el principal lugar para el transporte activo de iones responsable 

de la homeostasis de electrolitos en los teleôsteos, y en cuyas células de cloruro se localiza
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una intensa actividad ATPasica NaVK" dependiente, enzima clave para el control 

iônico-osmôtico. Aunque no existen estudios de posibles acciones de la melatonina en la 

osmorregulaciôn de los peces, résulta interesante la observaciôn de cambios estacionales 

de la actividad de dicha ATPasa branquial en un salmônido {Salvelinus alpinus, Staumes, 

1993). Nuestro hallazgo de una significativa capacidad de uniôn de melatonina (airededor 

de 3 fmol/mg prot) en las branquias estimula a investigar en profundidad el significado 

funcional de estos sitios de uniôn in vivo, estableciendo un punto de vista comparative entre 

modèles de teleôsteos dulceacuicolas y marines, y especialmente en especies migratorias 

que demandan ajustes osmorreguladores importantes, con el fin de obtener una informaciôn 

lo mâs compléta posible de la hipotética funciôn de la melatonina en la regulaciôn 

hidrico-salina.

En estudios previos realizados por nuestro equipo de investigaciôn describimos un 

efecto inhibidor del apetito por la melatonina exôgena en el carpîn, no tratândose de una 

acciôn central, sino periférica (Pinillos et al., 2001). Los sitios de uniôn de melatonina que 

hemos encontrado en el tracto gastrointestinal podrian estar mediando dicha acciôn. De 

hecho, se ha detectado melatonina por radioinmunoensayo en distintos segmentes del 

tracto gastrointestinal de varios peces (Bubenik y Pang, 1997), aunque se cuestiona si se 

trata verdaderamente de una sîntesis local, con lo que estariamos ante posibles acciones 

para cri nas y/o autocrinas de la indolamina, o mâs bien de una acumulaciôn de la melatonina 

circulante de origen pineal u ocular. Hasta la fecha no conocemos bien las posibles 
funciones de la melatonina en el tracto gastrointestinal, pero se han publicado indicios muy 

sôlidos que apuntan a un papel relevante de esta hormona en la funciôn gastrointestinal.

Teniendo en cuenta los altos valores de uniôn especifica obtenidos en nuestras 

condiciones de ensayo, y la baja uniôn inespecifica que presentan el corazôn y el rihôn, 

elegimos ambos ôrganos como prototipo de dianas periféricas de melatonina en la tenca y 

en ellos se abordan los estudios posteriores cuyos resultados se presentan en esta Tesis 

Doctoral. Como modelos de tejidos centrales, y por razones similares, utilizamos la retina 

neural y el techo ôptico.

2. CARACTERIZACIÔN DE LOS SITIOS DE UNION DE MELATONINA EN TEJIDOS 

CENTRALES Y PERIFÉRICOS DE Tinca tinca:

2.1. Tejidos centrales:

Los resultados obtenidos en el présente estudio en el teleôsteo Tinca tinca revelan la 

existencia de un tipo homogéneo de sitio de uniôn de 2-['^^l]-Melatonina en la retina neural 

de esta especie, que cumple con los criterios requeridos para ser considerado un verdadero 

receptor: la uniôn del ligando es râpida, astable, saturable, reversible y de alta especificidad
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(es inhibida por compuestos estructuralmente relacionados). Ademàs, su densidad (Bmax = 

48,1 + 0,9 fmol/mg prot) asi como su elevada afinidad (Kd = 17,2 + 1,2 pM) por la 

2-['^®l]-Mel parecen indicar que el receptor présente en las preparaciones de membranas de 

la retina neural de la tenca corresponde con un subtipo de receptor perteneciente a la 

subfamilia de receptores Mel-1 (o MTi). Resultados muy similares se han obtenido en el iris 

y en el epitelio pigmentado, con densidades que rondan los 20 fmol/mg prot y afinidades de 

airededor de 20 pM. Existen dos estudios anteriores que analizan sitios de union en la retina 

de peces (ligo et al., 1997c en el carpin; Bayarri et al., 2004b en la lubina). En este ultimo 

estudio, realizado en colaboraciôn con nuestro grupo de investigaciôn, el subtipo de 

receptor caracterizado es muy similar al encontrado en la tenca (Bmax = 55,6 fmol/mg prot y 

Kd = 22,1 pM), lo que parece indicar una conservaciôn del tipo de receptor de melatonina 

présente en la retina de distintas especies de teleôsteos.
La linealidad de la representaciôn de Scatchard y las curvas de inhibiciôn 

monofâsicas nos confirman que tanto en la retina neural como en el iris de la tenca existe 

una poblaciôn homogénea de receptores. Este receptor de elevada afinidad por la 

2-['^®l]-Mel también se encuentra présente en la retina de otros poiquilotermos, como en 

Rana perezi (Isorna et al., 2004a), con valores de Kd = 12,9 pM, aunque las densidades son 

significativamente menores, encontréndose valores de 4,7 fmol/mg prot. En otras especies 

de anfibios, como Rana pipiens, se han publicado afinidades menores (125 pM; Wiechmann 
and Wirsig-Wiechmann, 1991), si bien estos ensayos se realizaron a temperatura baja (4°C) 

y con una metodologia distinta, autorradiografia cuantitativa trente a nuestros ensayos de 

uniôn a radioligando, que pueden justificar estas diferencias.

En el techo ôptico, al igual que ocurre en la retina neural de la tenca, nuestros 

resultados muestran la existencia de un ûnico tipo de sitio de uniôn de 2-['^^l]-Mel, que 

ademàs cumple con todos los criterios mencionados para la retina neural, y requeridos para 

ser considerado un verdadero receptor. Las preparaciones de membranas de techo ôptico 

presentan una capacidad de uniôn ligeramente màs baja (Bmax = 33,8 + 0,7 fmol/mg prot) y 
una afinidad ligeramente inferior (Kd = 22,3 + 1,6 pM) a las de la retina, aunque encuadran 

perfectamente dentro del grupo de receptores de elevada afinidad por la 2-['^®l]-Mel. Por 

tanto, el receptor présente en las preparaciones de membranas del techo ôptico de la tenca 

se corresponde con un ûnico subtipo de receptores perteneciente a la familia de receptores 

Mel-1 (o MTi). Este mismo subtipo se ha descrito previamente en homogeneizados de 

cerebro completo de otras especies de teleôsteos, como el carpin {Carassius auratus, Kd « 

30 pM; ligo et al., 1994b), el lucio {Esox lucius, Kd 100-300 pM; Gaildrat et al., 1998), el pez 

gato {Silurus asotus, Kd 30 pM, ligo et al, 1997b) y algunos salmônidos, como la trucha 

arcoiris {Oncorhynchus mykiss, Kd 50 pM, Davies et al., 1994), y el salmôn masou
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{Oncorhynchus masou, Kd 4-7 pM, Amano et al., 2003a). El ûnico estudio en teleôteos que 

caracteriza los sitios de uniôn en areas encefâlicas concretas, como el présente en la tenca, 

se ha realizado en la lubina (Bayarri et al. 2004b), encontrando valores de densidades y 
afinidades similares a las halladas en las distintas regiones cerebrales de la tenca. Estudios 

realizados por nuestro equipo de investigaciôn en el techo ôptico del anfibio Rana perezi 

(Isorna et al., 2004a) muestran una capacidad de uniôn menor (Bmax = 6,6 fmol/mg prot), 

pero con una afinidad (Kd =10,5 pM) muy similar a la descrita en el techo ôptico de la 

tenca.

Esta elevada afinidad (del orden picomolar) con variaciones de pequeha magnitud 

entre especies sugiere que todas estas poblaciones de receptores pertenecen a una misma 

familia, que es la de los receptores de melatonina de alta afinidad (MTi). Afinidades en otro 

orden de magnitud, por ejemplo nanomolar, estarian indicando que dichos sitios de uniôn 

podrian pertenecer a otra familia diferente de receptores, de baja afinidad, lo que no ocurre 

en ninguno de los dos tejidos centrales estudiados en la tenca. Por el contrario, las 

densidades relatives de sitios de uniôn son màs variables (entre 7 y 50 fmol/mg prot), 

llegando a apreciarse diferencias significatives entre especies, e incluse en una misma 

especie entre estudios diferentes (por ej., en el carpm). Estas diferencias, tanto en la Kd 

como en la Bmax pueden estar correlacionadas con los distintos niveles endôgenos de 
melatonina entre especies, y tendrfan un évidente valor adaptativo al permitir ajustar la 

sensibilidad de los tejidos diana a las concentraciones circulantes de indolamina.

La asociaciôn del ligando al receptor en la retina de la tenca es un proceso ràpido, 

pero la disociaciôn es màs lenta, siendo las constantes de asociaciôn y disociaciôn (K+i y 

K_i) similares a las determinadas en la retina de lubina {Dicentrarchus labrax, Bayarri et al., 

2004b) y de la Rana perezi (Isorna et al., 2004a). La cinética de la asociaciôn 

ligando-receptor en el techo ôptico de la tenca concuerda con lo descrito en el techo ôptico 

de Rana perezi (Isorna et al., 2004a) y en homogeneizados de cerebro completo de la 

lubina {Dicentrarchus labrax, Bayarri et al., 2004a), del salmôn masou {Oncorhynchus 

masou, Amano et al., 2003a), y del lucio {Esox lucius, Gaildrat et al., 1998). El tiempo en el 

que se alcanza el equilibrio de asociaciôn es constante (60 min) en todas las especies 

citadas. Sin embargo, la disociaciôn es màs variable, por ejemplo en el lucio es muy lenta, 

apareciendo dos componentes en la gràfica (Gaildrat et al., 1998), situaciôn que también 

parece darse en la dorada {Sparus auratus, Falcôn et al, 1996b). El significado de estas 

diferencias entre especies no lo conocemos, pero podrian revelar para el lucio y la dorada 

distintos estados de afinidad del receptor en funciôn del grade de acoplamiento con las 

proteinas G (Gaildrat et al., 1998). Las Kd cinéticas, obtenidas del cociente entre ambas 

constantes cinéticas (K+i y K.i) son muy similares en la tenca, en el cerebro del pez gato
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{Silurus asotus, ligo et al., 1997b) y en el salmôn masou {Oncorhynchus masou, Amano et 
al., 2003a).

Por un lado, los resultados muy similares obtenidos en la caracterizaciôn de los 

receptores de melatonina en la retina neural y el techo ôptico de la tenca revelan la 

presencia en ambos tejidos de un subtipo homogéneo de receptores comûn. Por otro, el 

paralelismo existente entre las cinéticas de asociaciôn y disociaciôn para los receptores de 

melatonina en anfibios {Rana perezi) y en peces, podria sugerir la existencia de subtipos de 

receptores muy similares en ambos grupos de vertebrados poiquilotermos. En este 

momento de la investigaciôn se impone la necesidad de discutir los resultados de los 

ensayos farmacolôgicos que nos permitiran confirmar o rechazar esta hipôtesis.

Los estudios farmacolôgicos realizados en extractos de membranas procédantes 

tanto de la retina neural como del techo ôptico de la tenca ponen de manifiesto que los sitios 

de uniôn de melatonina présentes en la tenca tienen una elevada especificidad por 

compuestos que presentan ambos sustituyentes, 5-metoxy y N-acetilo (como la 

2-fenilmelatonina, la 2-iodomelatonina, la 6-cloromelatonina o la propi a melatonina), y de 

todos éstos, los compuestos con la sustituciôn en la posiciôn 2 (2-iodomelatonina y 
2-fenilmelatonina) son los que presentan una afinidad maxima. En cambio, otros ligandos 

que no tienen sustituyentes en ambas posiciones (5-metoxy y N-acetilo) como la 

5-MCA-NAT y el luzindol, presentan una menor potencia de inhibiciôn de la uniôn de 

2-['^®l]-Mel. Los ôrdenes de potencia de los analogos de la melatonina para inhibir la uniôn 

especifica en la retina y el techo ôptico de la tenca son muy similares entre si, y al descrito 

para los receptores de melatonina del tipo MTi en el cerebro de otras especies de 

teleôsteos, como E. lucius (Gaildrat et al., 1998), C. auratus (ligo et al., 1994b), O. masou 

(Amano et al., 2003a), y D. labrax (Bayarri et al., 2004a), e incluso en otros grupos de 

poiquilotermos, como en el anfibio R. perezi (Isorna et al., 2004a). Esta concordancia en la 

farmacologia indica la existencia de un mismo tipo de receptor, perteneciente al subtipo MTi 

en las distintas especies de teleôsteos investigadas. Las constantes de inhibiciôn en la 

retina de la tenca para la 2-IMel, la 2-Ph-Mel, la 6-CI-Mel y la Mel son similares a las 

publicadas en varias especies de mamiferos (Reppert et al., 1995a, b; Roca et al., 1996; 

Petit et al., 1999) y aves (Reppert et al., 1995a). Por tanto, podemos afirmar que las 

caracteristicas farmacolôgicas de los receptores de melatonina de alta afinidad parecen 

estar muy conservadas en la evoluciôn.

En el techo ôptico, a diferencia de lo que ocurre en la retina neural, la 6-CI-Mel 

présenta una constante de inhibiciôn ligeramente inferior a la de la Mel, siendo la potencia 

de inhibiciôn de ambos fàrmacos de un mismo orden de magnitud. Esta diferencia entre 

tejidos, aunque podria sugerir una cierta variabilidad muy sutil entre los receptores
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caracterizados en ambos tejidos centrales de la tenca, no parece muy probable que sea asi, 

dado que la constante de inhibiciôn para la 6 -CI-Mel se encuentra dentro del intervalo 

descrito en la bibliografia para este subtipo de receptor (Reppert et al., 1995b; Nonno et al., 

1998; Petit et al., 1999).

La mayor diferencia con los datos encontrados en la bibliografia la observamos en la 

curva de inhibiciôn por la 5-MCA-NAT en la retina neural, ûnico tejido en el que se ha 

empleado dicho fârmaco. En la tenca, este compuesto no inhibe la uniôn de 2-['^®l]-Mel al 

receptor a ninguna de las concentraciones utilizadas, aun a pesar de emplear 

concentraciones superiores a las que producen inhibiciôn en humanos (Dubocovich et al., 

1997), lo que descaria la presencia de receptores del subtipo MT3, al menos en la retina 

neural de la tenca.

Estos ensayos farmacolôgicos de competiciôn son muy ûtiles para diferenciar 

subtipos de receptores pero la verdadera identidad de los posibles distintos subtipos sôlo se 

puede conseguir con una identificaciôn molecular. En los mamiferos hay numerosos 
estudios de clonaciôn y secuenciaciôn de receptores de melatonina, pero en los vertebrados 

no mamiferos, este aspecto ha sido mucho menos investigado. En los peces se ha clonado 

un receptor de melatonina en el cerebro del lucio que muestra identidad del 80% con 

receptores de melatonina previamente aislados en diferentes grupos de vertebrados no 

mamiferos, y clasificados como receptores del subtipo MT2, si bien el grado de similitud que 

alcanza con este subtipo de receptores en humanos (ûnica especie en la que se ha clonado 

entero) es sôlo del 61% (Gaildrat et al., 2002). Este receptor estaria constituido por 367 

aminoàcidos y présenta caracteristicas estructurales tipicas de la familia de receptores 
acoplados a proteinas G. El luzindol y el 4-P-PDOT son antagonistes de receptores de 

melatonina, y muestran una selectividad mucho mayor por el subtipo MT2 que por el MTi en 

humanos (Dubocovich et al., 1997). Ambos desplazan pobremente la uniôn de 2-['^®l]-Mel al 

receptor del lucio, con lo que el subtipo de receptor implicado en la uniôn de 2-['^®l]-Mel en 

el cerebro del lucio no séria el équivalente farmacolôgico del subtipo MT2 de humanos, 

sugiriendo los autores que quizé se trata de un nuevo subtipo. La dificultad reside en que 

ambos fàrmacos son ligandos selectivos de receptores MT2 en mamiferos (Masana y 

Dubocovich, 2 0 0 1 ; Dubocovich et al., 1997), pero desconocemos su farmacologia en 

especies de vertebrados no mamiferos. Al igual que sucede en el lucio (Gaildrat et al, 2002) 

y en otros poiquilotermos, como Rana perezi (Isorna et al., 2004a), en la retina neural de la 

tenca encontramos también una afinidad muy baja por estos ligandos (luzindol y 

4-P-PDOT).

En el techo ôptico de la tenca, el 4-P-PDOT y el luzindol también inhiben con muy 

baja potencia la uniôn de 2-['^^l]-Mel a los receptores, si bien las constantes de inhibiciôn
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son ligeramente mayores a las encontradas en la retina neural. Este resultado puede ser un 

indicador de la ausencia de receptores de tipo MT2 en ambos tejidos centrales de la tenca, 

ya que si existiera este subtipo la constante de inhibiciôn de ambos fàrmacos deberia 

encontrarse en el orden nanomolar bajo, es decir, de 100 a 1000 veces menor, por lo que 

es una prueba màs a favor de la presencia de un subtipo de receptores MTi, tanto en la 
retina neural como en el techo ôptico de la tenca.

Finalmente, queremos insistir en el desconocimiento actual de la farmacologia de los 

receptores de melatonina en los vertebrados poiquilotermos, y que podria ser muy diferente 

de la descrita para los receptores homôlogos de los mamiferos, por lo que tiene gran interés 

lograr una identificaciôn molecular y caracterizaciôn farmacolôgica de los receptores de 

melatonina en estos vertebrados, en los que se ha demostrado el papel clave desempehado 

por esta hormona.

2.2. Tejidos periféricos:

La caracterizaciôn de los sitios de uniôn de melatonina en el corazôn de la tenca 

révéla la existencia de un ünico tipo de sitio uniôn de 2-['^®l]-Mel. La uniôn del ligando es 

especifica, saturable, reversible y es inhibida por compuestos estructuralmente 

relacionados, cumpliendo con los criterios necesarios para que sea considerado un 

verdadero receptor. Su densidad (Bmax = 8,4 + 0,2 fmol/mg prot) y elevada afinidad (Kd = 

10,3 + 1,1 pM) por la 2-['^®l]-Mel, la linealidad de la representaciôn de Scatchard y las 
curvas de inhibiciôn monofâsicas indican que esta poblaciôn de receptores podria 

corresponder con un ûnico subtipo de receptor perteneciente a la familia de receptores 

Mel-1. Caracteristicas similares se han observado en el tejido cardiaco de ciertas aves 

(Pang et al., 1996, 2002), pero no en peces, grupo en el que ünicamente existe un estudio 

previo que apunta la presencia de sitios de uniôn en el corazôn de salmônidos, sin llegar a 

hacer una caracterizaciôn de los mismos (Pang et al., 1994c).

Las tasas de asociaciôn y disociaciôn (K+i y K_i) encontradas para los receptores del 

corazôn de la tenca también son a cord es con lo descrito por Pang y colaboradores (1996, 

2002) para el corazôn del polio y de la codorniz, si bien las cinéticas de asociaciôn y de 

disociaciôn en estas aves son aproximadamente très veces màs ràpidas que en el corazôn 

de la tenca. Estos valores superiores pueden justificarse en base a la mayor temperatura 

utilizada en el ensayo de uniôn, 37°C en el polio trente a 25°C en la tenca. Sin embargo, la 

Kd cinética de las aves (29 pM) no difiere significativamente de los valores obtenidos en el 

corazôn de la tenca (Kd cinética = 36 pM), lo que apoyaria que la afinidad de la melatonina 

por sus sitios de uniôn especificos estudiados en el corazôn se conserva, al menos en las 

dos especies.
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El perfil farmacolôgico para los receptores de melatonina en el corazôn de la tenca 

es muy similar al obtenido para los tejidos centrales en la tenca y al descrito previamente 

para el corazôn del polio (Pang et a/., 2002). Ya hemos planteado que la identificaciôn 

molecular de los receptores centrales de melatonina es poco conocida en los vertebrados 

poiquilotermos, pero esta carencia es aûn mucho mâs notable para los tejidos periféricos. 
Por tanto nuestros esfuerzos se centraron en la caracterizaciôn farmacolôgica del subtipo 

de receptores présentes en el corazôn. El luzindol y el 4-P-PDOT, antagonistes mucho mâs 

selectivos para los receptores MT2 que para los MTi en humanos (Dubocovich et a/., 1997) 

desplazaron pobremente la uniôn de 2-['^®l]-Mel al receptor, con lo que el subtipo de 

receptor en el tejido cardiaco de la tenca no séria un homôlogo del subtipo MT2 de 

humanos. La baja afinidad por estos ligandos (luzindol y 4-P-PDOT) encontrada en el tejido 

cardiaco de la tenca podria interprétarse como ausencia de receptores del tipo MT2 en este 

tejido, si bien sôlo podemos sugerir que en el corazôn de la tenca, al igual que ocurre en la 

retina neural y el techo ôptico de esta especie, los sitios de uniôn de 2-['^®l]-Mel pertenecen 

a la familia de receptores del tipo Mel-1, sin poder precisar mâs, debido al desconocimiento 

existente acerca de la farmacologia de los receptores de melatonina en vertebrados 

ectotermos, y que podria ser muy diferente de la encontrada para los receptores homôlogos 

de mamiferos. Otro resultado que apoya esta propuesta es el hecho de que tanto en el 

corazôn como en los tejidos centrales estudiados, otros ligandos, como la 2-l-Mel, muestran 

constantes de inhibiciôn muy similares a las descritas en la bibliografia para los receptores 
del tipo Mel-1 (Dubocovich et al., 1997).

Con el fin de descartar la posible existencia de receptores del tipo MT3 en el corazôn 

de la tenca, empleamos un ligando con elevada afinidad para este subtipo de receptores, la 

N-acetilserotonina (NAS), observando una pobre inhibiciôn de este fârmaco en la uniôn del 

radioligando, e incluso con una potencia menor que la encontrada para el luzindol y el 

4-P-PDOT. La constante de inhibiciôn es de 7,08 p.M, significativamente muy superior a lo 

descrito para los receptores del tipo MT3 (del orden nanomolar). Por tanto, y a pesar de la 

limitaciôn en los fàrmacos disponibles, la caracterizaciôn farmacolôgica realizada en la 

tenca nos permite sugerir que en el corazôn, al igual que ocurre en la retina neural y en el 

techo ôptico, los receptores présentes se corresponden farmacolôgicamente con el subtipo 

MTi de los mamiferos.

La caracterizaciôn de los sitios de uniôn de melatonina en el rihôn de la tenca nos 

muestra resultados bastante diferentes. En primer lugar, observamos que la uniôn no es 

saturable a 25°C, por lo que todos los ensayos se han realizado a 4°C y con tiempos de 

incubaciôn mâs cortos que los empleados en el resto de tejidos. Con estas nuevas 

condiciones de ensayo logramos una uniôn saturable, reversible e inhibida por compuestos
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estructuralmente relacionados (Figura 4). No obstante, el rihôn de la tenca muestra una 

capacidad de uniôn notablemente inferior (Bmax = 1,12 + 0,20 fmol/mg prot) a la observada 

tanto en los tejidos centrales como en el corazôn, pero similar a la encontrada en otros 
tejidos periféricos de la tenca, como las branquias y los segmentos anterior y posterior del 

tracto gastrointestinal. Se han descrito densidades similares en otros grupos de 

vertebrados, si bien se carece de datos referentes a los peces. Song y colaboradores (1995) 

publican densidades de airededor de 1,5 fmol/mg prot en el rihôn de humanos y de 0,5 

fmol/mg prot en el de cobaya (Song et al., 1993). También en el rihôn del polio {Gallus 

gallus. Song y Pang, 1992) se miden densidades bajas (« 2 fmol/mg prot), al igual que en el 

rihôn del pato (4 fmol/mg prot. Anas platyrhynchos. Song et al., 1992), sin embargo la 

capacidad de uniôn en el rihôn del hamster sirio es mucho mayor, entre 70 y 80 fmol/mg 

prot {Mesocricetus auratus, Paul et al., 1999).

La representaciôn de Scatchard es lineal, indicando la existencia de una poblaciôn 

homogénea de sitios de uniôn de 2-['^®l]-Mel en el rihôn de esta especie. Pero la afinidad de 

este sitio de uniôn en el rihôn es notablemente inferior a la encontrada en la retina neural, el 

techo ôptico, el iris y el corazôn de la tenca, con valores de Kd del orden picomolar alto (Kd 

= 423,93 + 173,51 pM), y también menor a la descrita en el rihôn de otros vertebrados, 

humanos (Kd = 16 pM), cobaya (Kd = 21,4 pM), polio (Kd = 24 pM) y pato (Kd = 38,8 pM). 
Esta gran diferencia en las afinidades nos indujo a pensar en la existencia de un subtipo 

diferente de receptor de 2-['^®l]-Mel en el rihôn, respecte al MTi propuesto para el resto de 

los tejidos estudiados en la tenca. Ademàs, al presentar una afinidad muy baja, bien podria 

pertenecer a la subfamilia M T 3 , descrita en los mamiferos y caracterizada por una afinidad 

del orden nanomolar (Molinari et al., 1996; Dubocovich et al., 1998a; Paul et al., 1999; 

Nosjean et al., 2000, 2001).

El estudio cinético también tuvo que realizarse a 4°C, ya que a la temperatura 

habituai utilizada en ensayos de radioligando en poiquilotermos (25°C) no se logra el 
equilibrio. En estas condiciones, observamos que la cinética es muy râpida, alcanzândose el 

equilibrio en la asociaciôn en tan solo 10 segundos, y completândose la disociaciôn sôlo 

100 segundos después de la adiciôn de NAS 10 pM, lo que détermina una constante 

cinética de disociaciôn de 93,6 pM. Esta cinética es claramente distinta a la mostrada por 

los tejidos anteriormente descritos, y se asemeja bastante a la del rihôn del hâmster sirio 

(Paul et al., 1999; Nosjean et al., 2000) y del intestine de esta misma especie (Paul et al.,

1999), tejidos en los que se necesitan ünicamente 20 segundos para que se produzca el 

equilibrio en la asociaciôn en ensayos realizados, como nosotros, a 4°C. Por tanto, estas 

diferencias halladas en la cinética de interacciôn del ligando con los sitios de uniôn de 

melatonina en el rihôn confirman la hipôtesis de que nos encontramos ante un subtipo de
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receptor diferente. Algunos ensayos preliminares realizados en otros tejidos periféricos de la 

tenca, como las branquias y el tracto gastrointestinal, apuntan también a un comportamiento 

muy similar al observado en el rihôn de la tenca.

La farmacologia de estos sitios de uniôn en el rihôn de la tenca es notablemente 

diferente a la encontrada en el resto de tejidos estudiados. Se produce un aumento 

significativo de la constante de inhibiciôn tanto para la 2-l-Mel (Ki = 111,30 nM) como para 

la propia Mel (Ki = 1,25 pM), trente a los valores observados en los restantes tejidos (50-120 

pM para la 2-l-Mel y 1,5-3,7 nM para la Mel). Sin embargo este resultado en la tenca 

discrepa de lo obtenido en el rihôn de otros vertebrados, como el de cobaya (Song et al., 

1993), polio (Song y Pang, 1992), pato {Anas platyrhynchos. Song et al., 1992) e incluso en 

humanos (Song et al., 1995) en los que la farmacologia es clâsica y corresponde al subtipo 

de receptores Mel-1. Una farmacologia similar a la del rihôn de la tenca se ha mostrado 

previamente en el rihôn del hâmster sirio, en el que aunque la constante de inhibiciôn no 

aumenta tanto para ninguno de los dos ligandos (Ki = 0,6 nM para la 2-l-Mel, y Ki = 54 nM 

para la Mel), los autores proponen que el receptor muy probablemente pertenece al tipo 

MT3 (Mel-2). Con el fin de confirmar esta posibilidad también en el rihôn de la tenca 

utilizamos dos anâlogos especificos de este subtipo de receptores, la 5-MCA-NAT y la NAS, 
que en ensayos de inhibiciôn corroboraron la hipôtesis. La 5-MCA-NAT produce una pobre 

pero significativa inhibiciôn de la uniôn de radioligando, pero el efecto de la NAS es mucho 

mâs llamativo ya que su constante de inhibiciôn pasa de tener un valor en el intervalo 

micromolar en el corazôn (Ki = 7,08 pM) a un valor en el intervalo nanomolar en el rihôn 

(Ki = 317,80 nM).

Por tanto, a partir de todos estos resultados podemos afirmar que en el rihôn de la 

tenca nos encontramos ante un sitio de uniôn de melatonina diferente, que muestra todos 

los indicios cinéticos y farmacolôgicos del subtipo de receptor M T 3 . Muy posiblemente las 

branquias y el intestine también presenten este sitio de uniôn, ya que estudios preliminares 

realizados en nuestro laboratorio con estos tejidos (resultados no mostrados) apuntan 

claramente hacia esta posibilidad. El receptor denominado M T 3  ha sido clonado en el rihôn 

del hâmster, e identificado como el homôlogo en dicha especie de la quinona reductasa 2 , 

enzima con funciôn detoxificante en el organisme (Nosjean et al., 2000), datos que indican 

que en realidad no se trataria de un verdadero receptor de alta afinidad por la hormona, sino 

mâs bien de un sitio de uniôn de baja afinidad por la melatonina. Es necesario realizar 

estudios que permitan dilucidar esta posibilidad.

Es bien conocido que en la superfamilia de receptores de membrana acoplados a 

proteinas G la uniôn de un agonista al receptor disminuye en presencia de GTP 0 

compuestos relacionados. En base a esta propiedad se utilizan anâlogos no hidrolizables
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del GTP para determinar si un determinado tipo de receptor se encuentra funcionalmente 

acoplado a proteinas G. En todos los tejidos estudiados en la tenca los sitios de uniôn de 

melatonina son sensibles al GTPyS. Es decir, la adiciôn de dicho anélogo al medio de 

incubaciôn reduce la uniôn especifica de forma dependiente de la concentraciôn. Este papel 

del GTP se ha investigado en otras especies de teleôsteos encontrando resultados muy 

similares a los descritos para la tenca. En la dorada {Sparus aurata) se produce el 50% del 

desplazamiento de la uniôn del agonista con una concentraciôn 200 pM de GTPyS, y un 

desplazamiento total con una concentraciôn 2 mM (Falcôn et al., 1996b). En el lucio {Esox 

lucius) se requiere una concentraciôn tan sôlo 300 nM de GTPyS para obtener el 50% de la 

inhibiciôn, y concentraciones del orden milimolar para alcanzar el 90% de la inhibiciôn 

(Gaildrat et al., 1998). ligo y colaboradores (1997b) describen en el pez gato {Silurus 

asotus) que el GTPyS (100 pM) también reduce la densidad y la afinidad de los receptores, 

cuando se ahade en el ensayo de saturaciôn, y esta misma concentraciôn de GTP también 

disminuye ambos parâmetros en el cerebro de la lubina {Dicentrarchus labrax, Bayarri et al., 

2004a).

En la tenca, la magnitud del descenso de la uniôn de 2-['^®l]-Mel producido por el 

GTPyS es variable dependiendo de los tejidos, asi concentraciones de GTPyS de 0,06 pM, 

0,81 pM, 9,79 pM y 28,71 pM desplazan el 50% de la uniôn del radioligando en la retina 

neural, el techo ôptico, el corazôn y el rihôn, respectivamente. Ademàs, la inhibiciôn es sôlo 

parcial en la retina neural (85%), el techo ôptico (74%) y el corazôn (77%), siendo 

pràcticamente compléta en el caso del rihôn (96%), lo que détermina potencias de inhibiciôn 

(ICso) del GTPyS muy diferentes dependiendo del tejido.

Las diferencias de concentraciôn de GTPyS que inducen inhibiciôn en la tenca 

respecte al lucio y la dorada pueden justificarse en base a varias razones. Por un lado, al 

hecho de que en los estudios del lucio y la dorada se emplean homogeneizados de encéfalo 

completo, mientras que nosotros estudiamos àreas encefâlicas concretas y tejidos 

periféricos. Por otro, es razonable considerar que en estado basai el numéro de receptores 

unidos a proteinas G puede ser variable, por lo que se necesita una mayor o menor 

concentraciôn de GTPyS para conseguir el 50% de la inhibiciôn, lo que justificaria las 

diferencias encontradas en la tenca respecte a otros teleôsteos. Ademàs, hay que tener en 

cuenta que hay varios tipos diferentes de proteinas G con distintas afinidades por el GTP, y 

cuya expresiôn puede ser muy distinta dependiendo del tejido.

En algûn estudio, como por ejemplo en la retina de polio, el anâlogo del GTP no es 

capaz de modular la uniôn del radioligando (Chong y Sugden, 1991), habiéndose sugerido 

que 0  bien estân implicadas proteinas G diferentes, o bien estân operando otros
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mecanismos de acoplamiento (descenso de GMPc via guanilato ciclasa, regulaciôn de 

canal es iônicos, o la ruta de los fosfoinositoles (Masana y Dubocovich, 2001). Portante, no 

debemos descartar la posibilidad de que existan proteinas G diferentes acopladas a los 

distintos receptores de melatonina, y especialmente en el rihôn de la tenca. En la actualidad 

conocemos distintas clases de proteinas G (Gag, Ga^, Gaq/n y Gaiz/is) que utilizan una 

variedad de rutas de transducciôn de la sehal tras la activaciôn por el agonista (Hamm, 

1998; Branden y Tooye, 1999). Las diferencias observadas en la potencia de inhibiciôn en 

los diferentes tejidos estudiados de la tenca podrian deberse a la presencia de proteinas G 

diferentes, o bien a una distinta cantidad de proteinas G en cada tejido. En este sentido, el 

hecho de que la inhibiciôn sea total en el rihôn, y parcial en el resto de tejidos estudiados 

nos puede estar indicando la presencia de proteinas G diferentes, al menos en el rihôn, 

mientras que las diferencias observadas en la potencia de inhibiciôn en la retina neural, el 

techo ôptico y el corazôn podrian deberse a la existencia de distintas concentraciones de 

proteinas G en estos ôrganos.
Ademàs del GTP que actüa sobre las proteinas G que transducen la sehal de la 

melatonina, el Na  ̂ es una herramienta util para obtener informaciôn adicional acerca del 

acoplamiento del receptor a la proteina G, ya que su uniôn al receptor modifica de forma 

directa la conformaciôn del mismo, sôlo en aquellos receptores acoplados a proteinas G\/q 

(Reisine, 1995). En los receptores de melatonina de la tenca el Na  ̂ inhibe la uniôn màxima 

en la retina neural, el corazôn y el rihôn de forma independiente al efecto del GTPyS. En el 

caso concreto del rihôn, la constante de inhibiciôn de la 2-iodomelatonina aumenta 4 veces 

en presencia de Na  ̂ (500 mM) y 5 veces en presencia de GTPyS (100 pM). Efectos del Nâ  

sobre los receptores del melatonina no ha sido investigados con anterioridad en los peces, 

pero existen datos en otros vertebrados, por ej., en el corazôn de la codorniz la adiciôn de 

NaCI (150 mM) disminuye tanto la uniôn de la melatonina a su receptor como la afinidad 

(Pang et al., 1996), y en el nücleo supraquiasmàtico de la rata la capacidad de uniôn se 

reduce hasta en un 50% tras la adiciôn de Na'' (50 mM) (Laitinen y Saavedra, 1990a). En 

los poiquilotermos, el ünico estudio existente se ha realizado en la Rana perezi, donde este 

catiôn (500 mM) disminuye la capacidad de uniôn de 5,17 a 2,48 fmol/mg prot, sin cambios 
aparentes en la afinidad de los receptores (Isorna et al., 2004a). En la tenca la uniôn de la 

melatonina a sus receptores es muy sensible a la adiciôn de este catiôn monovalente, si 

bien, ünicamente en el rihôn se observan cambios en la afinidad de los receptores 

provocados tanto por el GTPyS como por el Na'".

Por tanto, a partir de nuestros resultados podemos sugerir que los sitios de uniôn de 

2-['^^l]-Mel en todos los tejidos caracterizados en la tenca muestran caracteristicas propias 

de receptores acoplados a proteinas G y muy probablemente del subtipo G\/q.
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En el rihôn de la tenca, el leve descenso de la afinidad de los receptores por el 

ligando podria deberse a la presencia en este tejido de otro tipo de proteinas G diferentes a 

las de los restantes tejidos estudiados. Este resultado vuelve a confirmar que los sitios de 

uniôn encontrados en el rihôn son muy distintos a los receptores del resto de los tejidos, 

encontréndose mas prôximos a los receptores del subtipo M T 3 .

3. RITMICIDAD DIARIA Y ESTACIONAL DE LOS SITIOS DE UNION DE MELATONINA 
EN TEJIDOS CENTRALES Y PERIFÉRICOS DE LA TENCA.
3.1. Ritmicidad en tejidos centrales.

Los receptores de melatonina en localizaciones centrales de la tenca muestran una 

ritmicidad diaria significativa en las estaciones frias del aho, el techo ôptico en el otoho y la 

retina neural en otoho e invierno. Estas variaciones ritmicas diarias se traducen en cambios 
en la densidad de los receptores, pero no en la afinidad, encontrando densidades mâs 

elevadas durante la fase luminosa del fotociclo diario y densidades menores durante la fase 

oscura en ambas estaciones. Este perfil ritmico diario es similar al descrito en otros 

vertebrados, por ejemplo, en la pars tuberalis y el nücleo supraquiasmàtico de mamiferos 
(Gauer et al., 1993a, 1994a), en el cerebro de varias especies de aves (Brooks y Cassone, 

1992; Yuan y Pang, 1991, 1992), en la retina de Xenopus laevis (Wiechmnn y Smith, 2001) 

y en distintas regiones cerebrales de Rana perezi (Isorna et al., 2004b).

En los peces se han publicado datos de cambios diarios en densidades y/o 
afinidades de los receptores de melatonina en varias especies, si bien anàlisis a lo largo de 

ciclos de 24h sôlo se ha realizado en homogeneizados de cerebro completo en el lucio 

(Gaildrat et al., 1998) y en el carpin (ligo et al., 2003b) y en regiones encefâlicas complétas 

en la lubina {Dicentrarchus labrax, Bayarri et al., 2004b). A partir de la informaciôn 

disponible en los peces, en principle podria deducirse que hay dos posibles opciones, 

especies en las que no existen diferencias dia/noche en los receptores de melatonina, y 

especies en las que hay cambios diarios, principalmente de densidades. Asi, en el primer 

grupo estarian incluidos varios salmônidos {Oncorhynchus mykiss, Salmo salary Salvelinus 

fontinalis, Pang et al., 1994b) y la lubina {Dicentrarchus labrax, Bayarri et al., 2004b), y en el 

segundo se incluiria la dorada {Sparus aurata, Falcôn et 1996b), el lucio {Esox lucius, 

Gaildrat et al., 1998), el pez gato {Silurus asotus, ligo et al., 1997b) y el carpin {Carassius 

auratus, ligo et al., 2003b). Existen excepciones en esta clasificaciôn general, por ejemplo 

Oncorhynchus masou, que siendo salmônido présenta cambios diarios en la densidad de 

receptores en el cerebro (Amano et al., 2003b), 0 la lubina, que no muestra variaciones 

diarias en distintas regiones cerebrales, pero si en la retina neural (Bayarri et al., 2004b).
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Varias posibilidades pueden argumentarse en la justificaciôn de este distinto patrôn 

entre especies. Por un lado, puede atribuirse a la variabilidad biolôgica entre teleôsteos, en 

este sentido résulta interesante que en las especies que presentan variaciones significatives 

en las densidades de sitios de uniôn de melatonina (dorada, lucio, carpîn), la secreciôn 

pineal de melatonina esta regulada por relojes circadianos intrapineales (Ekstrôm y MeissI, 

1997), pero aûn no disponemos de informaciôn en un numéro suficientemente elevado de 

especies para poder trazar criterios filogenéticos que justifiquen esta dualidad.

Por otro lado, hay que tener en cuenta que en estos estudios (salvo en la lubina) se 

utilizan homogeneizados de cerebro entero, lo que puede estar ocultando diferencias en 

regiones concretas. La importancia clave de analizar diferencias diarias en regiones 

concretas del encéfalo y no en homogeneizados de cerebro completo se pone de manifiesto 

con los estudios realizados en la lubina {Dicentrarchus labrax). En homogeneizados de 

cerebro completo no se encuentran diferencias diarias significativas ni en la densidad ni en 

la afinidad (Bayarri et al., 2004a). Sin embargo, en un estudio posterior en esta misma 

especie, en el que ha participado nuestro equipo de investigaciôn y se han analizado 

posibles variaciones diarias en la densidad de receptores en àreas encefâlicas concretas 

(lôbulos olfatorios, telencéfalo, techo ôptico, cerebelo y médula espinal), aunque 

aparentemente no existen diferencias luz/oscuridad significativas en la densidad de 

receptores, a partir de las curvas de inhibiciôn del ligando 4-P-PDOT, capaz de distinguir 

farmacolôgicamente los subtipos MTi y MT2, se ha podido demostrar un cambio diario en 

las densidades relatives de estos dos subtipos (Bayarri et al., 2004b).

Ademàs, y a partir de nuestros resultados en la tenca, se pone de manifiesto la 

importancia de conocer la estaciôn del aho en que se realiza el estudio, porque como 

hemos visto existen variaciones estacionales notables en la densidad de receptores de 

melatonina. Desafortunadamente, pràcticamente en ninguno de los estudios previos en 

peces se indica la época del aho en que se realizô la investigaciôn. Por ultimo, queremos 

enfatizar la importancia de realizar varios muestreos a lo largo del ciclo de 24h, y no 

ünicamente en dos puntos del ciclo de 24h, ya que no se obtiene una informaciôn compléta 

sobre posibles cambios diarios, pudiendo pasar desapercibidas diferencias existantes en 

otros momentos del ciclo.

En la tenca no encontramos en ningün tejido y en ninguna estaciôn cambios diarios 

significativos en la afinidad de los sitios de uniôn, de acuerdo con los resultados obtenidos 

en la mayoria de los estudios realizados en otras especies de peces (ligo et al., 1994b, 

2003b). Esta constancia diaria y estacional de los valores de Kd en varias especies puede 

estar indicando la importancia fisiolôgica de la conservaciôn de este paràmetro. 

Excepcionalmente, se han descrito variaciones en la afinidad en el lucio, con afinidades màs
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elevadas a lo largo de la fotofase y en mitad de la fase oscura (Kd = 100 pM) y con dos 

picos de menor afinidad, al comienzo y al final de la fase oscura del fotociclo diario (Kd = 

225 y 330 pM respectivamente), argumentando los autores que estos cambios de afinidad 

pueden ser un reflejo de posibles cambios diarios en el estado de acoplamiento de los sitios 

de uniôn a las proteinas G (Gaildrat et al., 1998). Otra especie en la que también se han 

descrito alteraciones de la afinidad a medio dia frente a media noche es el pez gato {Silurus 

asotus), si bien los propios autores argumentan que estos cambios pueden deberse a 

errores metodolôgicos, ya que al repetir el mismo diseho experimental no resultan 

significativos (ligo et al., 1997b). Segûn nuestro criterio, no ha de resultar sorprendente la 

constancia de la afinidad a lo largo del ciclo diario, ya que se trata de un paramétré 

indicative de la sensibilidad del tejido diana frente a la hormona. En receptores funcionales 

la afinidad del receptor por el ligando endôgeno ha de coincidir con el intervalo fisiolôgico de 

éste, situaciôn que se da en la retina de la tenca (Guijarro, 2004).

El perfil diario de densidad de receptores es similar en la retina y el techo ôptico de 

la tenca, siendo las horas centrales de la fotofase diaria las que muestran mayor densidad, 

como se pone de manifiesto con el valor estimada de la fase del ritmo (cp= 11:20 + 0,53 y 

11:09 + 0:37, respectivamente). Este perfil diario coincide con el descrito en distintas areas 
encefâlicas y la retina de Rana perezi (Isorna et al., 2004b), sin embargo difiere del hallado 

en la retina de la lubina (D. labrax, Bayarri et al., 2004b), donde la menor densidad se mide 

durante la fase luminosa del fotociclo. En esta especie, de forma excepcional, el ritmo diario 

de sintesis ocular de melatonina esta invertido respecte al patrôn caracteristico de la 

mayoria de los vertebrados, con una producciôn significativamente superior durante la 

fotofase, y niveles minimes durante la fase oscura del fotociclo diario (Sânchez-Vézquez et 

al., 1997; Garcia Allégué et al., 2001; Bayarri et al., 2002). Por tanto, la baja densidad de 

receptores en esta especie durante la fotofase se correlaciona con los niveles mâs altos de 
melatonina ocular, lo que résulta perfectamente coherente con la hipôtesis de una 

regulaciôn de los receptores por la propia melatonina. No obstante, no existen pruebas que 

permitan descartar un posible ritmo de expresiôn génica de los receptores controlado por un 

oscilador, como se ha descrito en Xenopus laevis (Wiechmann y Smith, 2001).

Si comparâmes el perfil diario de sitios de uniôn de melatonina en la retina de la 

tenca (présente estudio) con el ritmo diario de melatonina ocular en esta especie (Guijarro, 

2004) podemos afirmar que existe una relaciôn inversa de fase entre ambos ritmos. Las 

concentraciones oculares de melatonina son elevadas durante la noche, cuando las 

densidades de sitios de uniôn de la indolamina son mâs bajas, y viceversa. Este resultado 

puede sugerir que la melatonina esta ejerciendo una regulaciôn negativa sobre su propio 

receptor, como sucede en numerosos receptores acoplados a proteinas G en los que el
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ligando endôgeno produce desensibilizaciôn de sus propios sitios de union. Esta hipôtesis 
se ha propuesto para la pars tuberalis y el nûcleo supraquiasmâtico de algunas especies de 

mamiferos (Gauet et al., 1993a; Masson-Pévet et al., 1993) y para el cerebro de algunas 

aves (Yuan y Pang, 1992), especies en las que los ritmos diarios de receptores dependen 

de la melatonina circulante. No obstante, esta propuesta no es general en la bibliografia de 

vertebrados homeotermos ya que, en ciertos cases, los ritmos diarios de sitios de union son 

independientes de melatonina, existiendo indicios de regulaciôn por un oscilador circadiano 

(Duncan et al., 1993; Siuciak y Dubocovich, 1993). Esta interesante cuestiôn no ha sido 
investigada en profundidad en los peces, tan solo en el lucio se ha observado que las 

variaciones diarias se mantienen tanto en luz constante como en oscuridad constante, 

sugiriendo que en esta especie, sin poder descartar que la melatonina desensibilice sus 

propios receptores, las variaciones diarias en numéro y afinidad de los sitios de union de 

melatonina en el cerebro parecen estar controladas por osciladores circadianos 

sincronizados por el fotoperiodo, aunque se desconoce la localizaciôn de dichos osciladores 

(Gaildrat et al., 1998).

En la tenca, la relaciôn inversa de fase entre el ritmo de melatonina ocular y las 
variaciones de Bmax de los sitios de union apoyaha la hipôtesis de una desensibilizaciôn de 
los receptores. Sin embargo los resultados obtenidos en el experimento de exposiciôn a 

oscuridad constante, en el que no se incrementa la capacidad de uniôn en la retina, a pesar 

de que la melatonina ocular disminuye hasta valores practicamente basales, apoyan en la 

retina de la tenca la hipôtesis de una posible regulaciôn circadiana independiente de la 

melatonina. En la retina de Xenopus laevis, donde se ha demostrado que existe un reloj 

circadiano que régula la sintesis de melatonina, se han descrito variaciones ritmicas de 

expresiôn de los receptores MT2 y Mellc, con valores maximos durante la fotofase diaria 

(Wiechmann y Smith, 2001). De modo que cabrian, al menos, dos posibilidades. Por un 

lado, la melatonina podria ejercer su acciôn reguladora actuando directamente sobre la 

expresiôn génica de sus propios receptores. Por otro, la melatonina actuaha sobre el 

oscilador circadiano, que en ultimo término controlaria la densidad de receptores, a la baja 

cuando la concentraciôn de melatonina es elevada, y viceversa. A partir de los datos 

disponibles en este momento no podemos descartar ninguna de las dos posibilidades, 

siendo necesario realizar experimentaciôn adicional para confirmar estas hipôtesis.

El techo ôptico y la retina de la tenca exhiben una notable variaciôn estacional en la 

capacidad de uniôn de melatonina. Asf, por ejemplo, la densidad de sitios de uniôn en la 

retina alcanza valores muy elevados en primavera (3 veces superiores a los minimos 

anuales), que disminuyen drâsticamente hasta mostrar los minimos en verano. Durante 

otoho e invierno se observa una recuperaciôn progresiva que conducirâ nuevamente a los
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valores maximos primaverales. A pesar de leves diferencias, no existe dimorfismo sexual en 

la densidad de receptores en las distintas estaciones del ano. Estudios estacionales que 

analicen cambios ntmicos en los receptores de melatonina son muy escasos, y se han 

realizado casi de forma exclusiva en mamiferos, siendo la pars tuberalis es region cerebral 

mas investigada. En machos de hamster europeo la pars tuberalis muestra variaciones en la 

capacidad de uniôn de 2-[^^®l]-Mel a lo largo del ano, con una mayor densidad en primavera 

y principio del verano y descensos notables durante el periodo invernal (Skene et a/., 1992). 
En el erizo y en el hamster sirio (Gauer et a/., 1994b) también se describen correlaciones 

estacionales de la Bmax y el desarrollo gonadal estacional (mayor densidad en animales 

sexualmente actives, en marzo). En machos de visôn {Mustela vison) especie que, a 

diferencia de las anteriores, présenta su actividad sexual en otoho, la menor densidad de 

sitios de uniôn se observa en julio, y aumenta a partir de septiembre hasta ser maxima en 

octubre (Messager et al., 1997). En todos estos casos, y al igual que hemos observado en 

la tenca, los cambios estacionales se deben a variaciones en la densidad, pero no en la 
afinidad de los receptores.

A partir de todos estos estudios en los mamiferos se ha propuesto que existe una 

Clara correlaciôn entre el aumento estacional en la densidad de receptores de melatonina en 

la pars tuberalis y la época de madurez sexual, estando asociadas las bajas densidades a 

fotoperfodos cortos e inactividad sexual. Conociendo la importancia de la melatonina en la 

regulaciôn de los ciclos reproductores estacionales en estas especies y el papel central 

desempehado por la pars tuberalis hipofisaria como mediadora del efecto del fotoperiodo en 

funciones estacionales, como la hibernaciôn y la reproducciôn, se ha planteado una relaciôn 
causal entre descenso en la densidad de receptores de melatonina en la pars tuberalis e 

inactividad sexual, fortaleciendo la hipôtesis de que la pars tuberalis podria ejercer un papel 

importante en la mediaciôn del efecto estacional de la melatonina (Weaber y Reppert, 1990; 

Nakazawa et al., 1991; Skene et al., 1992; Gauer et al., 1993c; Stankov et al., 1993). 

Pruebas a favor de esta hipôtesis las encontramos en el hecho de que otras regiones 

encefâlicas, como el nûcleo supraquiasmâtico, que no tienen correlaciôn con el ciclo 

reproductor, tampoco muestra estas variaciones estacionales, al menos en los mamiferos 

investigados (Gauer et al., 1993c).

El perfil estacional de las densidades de sitios de uniôn en la tenca es muy similar en 

ambos tejidos centrales estudiados, las densidades médias diarias o mesor (Ao) son 

elevadas en primavera, coincidiendo con el comienzo de la freza, mientras que los valores 

mâs bajos se miden en verano, una vez finalizado el periodo de desove en esta especie 

(Pinillos et al., 2003). Esta evoluciôn estacional se asemeja bastante al perfil en los 

mamiferos con reproducciôn primaveral (asociada a fotoperiodos largos), por lo que en la
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tenca podnamos especular que también puede existir una relaciôn entre receptores de 

melatonina y el ciclo reproductor. El ùnico estudio relacionado, que conozcamos nosotros, 

es el realizado por Amano y colaboradores (2003a) en el salmôn masou, que muestra 

variaciones significatives de la Bmax en el cerebro en funciôn del grado de madurez sexual, 

los machos précoces tienen capacidades de uniôn superiores a las de las hembras 
inmaduras, igualéndose las densidades tras la freza.

En este sentido, se conocen bien los ciclos reproductores estacionales en 

numerosas especies de peces y hay algunos estudios sobre efectos de la melatonina en 

dicha funciôn gonadal (Zachmann et al., 1992), pero carecemos de datos que relacionen por 

ejemplo, la densidad de sitios de uniôn de 2-f^®I]-Mel con los ciclos reproductores o con los 

esteroides gonadales, y tampoco se han identificado las posibles areas encefâlicas 

implicadas en dicha regulaciôn estacional. Con técnicas de biologie molecular se ha 

detectado expresiôn de los receptores Me! la  y Mel 1b en el ârea pretectal, regiôn talâmica 

y techo ôptico del cerebro de Oncorhynchus mykiss, regiones relacionadas con funciones 

visuales, pero no en la hipôfisis (Mazurais et al., 1999, 2000), por lo que estas âreas 

parecen ser las implicadas en la integraciôn de la sehal de la melatonina, al menos en la 

trucha. Por otro lado, mediante técnicas autorradiogrâficas, aunque se han localizado sitios 

de uniôn de 2-[^^®l]-Mel en la hipôfisis del lucio (Gaildrat y Falcôn, 1999), la uniôn se ha 

detectado sôlo en la regiôn anteroventral de la hipôfisis, donde no parecen existir células 

gonadotropas. Estos mismos autores han clonado en el lucio dos fragmentos que presentan 
homologias con los receptores MTi y MT2, con una fuerte expresiôn en el techo ôptico, y de 

menor intensidad en la retina y la hipôfisis (Gaildrat et al., 2002). Estos resultados reafirman 

los nuestros, apoyando la hipôtesis que sehala al techo ôptico y ârea pretectal, regiones 

relacionadas con fenômenos de integraciôn visual, como diana de la informaciôn transmitida 

por la melatonina. Desafortunadamente, los datos obtenidos hasta la fecha en la hipôfisis no 

revelan de forma évidente que la melatonina pueda utilizar esta diana para la transmisiôn de 

la sehal, por lo que aün falta por establecer cuâles serian las regiones encefâlicas que 

integrarian la informaciôn ambiental (via melatonina) sincronizando cambios estacionales en 

los peces, entre otros el ciclo reproductor. En este sentido, en la actualidad, existen equipos 

de investigaciôn cuyos trabajos van encaminados a la büsqueda y localizaciôn de los genes 

reloj en diferentes âreas encefâlicas.

En cuanto a la posible correlaciôn entre los cambios estacionales en la densidad de 

receptores y los niveles de melatonina circulante hay que indicar que ùnicamente existe un 

estudio en la tenca que détermina los niveles plasmâticos de melatonina en esta especie 

(Vera et al, 2004) no teniendo informaciôn sobre posibles ritmos estacionales de melatonina 

plasmâtica. En la retina la ritmicidad diaria de producciôn de melatonina muestra su mâxima
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amplitud en verano y se pierde en las estaciones frias (otoho e invierno), con una 

producciôn muy baja en la época invernal (Guijarro, 2004). Esta baja producciôn de 

melatonina podria ser la responsable del incremento lento pero progresivo en la densidad 

de receptores observada en ambos tejidos centrales en esta época del aho. Es decir, la 

existencia de ritmos estacionales de melatonina invertidos respecto a los ritmos de 

receptores en la retina de esta especie apoya, nuevamente, la regulaciôn de los receptores 

por la propia melatonina. Sin embargo, aün no podemos determiner el mecanismo por el 

que se produce esta regulaciôn, por desensibilizaciôn, control de la expresiôn génica, o 

incluse una acciôn sincronizadora sobre el oscilador circadiano. No obstante, el hecho de 

que exista una ritmicidad diaria de densidad de sitios de uniôn en la retina de la tenca 

durante el invierno (présente Memoria), estaciôn en la que no hay ritmo diario de melatonina 

ocular (Guijarro, 2004) implica que, en caso de que la melatonina régulé la ritmicidad diaria 

de receptores en esta especie, no debe ser el ûnico elemento responsable, por lo que se 

impone la necesidad de identificar estas vias de regulaciôn independientes de melatonina.

Por otro lado, y teniendo présente un enfoque funcional in vivo, la relevancia de la 

estacionalidad de los ritmos diarios en la densidad de receptores se relativiza teniendo en 

cuenta que el efecto de la temperatura en la cinética de asociaciôn y disociaciôn de los 

receptores de melatonina es muy potente (présente Memoria). Dicha cinética, a la baja 
temperatura propia de otoho-invierno esté ralentizada, con lo que la interacciôn de la 

melatonina con sus receptores es lenta, lo que debe afectar necesariamente a la 

transducciôn de la sehal. Por el contrario, en las estaciones câlidas (primavera y verano), la 

cinética de la interacciôn de la melatonina con sus receptores es rapida, y aunque no haya 

ritmos diarios de receptores, como la indolamina se sintetiza con una marcada ritmicidad en 

esta época del aho, podria ejercer su acciôn diaria reguladora de la fisiologia ocular, 

independientemente de la cantidad de receptores présentas.

3.2. Ritmicidad en tejidos periféricos.
La oscilaciôn diaria en la densidad de sitios de uniôn de 2-f ̂ ®I]-Mel en el corazôn de 

la tenca muestra un ritmo significativo en ambos sexos en otoho, rozando la significaciôn 

estadistica en invierno. El momento del fotociclo en el que se observan las mayores 

densidades de receptores coincide con las horas centrales del dia (cp = 12:49 + 1:08 h), 

ademàs la amplitud sinusoidal es elevada (Ai = 1,15 + 0,33 fmol/mg prot), dando lugar a 

unas diferencias entre el minimo y el maximo diario de hasta casi dos veces en otoho. Estas 

densidades de sitios de uniôn de 2-f ̂ ®I]-Mel en el tejido cardiaco de la tenca son similares 

en machos y hembras, al igual que ocurre en la retina neural y el techo ôptico de esta 

misma especie. La ausencia de dimorfismo sexual en los sitios de uniôn de melatonina es
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una caractenstica que también se ha descrito en receptores centrales de los mamiferos 

(Piketty, 2001).

En la tenca no hemos encontrado diferencias en la Kd en ninguna de las estaciones, 
pero si observamos una marcada estacionalidad en la capacidad de los sitios de union. Las 

densidades son significativamente mas altas en las estaciones que no muestran perfil 

ritmico (primavera y verano) que en otoho e invierno, cuando las diferencias dia/noche son 

significativas. Esta estacionalidad es paralela a la obtenida en los tejidos centrales 

estudiados. Nuevamente el valor mas elevado de la densidad media o mesor (Ao) se 

produce en primavera y desciende de forma considerable, hasta valores minimos en otoho. 

La ünica diferencia con la retina neural y el techo ôptico reside en que las densidades mas 
bajas en el corazôn no se detectan en verano sino en otoho.

Por tanto, podemos afirmar que, en llneas générales, los perfiles rftmicos diarios de 

sitios de uniôn de melatonina en el corazôn de la tenca coinciden con los obtenidos en los 

tejidos centrales (techo ôptico y retina neural) de esta misma especie. En la bibliografia 

apenas existen estudios de ritmos diarios de capacidad y afinidad de sitios de uniôn de 

melatonina en tejidos periféricos de vertebrados, y se limitan a un numéro muy reducido de 

mamiferos, no existiendo ninguna informaciôn previa en los peces. Asi, en la glandula 

mamaria de raton es la uniôn especifica de 2-f^®l]-Mel a extractos de membranes es 

mâxima al final de la fase luminosa del fotociclo diario, y la afinidad de los receptores 

también varia, siendo elevada durante la escotofase (Recio et al., 1994). Estudios recientes 

confirman esta oscilaciôn diaria, si bien los autores apuntan a una mayor complejidad, 

sugiriendo la existencia de dos clases de sitios de uniôn en la glândula mamaria de esta 

especie, uno de elevada afinidad que se expresa durante la noche, y otro de baja afinidad 

expresado mayoritariamente durante la fotofase (Coto-Montés et al., 2003).

Existen varios estudios que relacionan la melatonina con la funciôn cardiovascular 
en mamiferos y humanos. Los niveles fisiolôgicos elevados de melatonina durante la noche 

coinciden con el descenso de la presiôn sangulnea y la frecuencia cardiaca (Arendt, 1989; 

Lemmer, 1989). La melatonina por via oral reduce la presiôn sanguinea, el indice de 

pulsatilidad en la carôtida interna y los niveles de catecolaminas (Arangino et al., 1999), 

ejerce una acciôn vasodilatadora en las arterias coronarias, pulmonares y marginales del 

colon en el cerdo, en la aorta de conejo, arteria caudal de rata y arterias umbilicales 

humanas (Satake et al., 1991; Doolen et al., 1998; Ting et al., 2000; Okatani et al., 2001). Es 

decir, la melatonina parece tener de forma global un efecto reductor de la actividad cardiaca 

y del tono vasomotor, si bien el mecanismo es bastante desconocido y complejo, ya que por 

ejemplo, la activaciôn de los receptores MTi produce vasoconstricciôn, y la de MT2 produce 

vasodilataciôn (Doolen et al., 1999).
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En la bibliografia consultada por nosotros hemos encontrado un ûnico estudio que 

relaciona la actividad cardiovascular y la melatonina en poiquilotermos. La administraciôn de 

melatonina a dosis fisiolôgicas durante la noche reduce la presiôn sanguinea en el bacalao, 

la trucha y la platija (resultados no publicados, Kulczykowska, 2001). El hecho de encontrar 

una distribuciôn importante de sitios de uniôn en el corazôn de la tenca, y que ademés 

muestran todas las caracteristicas propias de receptores de melatonina, del subtipo MTi, 

nos anima a especular sobre posibles funciones de estos receptores. En la tenca, la 

elevada densidad de receptores encontrada en el corazôn en primavera y verano podria 
estar indicando un mayor protagonismo de este tejido como diana de la melatonina en esta 

época del aho. Por tanto, la melatonina intervendria en la regulaciôn estacional del sistema 

cardiovascular en los peces. Hasta la fecha no existen datos en la bibliografia que apoyen 

esta hipôtesis. Para poder investigar esta cuestiôn, una primera aproximaciôn necesaria 

séria analizar el papel de la melatonina en la regulaciôn de la funciôn cardiovascular. En 

este sentido, los disehos expérimentales in vitro incubando segmentes vasculares en baho 

de ôrganos representan una herramienta de g ran utilidad para poder ensayar efectos de la 

melatonina.

El otro ôrgano periférico cuya posible ritmicidad en los sitios de uniôn de melatonina 

ha sido investigada en el présente trabajo es el rihôn. Al igual que en otras localizaciones 

centrales y periféricas, existe un ritmo diario significativo ùnicamente en otoho. El momento 

del dia con la maxima densidad de receptores corresponde a la transiciôn oscuridad/luz (cp = 

7:40 + 1:04 h). Del mismo modo, la amplitud sinusoidal mâs elevada se détecta en esta 

estaciôn, siendo los valores mâs bajos aproximadamente la mitad de los mâximos.

En relaciôn con las variaciones mediodla-medianoche de la Bmax y la Kd de sitios 
de uniôn de 2-[^^®l]-Mel, no encontramos diferencias significativas ni en la capacidad de 

uniôn mâxima ni en la afinidad de los receptores en ninguna de las estaciones del aho. 

Estos resultados, aunque en un principio puedan resultar contradictorios con los descritos 

en el estudio de ritmicidad estacional de densidades, en donde si se aprecian diferencias 

ritmicas diarias en otoho, se justifican por el hecho de que en el rihôn la acrofase en otoho 

no se situa en las horas centrales de la fotofase. Por tanto, al conservar el diseho 

experimental utilizado para los otros tejidos, es decir la determinaciôn de uniôn mâxima en 

los dos puntos centrales de la fotofase y de la escotofase, no se détecta dicha ritmicidad. 

Esta situaciôn ilustra claramente la importancia de realizar muestreos complètes a lo largo 

de las 24 horas, a pesar de la mayor complejidad que entraha y el mayor numéro de 

animales necesario para aborder el estudio.

En los vertebrados terrestres se ha detectado presencia de sitios de uniôn de 

2 -f ̂ ®I]-Mel en el rihôn de numerosas especies de mamiferos y aves, habiéndose sugerido la
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posibilidad de una acciôn directe de la melatonina en la actividad renal (Richardson et al., 

1992; Song y Pang, 1993; Song et al., 1993, 1995, 1996b), probablemente mediada por 

receptores de tipo MTi (Song et al., 1997). No existen estudios en poiquilotermos que hayan 

investigado esta cuestiôn. Sin embargo, estudios pioneros mostraron que la melatonina 

plasmâtica se incrementa durante la adaptaciôn de Oncorhynchus kisutch al ague marina 

(Gern et al., 1984), y estudios posteriores revelaron que la concentraciôn plasmâtica de 

melatonina en truchas aciimatadas a aguas salobres es significativamente superior que en 

las aciimatadas a agua dulce (Kulczykowska, 1999), apuntando a una posible funcionalidad 

de la melatonina en la adaptaciôn de los peces a distintas salinidades. El rihôn, como 

ôrgano osmorregulador, interviene activamente en la regulaciôn iônica en los peces, 

habiéndose observado cambios diarios en la concentraciôn plasmâtica de iones 

monovalentes en varias especies de peces (Carrillo et al., 1986; Kühn et al., 1986; Laidiey y 

Leatherland, 1988; Pavlidis et al., 1997), y variaciones estacionales en el contenido 

plasmâtico de Na ,̂ CI' y en la osmolalidad en el bacalao y en la platija (Audet et al., 1993). 

Necesariamente estos cambios diarios y estacionales son un reflejo de variaciones en el 

intercambio iônico a través del epitelio branquial e intestinal y/o cambios en la excreciôn 

urinaria de electrolitos, lo que podria implicar a la melatonina en la mediaciôn de dichos 

cambios de adaptaciôn osmôtica. En este sentido, estudios recientes sugieren una posible 

interacciôn entre melatonina y arginina-vasotocina, hormona osmorreguladora 

neurohipofisiaria en peces (Kulczykowska et al., 2001). Ademâs de la influencia de la 

melatonina sobre los movimientos de electrolitos y agua en los tùbulos renales, se podria 

considerar un posible efecto sobre la hemodinâmica renal. Los cambios en la presiôn 
sanguinea supuestamente inducidos por la melatonina pueden llegar a afectar a la filtraciôn 

glomerular renal en peces, donde, y a diferencia de los mamiferos, la tasa de filtraciôn 

glomerular aumenta de forma inmediata al incrementar la presiôn de perfusiôn renal 

(Nishimura y Bailey, 1982).

Nuestro estudio es el primero que caracteriza sitios de uniôn de melatonina en el 

rihôn de poiquilotermos, y que podria justificar algunas de las acciones descritas para la 

melatonina en la funciôn renal de los peces. Sin embargo, en el rihôn de la tenca, y a 

diferencia de las evidencias en homeotermos que apuntan hacia receptores de elevada 

afinidad del tipo MTi, la melatonina parece estar actuando a través de receptores del tipo 

M T 3 . De hecho, la clonaciôn de este subtipo de receptor se ha logrado en el rihôn del 

hamster sirio (Nosjean et al., 2000), indicando que dicho receptor puede ser el mediador de 

las funciones reguladoras de la melatonina en la fisiologia renal. No obstante debemos 

recorder la necesidad de una caracterizaciôn farmacolôgica exhaustive de los receptores de
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melatonina en vertebrados poiquilotermos que nos permita dilucidar los subtipos de 

receptores présentes en estos vertebrados.

Hay una ultima cuestiôn interesante relacionada con el elevado valor de la constante 

de inhibiciôn de la propia melatonina en el rihôn de la tenca, y que podria cuestionar el 

papel fïsiolôgico desempehado por esta indolamina en la funciôn renal. Segùn este elevado 
valor, sôlo en presencia de concentraciones muy altas de melatonina se produciria la uniôn 

al receptor y su activaciôn funcional. Datos recientes de melatonina circulante (Vera et al., 

2004) y de cambios estacionales en la melatonina ocular en la tenca (Guijarro, 2004) 

indican que estas concentraciones elevadas sôlo se hallarian en primavera y 

fundamentalmente en verano, con lo que el papel de la melatonina regulando la funciôn 

renal mostraria una marcada estacionalidad.

Nuestros datos en las branquias e incluse en el tracto gastrointestinal, aün a pesar 

de ser limitados apoyarian una hipotética funciôn de la melatonina en estas estructuras que, 

junto al rihôn, participan en la regulaciôn de la homeostasis hidrosalina en los peces. Uno 

de los objetivos prôximos de nuestro équipé es profundizar en la caracterizaciôn de estos 

sitios de uniôn utilizando peces dulceaculcolas en comparaciôn con especies marinas, con 

el fin de investigar posibles diferencias en las estrategias adoptadas por estos dos grupos 

de peces.

Por otro lado, cabe la posibilidad de que la funciôn de los sitios de uniôn de 

melatonina en el rihôn no esté relacionada con la homeostasis hidrosalina sino que, si se 

confirma la naturaleza enzimética de dicho sitio de uniôn, es decir, si se trata del homôlogo 

en peces de la quinona reductasa 2 (QR2) de los mamiferos, su funciôn se podria restringir 

a una actividad detoxificadora en el organisme.

3.3. ÂSon endôgenos los ritmos de densidad de sitios de uniôn de melatonina en 
TInca tinca?

Tras someter a los animales a condiciones de oscuridad durante 48 horas, 

comprobamos que ninguno de los tejidos encefâlicos estudiados conserva el ritmo 

dia/noche en la densidad de receptores de 2-[^^ l̂]-Mel observado tanto en tejidos centrales 

(retina neural y techo ôptico) como periféricos (corazôn y rihôn). Es decir, aparentemente, 

los ritmos de densidad de receptores de melatonina en la tenca no son endôgenos.

Se han realizado algunos estudios en très especies de teleôsteos (carpin, lucio y 
dorada) imponiendo a los animales condiciones de curso libre, 24D, y, dependiendo de la 
especie, se han obtenido las dos posibles respuestas, conservaciôn y pérdida de los ritmos 
de Bmax. Una de las especies de las que se tiene mas informaciôn es el carpin, en el que 
tanto la pinealectomia como la exposiciôn a luz constante anulan el ritmo de densidad de
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sitios de union en el cerebro (ligo et al., 1994b), por lo que aparentemente la regulaciôn se 
realizarla por la propia melatonina endôgena de origen pineal. Sin embargo la exposiciôn a 
24D no altera ni la ritmicidad de la Bmax ni el ritmo diario de melatonina plasmâtica (ligo et 
al., 2003b), estando por tanto sujetos a una regulaciôn endôgena. De hecho, en ensayos in 
vitro en condiciones de oscuridad constante la producciôn ritmica de melatonina tanto en 
pineales (ligo et al., 1991) como en copas ôpticas (ligo et al., 1997c) se conserva inalterada. 
Estos resultados aparentemente contradictorios son justificados por los autores en base a 
posibles cambios en la relaciôn de fases entre los ritmos de melatonina plasmâtica y de 
capacidad de uniôn de los receptores en funciôn de si los peces son sometidos a 
condiciones de LD (12L12D) o de DD. Es decir, el incremento en los niveles plasmâticos de 
melatonina se corresponde con un descenso de la densidad de receptores cuando los 
animales se encuentran en condiciones LD (12L12D), mientras que en 24D ambos 
parâmetros discurren en paralelo, son mâximos durante el dia subjetivo y minimos durante 
la noche subjetiva (ligo et al., 2003b). Por tanto, en el carpin, la ritmicidad diaria de 
densidades de sitios de uniôn podria estar regulada por un reloj circadiano, si bien los 
ritmos quedan enmascarados por la acciôn de la luz y la melatonina endôgena.

En el lucio los ritmos diarios de receptores de melatonina en el cerebro parecen 
estar regulados por un reloj circadiano, su persistencia tanto en condiciones de luz 
constante como de oscuridad constante son prueba de ello (Falcôn et al., 1996a). No 
obstante, se desconoce cuâles son los osciladores circadianos implicados en este control, si 
bien la pineal es un buen candidate para albergar el oscilador que contrôla dichos ritmos, de 
forma independiente de la melatonina circulante. Asimismo, en esta especie se ha 
demostrado que la secreciôn de melatonina pineal estâ regulada por un reloj circadiano 
intrapineal (Falcon, 1998).

Por el contrario, en especies como la tenca y la dorada no hay indicios de dicha 
regulaciôn circadiana. En la dorada {Sparus aurata), que présenta ritmos diarios tanto en la 
densidad como en la afinidad de los receptores encefâlicos de melatonina, se anulan dichos 
ritmos cuando los peces son sometidos a oscuridad constante, de forma similar a los 
resultados obtenidos en la tenca. En un intente de correlacionar el carâcter endôgeno de la 
ritmicidad de los receptores con los ritmos de la propia melatonina en la tenca, podemos 
ahadir que también en 24D se produce la pérdida de la ritmicidad de la sintesis ocular de 
melatonina (Guijarro, 2004), al igual que sucede con los receptores. Esta coincidencia 
podria estar indicando que en la tenca, al menos los receptores de la retina, dependen de la 
melatonina ocular. No obstante, el hecho de que la pérdida de los ritmos de melatonina no 
produzca un aumento en la capacidad de uniôn de sus propios receptores apuntaria mâs 
bien a que la melatonina ejerce un papel fundamental en la sincronizaciôn del oscilador 
circadiano, que a su vez controlaria los ritmos de receptores de la indolamina en esta 
especie.
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4. EFECTOS DE LA LUZ Y LA TEMPERATURA EN LOS RECEPTORES DE 

MELATONINA EN LA RETINA Y TECHO ÔPTICO DE Tinca tinca.

4.1. Efecto de la luz
Para investigar si las distintas intensidades luminicas recibidas por el animal 

modifican la afinidad o la densidad de los receptores de melatonina en la tenca, dos grupos 

de peces se aciimataron a fotoperiodos 12L12D, con dos intensidades distintas durante la 

fotofase (20 y 1300 lux), manteniendo constante la temperatura ambiental. Esta diferencia 

de intensidad luminosa durante la fotofase no afecta a la densidad nocturna de receptores 

ni en la retina neural ni en el techo ôptico de la tenca, pero si modifica los receptores 

diurnos, determinando la presencia de una mayor densidad en peces expuestos a luz de 

elevada intensidad. En estos mismos animales los niveles circulantes de melatonina se 

modifican en el sentido de un aumento de la melatonina plasmâtica nocturna en el grupo 

expuesto a alta intensidad luminosa, sin verse afectada la concentraciôn de melatonina 

circulante durante la fotofase (Vera et al., 2004). Como se ha discutido con anterioridad en 

esta Memoria, la melatonina en la tenca podria ser responsable de una autorregulaciôn 

diaria de sus propios receptores. Sin embargo, los resultados encontrados no parecen 

apoyar esta hipôtesis, ya que distintas intensidades luminosas no modifican a la melatonina 

diurna, pero aumentan significativamente la densidad de los sitios de uniôn. Mâs aün, el 
aumento nocturno de melatonina circulante no se corresponde con una reducciôn de la 

capacidad mâxima de uniôn de estos tejidos.

No existen estudios en la bibliografia que hayan investigado si la intensidad luminica 

diurna afecta a los receptores de melatonina. En nuestro caso parece que si tiene un efecto 

significativo, que se manifesta tanto en la retina como en el techo ôptico, a pesar de que 

hay una diferencia funcional évidente entre ambas estructuras. La retina neural posee 

células fotorreceptoras capaces de percibir la informaciôn luminica de forma directa, y por 
tanto en este tejido la luz podria regular directamente la expresiôn de los receptores de 

melatonina intraoculares, de forma independiente de la melatonina. Sin embargo, en el 

techo ôptico este hipotético efecto di recto de la luz no se puede dar, por lo que la regulaciôn 

de los sitios de uniôn por este factor ambiental debe estar mediada a través de otros 

mecanismos desconocidos hasta el momento.

En una aproximaciôn experimental complementaria, estudiamos el posible efecto de 

la exposiciôn durante 1 hora a luces de diferentes intensidades en mitad de la escotofase. 

Los resultados encontrados indican que la exposiciôn durante 1 hora a un puiso de luz de 

baja intensidad (1 lux) provoca aumentos significatives en la densidad de receptores de 

2-[^^^l]-Mel, sin que la afinidad de los mismos se vea afectada. Este efecto résulta llamativo, 

debido a que no se produce a intensidades luminosas superiores. La explicaciôn mâs
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sencilla que justificaria este efecto de la luz sobre los receptores cabria encontrarla en 
alteraciones de la producciôn de melatonina por la exposiciôn a la luz, que en ultimo término 

serian las responsables de los cambios de densidades de sitios de uniôn. En este mismo 

experimento, el equipo del Dr. Sânchez-Vàzquez de la Universidad de Murcia cuantificô los 

niveles circulantes de melatonina en estos mismos peces, encontrando que la melatonina 

nocturna se reduce significativamente hasta alcanzar valores similares a los diurnos en los 

cuatro grupos de peces, no existiendo diferencias significativas en dicha reducciôn al 

comparer las distintas intensidades de luz (desde 0,3 a 1300 lux, Vera et al, 2004). Este 

resultado justifica el aumento de la densidad en el grupo expuesto a 1 lux, pero no explica la 

falta de respuesta de los receptores en los restantes grupos.

En un estudio reciente realizado en el lébrido [Halichoeres tenuispinnis), se muestra 

que cambios agudos en la intensidad de luz durante la fotofase no modifican 

significativamente el contenido de melatonina ocular, y en un amplio intervalo de 

intensidades (0,13 a 1300 lux) la sintesis de melatonina no se ve significativamente 

afectada (ligo et al., 2003b). De forma complementaria, en un experimento similar al 

realizado por nosotros en la tenca, encuentran que la exposiciôn aguda a luz de distintas 
intensidades durante la fase oscura del fotociclo reduce de forma significativa la melatonina 

ocular, descenso que a partir de 1,3 lux es de una magnitud similar en todos los grupos (1,3; 

13; 130 y 1300 lux). Por tanto, en relaciôn con el efecto de la exposiciôn a la luz sobre la 

producciôn de melatonina parece que el efecto màximo se alcanza a partir de una 

determinada intensidad luminica. En este estudio del Dr. ligo no se analizan los receptores 

de melatonina, con lo que no podemos compararlo con nuestros resultados.

Efectos de la exposiciôn aguda a la luz sobre los niveles de melatonina en plasma, 

en tejido ocular y en el complejo pineal se han descrito en varias clases de vertebrados. 

(Binkley, 1987; Max y Menaker, 1992; Yu y Reiter, 1993; Bolliet et al., 1995; Ekstrôm y 

MeissI, 1997), y de forma general puede afirmarse que la melatonina ocular es un buen 

indicador de fotorrecepciôn, estando su sintesis estrechamente relacionada con la 

fotorrecepciôn tanto ocular como pineal.

Un aspecto que ha sido también investigado en estos disehos expérimentales es la 

ritmicidad de la actividad locomotora. La tenca es una especie cuyo habitat natural son los 

fondos fangosos de charcas y cursos lentos, donde a pesar de su alta resistencia a 

condiciones ambientales adverses, muestra una elevada sensibilidad a agentes estresantes 

de distinto origen. Ademés, se trata de una especie estrictamente nocturna, que muestra 

ritmos robustos de actividad lomotora y alimentaciôn vinculados a la fase oscura del 

fotoperiodo diario (Sânchez-Vâzquez, comunicaciôn personal). La exposiciôn a la luz 

durante la noche reduce drâsticamente su actividad locomotora, volviéndola a recuperar tras
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la reanudaciôn de la oscuridad (Vera et al., 2004). Nuestros datos de aumentos en la 

densidad de receptores en peces expuestos a intensidades bajas (1 lux) constituyen una 

respuesta adaptativa a los resultados de supresiôn de la producciôn de melatonina y 

actividad locomotora. Es decir, en una especie estrictamente nocturna como la tenca, la luz 

de muy baja intensidad durante la noche es una sehal percibida por el sistema de 

producciôn de melatonina (Vera et al., 2004), pero que ademâs modifica los receptores que 

van a transmitir la sehal en el sentido de una mayor capacidad de transducciôn de este 
mensaje. No obstante, una exposiciôn de corta duraciôn, como la que hemos aplicado (1 

hora) que es obviamente suficiente para inhibir tanto la sintesis nocturna de melatonina 

como la actividad locomotora, quizâ sea una tiempo excesivamente breve para generar 

cambios significatives tanto en la densidad como en la afinidad de los receptores. Tanto el 

hipotético proceso de desensibilizaciôn como la inducciôn de la expresiôn génica de los 

receptores requieren tiempos mâs largos para poder manifester variaciones estables en la 

capacidad de uniôn o en la afinidad. Nuestros resultados de variaciones diarias en la 

densidad de los receptores en tejidos centrales y periféricos de la tenca apoyan la 

posibilidad que acabamos de plantear.

En el techo ôptico de la tenca, encontramos una respuesta adicional. La exposiciôn 

durante 1 hora a una intensidad elevada (1300 lux) reduce ligeramente, pero de forma 

significativa la densidad mâxima de receptores y la Kd. No tenemos una explicaciôn a este 

efecto, pero es cierto que el techo ôptico es el ârea cerebral de integraciôn de la informaciôn 

luminica, la luz es captada por las células fotorreceptoras, y esta informaciôn viaja al techo 

ôptico, por lo que esta regiôn podria proponerse como la zona encefâlica implicada en la 
regulaciôn de varias funciones ritmicas sincronizadas por el ciclo luz/oscuridad, entre las 

cuales la actividad locomotora constituye un excel ente ejemplo en animales de 

comportamiento estricto, como es la tenca. Apenas existen estudios al respecto, y de 

nuevo, a partir de todos estos resultados queda abierta una via de investigaciôn en la que el 

diseho de nuevos experimentos permitirâ compléter el conocimiento actual del papel de la 

luz en la regulaciôn de la ritmicidad de los receptores de melatonina.

4.2. Efecto de la temperatura.
La temperatura del ensayo no afecta a la afinidad de los receptores de melatonina 

por su ligando, como se deduce de los resultados obtenidos en los ensayos de saturaciôn 

realizados tanto en la retina neural como en el techo ôptico, siendo los valores de Kd muy 

similares a las 3 temperaturas ensayadas. Respecto a las densidades, se produce un 

descenso a 30°C en comparaciôn con las otras dos temperaturas (15°C y 25°C), pero 

ùnicamente en la retina. Estos resultados coinciden con lo encontrado en distintas regiones
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encefâlicas de otro poiquilotermo, la Rana perezi, cuyos parâmetros obtenidos del estudio 

de saturaciôn (Bmax y Kd) no difieren en ensayos realizados a 15°C y a 25°C (Isorna et al., 

2004b). Por tanto, proponemos que la temperatura del ensayo no modifica 

significativamente ni la Kd ni la Bmax en preparaciones de membranes de cerebro de 

poiquilotermos, y no encontramos un posible significado fisiolôgico al descenso de la Bmax 
observado en la retina neural de la tenca.

Sin embargo, el estudio cinético révéla claramente que las cinéticas de asociaciôn y 

disociaciôn dependen notablemente de la temperatura del ensayo en ambos tejidos, retina y 

techo ôptico. Tal y como cabria esperar, a medida que aumenta la temperatura se acorta el 

tiempo necesario tanto para que se alcance el equilibrio en la asociaciôn como para lograr 

la disociaciôn compléta. Asi, a 15°C la tasa de asociaciôn es aproximadamente la mitad que 

25°C, que a su vez también es la mitad de la medida a 30°C. Lo mismo ocurre con las tasas 

de disociaciôn, obteniéndose los valores mâs bajos a 15°C, valores que aumentan de forma 

paralela al incremento de la temperatura del ensayo. Ademâs, el hecho de que los valores 

de Kd cinéticas permanezcan inalterados a las distintas temperaturas evidencia que estos 

cambios cinéticos se producen de forma paralela en ambos procesos, asociaciôn y 

disociaciôn. Un resultado similar se ha descrio para la retina neural del anfibio Rana perezi 

(Isorna et al., 2004b). En el techo ôptico de la tenca encontramos una diferencia llamativa 

en relaciôn con lo que ocurre en la retina neural, consistante en que el aumento de 

temperatura del ensayo de 25®C a 30°C no provoca un cambio tan drâstico en las cinéticas 

de asociaciôn y disociaciôn como el observado en la retina, encontrando cinéticas muy 

similares a ambas temperaturas. En la actualidad no tenemos una explicaciôn a esta 

diferencia entre tejidos, aunque no es la ünica diferencia encontrada a lo largo de esta 

Memoria, por lo que podria deberse a peculiaridades propias de los sitios de uniôn 

présentes en ambas regiones.

Por tanto, podemos afirmar que la uniôn de la melatonina a la retina neural de la 

tenca es un proceso muy termosensible, al igual que sucede en otros poiquilotermos, como 

Rana perezi. Temperaturas de 15°C o inferiores provocan que tanto la asociaciôn como la 

disociaciôn requieran bastantes horas para ser completadas y, en consecuencia, a estas 

temperaturas, las cinéticas de uniôn pueden llegar a ser demasiado lentas para ser capaces 

de seguir el patrôn ritmico diario de melatonina. Sin embargo, el hecho de que se necesiten 

tiempos superiores a 24 horas para que se completen las cinéticas de asociaciôn y 

disociaciôn a bajas temperaturas (inferiores a 15°C) podria tener un significado fisiolôgico 

durante el invierno, apuntando a la temperatura como principal factor ambiental regulador 

de la transducciôn de la sehal de la melatonina en diferentes poiquilotermos, la tenca 

(présente Memoria) y la rana (Isorna et al., 2004b). En este sentido es cierto que en la
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multiples funciones estacionales, como el ciclo reproductor, la termorregulaciôn, la 

osmorregulaciôn, el desarrollo ontogénico, los ritmos de alimentaciôn, etc, la temperatura es 

clave para la sincronizaciôn de la funciôn con el momento del aho mâs adecuado (Delgado 

et a/., 1983, 1987; Kupwade y Saidapur, 1986; Alonso-Bedate et al., 1988; Alonso-Gômez et 

al., 1990; Gancedoefa/, 1995).

El coeficiente de temperatura (Qio) es un parâmetro muy util en fisiologia que nos 

permite analizar las relaciones entre las velocidades de las funciones biolôgicas y la 

temperatura (Hill y Wyse, 1992). Los valores de la Qio para la asociaciôn en la retina neural 

y en el techo ôptico son muy superiores a 1 en todos los intervalos térmicos medidos, lo que 

estaria indicando una compensaciôn térmica compléta, un aumento homogéneo y continuo 

de la tasa de asociaciôn con la temperatura. Este comportamiento no se produce en la tasa 

de disociaciôn de la retina neural, en la que el valor de la Qio observado en el intervalo de 

15-25°C es bastante superior al encontrado en el siguiente intervalo, 25-30°C, es decir, 

disminuye la sensibilidad térmica de la cinética de disociaciôn a temperaturas de ensayo 

elevadas (superiores a 25°C), diferencia que también se manifiesta en los coeficientes 

aplicados a la Kd cinética. La justificaciôn a esta diferencia entre asociaciôn y disociaciôn la 

encontramos en el descenso de sensibilidad térmica de la tasa de disociaciôn a 30°C. En el 

caso de las enzimas, un mecanismo de modulaciôn térmica positiva de este tipo se 

considéra como una estrategia adaptativa efectiva para proporcionar una compensaciôn 

inmediata de la actividad enzimâtica frente a los cambios de temperatura, como se ha 

demostrado para la actividad AA-NAT ocular, enzima limitante de la ruta biosintética de 

melatonina, en la Rana perezi (Alonso-Gômez et al., 1992b). En el caso que nos ocupa de 

los receptores de melatonina, podemos encontrar un cierto paralelismo con lo descrito para 

la actividad enzimâtica. Asi, en los ensayos de saturaciôn realizados a distintas 

temperaturas, a partir de un mismo homogeneizado de membranes, una temperatura de 

ensayo de 30°C reduce significativamente la capacidad de uniôn, en comparaciôn con las 

densidades obtenidas a temperaturas de ensayo inferiores (15°C y 25°C), pero no afecta a 

la afinidad de los receptores por la 2-f^®l]-Melatonina. Es decir, la aceleraciôn de la cinética 

de interacciôn de la melatonina con su ligando, provocada por el aumento de temperatura 

puede estar siendo contrarrestada con una disminuciôn de su capacidad de uniôn.

En el rihôn los ensayos cinéticos se realizaron ùnicamente a dos temperaturas 

distintas, 4°C y 25 °C, hallando resultados espectacularmente distintos a los que acabamos 

de discutir para los tejidos centrales. Asi, a temperatura baja (4°C) se requieren tan sôlo 10 

segundos para que se alcance el equilibrio, diferencia notable con lo observado tanto en la 

retina neural como en el techo ôptico de la tenca donde la menor temperatura de las
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ensayadas (15°C) prolonga hasta en 120 minutos el tiempo requerido para que se alcance 

el equilibrio en la asociaciôn. Esta diferencia se aprecia claramente en el valor de la tasa de 

asociaciôn, que es aproximadamente 50 veces superior en el rihôn. Una situaciôn similar 

ocurre con la disociaciôn, que se compléta en 1 0 0  segundos, siendo la tasa de disociaciôn 

mâs de 1 0 0 0  veces superior en el rihôn que en los tejidos centrales, retina neural y el techo 

ôptico. En cambio, en las incubaciones de extractos de membranas renales realizadas a 

temperatura alta (25°C), a diferencia de lo que ocurre en la retina neural y el techo ôptico de 

la tenca, no se alcanza el equilibrio en la asociaciôn y, por supuesto, tampoco se produce la 
compléta disociaciôn. Este comportamiento cinético no se corresponde con el de un 

receptor tipico, con lo que en el rihôn de la tenca y, presumiblemente también en otros 

tejidos en los que hemos detectado sitios de uniôn con caracteristicas similares a las del 

tejido renal, estos sitios de uniôn no serian taies receptores, sino que el radioligando podria 

estar uniéndose a una proteina con carâcter enzimâtico.

En este sentido, Nosjean et al. (2000) han purificado mediante procedimientos 

bioquimicos clâsicos el sitio de uniôn para la 2 -f^^l]-Mel denominado MT3, a partir de 

extractos de membranas procédantes de rihôn del hâmster, y se ha identificado mediante 

secuenciaciôn parcial como el homôlogo en el hâmster de la quinona reductasa 2  (QR2) de 

humanos, presentando una elevada identidad entre ambas, 57 aminoâcidos son idénticos 

de los 71 de los que consta esta enzima. Numerosos indicios sostienen esta hipôtesis. El 

primero de ellos es que el sitio de uniôn denominado MT3 muestra siempre cinéticas de 

asociaciôn y disociaciôn muy râpidas (Molinari et al., 1996; Paul et al., 1999), y su 

caracterizaciôn farmacolôgica mediante técnicas clâsicas asi lo sugiere. En segundo lugar, 

tanto MT3 como QR2 presentan propiedades hidrofôbicas peculiares, no comportândose 

como genuinas protefnas de membrana. El MT3 se puede separar de las membranas del 

rihôn del hâmster en ausencia de detergente, recuperândose la misma cantidad en el 

sobrenadante que en el precipitado tras la ultracentrifugaciôn (Nosjean et al., 2000). En 

tercer lugar, durante la purificaciôn se aprecia una buena correlaciôn entre la capacidad de 

uniôn de [‘'^^lj-5-MCA-NAT (ligando del MT3) y la reducciôn enzimâtica de la menadiona 

(sustrato de la OR2). Por ultimo, se ha purificado QR2 utilizando un ligando tipico del 

receptor MT3, el 5-MCA-NAT, que présenta una muy reducida similitud estructural con los 

sustratos o inhibidores conocidos de la QR2. A pesar de todos estos indicios, se requiere la 

obtenciôn de datos moleculares adicionales que demuestren la identidad entre MT3 y QR2. 

En este sentido, tras la transfecciôn del gen QR2 a células CHO, estas células expresan el 

sitio de uniôn MT3, lo que conduce a una identificaciôn sin duda posible de MT3 como el 

homôlogo en hâmster de QR2 humano (Nosjean et al., 2000).
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A fin de establecer posibles relaciones cruzadas interesantes, séria de gran utilidad 
comparar las propiedades de los ligandos MT3 (5-MCA-NAT, NAS, melatonina y 826533) 

con los ligandos melatoninérgicos especificos de receptores MTi y MT2 (luzindol, serotonina 

y triptamina), asi como con los compuestos QR-activos (menadiona, BNAH, dicumarol y 

estradiol) entre MT3/QR2 de hâmster y la QR2 de humanos. En este sentido, en el ùnico 

estudio que se ha realizado, la uniôn de f^®l]-5-MCA-NAT y los datos de actividad 

enzimâtica QR2 se corresponden, y los compuestos evaluados muestran afinidades 

relativas similares a MT3/QR2 del hâmster y a la QR2 de humanos (Nosjean et al., 2001).

En el tejido renal de la tenca, los ôrdenes de afinidad obtenidos en la caracterizaciôn 

farmacolôgica son muy similares a los descritos para el rihôn del hâmster. Por otro lado, los 

estudios cinéticos muestran unas cinéticas de asociaciôn y disociaciôn extremadamente 

râpidas. Por estos motivos, asi como por el hecho de que en el rihôn del hâmster se ha 

descrito la presencia de sitios de uniôn del tipo M T 3 , clonados como Q R 2 , creemos que en el 

rihôn de la tenca podria existir una poblaciôn de sitios de uniôn descritos como M T 3 , que se 

corresponderfan posiblemente con el homôlogo de la quinona reductasa QR2. Por tanto, 

ademâs de los receptores de melatonina acoplados a protefnas G (M T i y M T 2 ), y la 
AA-NAT, nos encontrariamos ante un cuarto tipo de estructura molecular involucrada en el 

control de algunas de las funciones reguladas por la melatonina, como podria ser, por 

ejemplo la osmorregulaciôn, como hemos sugerido en la présente Memoria.

Otra posible explicaciôn a los resultados que hemos obtenido podria ser la 

coexistencia en este tejido, y posiblemente también en otros tejidos periféricos (branquias y 

tracto gastrointestinal), de receptores y enzimas del tipo QR2, ya que a partir del estudio del 

efecto del GTP sobre la uniôn de 2-f^^lj-Mel se deduce la existencia en el rihôn de 

receptores acoplados a protefnas G con caracteristicas diferentes a las que presentan los 

receptores caracterizados tanto en los tejidos centrales como en el corazôn de este 

teleôsteo. La caracterizaciôn farmacolôgica obtenida en la présente Memoria también 

apoyaria esta posibilidad, con lo que no podemos excluir la existencia de un auténtico 

receptor.

Una ùltima hipôtesis que también explicaria las caracteristicas tan especiales de los 

sitios de uniôn présentes en el rihôn de la tenca, es que la enzima QR2 de esta especie de 

teleôsteo puede estar interactuando con otra proteina que una GTP y sus anâlogos, es 

decir, algùn tipo de proteina G no acoplada a receptor de membrana. En este sentido, se ha 

descrito que otra enzima de la misma familia, la NADH:Ubiquinona oxidorreductasa del 

Complejo I mitocondrial, interacciona especificamente con una proteina G, que ademâs 

tiene una funciôn reguladora del complejo (Hedge, 1998). Esta analogia podria extenderse 

al sitio de uniôn del rihôn de la tenca (M T 3 ). La clonaciôn de estos sitios de uniôn permitirâ
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aclarar estas cuestiones y definitivamente confirmar o rechazar la hipôtesis de la existencia 
de un nuevo subtipo de receptor denominado MT3 en determinados tejidos periféricos.



VI. CONCLUSIONES
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1. Por primera vez se demuestra la existencia y se describe la distribuciôn de sitios de 
uniôn de melatonina en el teleôsteo Tinca tinca. La tenca posee una elevada 

densidad de receptores en tejidos oculares (retina neural, epitelio pigmentado e iris) 

y en un ârea del sistema nervioso central Implicada en la integraciôn visual, el techo 

ôptico. Esta distribuciôn apoya el papel clave que ejerce la melatonina en la 

regulaciôn de las funciones visuales y su integraciôn. El corazôn, las branquias, el 

rihôn y el tracto digestivo anterior muestran, entre los tejidos periféricos no neurales, 

la mayor densidad de sitios de uniôn de melatonina en esta especie.

2. Las curvas de saturaciôn y el anâlisis de Scatchard revelan la existencia de un tipo 

homogéneo de sitio de uniôn de 2-f^®l]-Melatonina de alta afinidad en la retina 

neural, el techo ôptico y el corazôn. En dichos sitios de uniôn el ligando se une de 

forma astable, saturable, reversible y especifica, por lo que se cumplen los criterios 

requeridos para ser considerados verdaderos receptores.

3. Basândonos en la clasificaciôn propuesta para los mamiferos, la caracterizaciôn 
farmacolôgica de los receptores en la retina neural, el techo ôptico y el corazôn 

indica claramente que la poblaciôn de receptores présentes en estos tejidos de la 

tenca pertenecen a una misma familia, la de los receptores de melatonina de alta 

afinidad, denominados MTi.

4. El sitio de uniôn para melatonina caracterizado en el rihôn de la tenca muestra una 

baja afinidad por el ligando, significativamente inferior a la encontrada en los 

restantes tejidos estudiados. Ademâs, su farmacologla es bastante mâs prôxima al 

sitio de uniôn de baja afinidad, denominado M T 3 , propuesto para el rihôn del 

hâmster. Por tanto, sugerimos que en el rihôn de la tenca nos encontramos ante un 

sitio de uniôn de melatonina diferente, que muestra todos los indicios cinéticos y 

farmacolôgicos del subtipo de receptor M T 3 .

5. El hecho de que los sitios de uniôn de 2-[^^®l]-Melatonina en todos los tejidos 

investigados en la tenca sean sensibles al sodio y a los anâlogos del GTP, nos 

permite proponer que, muy probablemente, estamos ante receptores de membrana 

acoplados a protefnas G, y en concrete de los sutipos G i/o. La potencia inhibitoria 

variable del GTPyS dependiendo del tejido, sugiriere la existencia de diferencias 

cuantitativas y/o cualitativas en el contenido de proteinas G de los distintos tejidos 

diana para la melatonina.
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6. La densidad de los receptores de melatonina, pero no la afinidad, muestra una clara

ritmicidad tanto diaria como estacional, siendo el otoho y el invierno las estaciones 

en que existe una évidente ritmicidad dîa/noche. En todos los casos, el patrôn 

ritmico diario es similar, con la acrofase situada durante la fotofase. Las densidades 

médias de receptores también se modifican significativamente a lo largo del ciclo 

anual, encontrando en algunos casos una correlaciôn con la ritmicidad diaria de 

melatonina, que podria sugerir, una autorregulaciôn de los receptores por su ligando 
endôgeno.

7. La intensidad luminosa recibida durante la fotofase détermina la densidad de los 

receptores de melatonina en la retina y el techo ôptico de la tenca, produciendo la 

intensidad de luz elevada (1300 lux) un aumento significativo de la cantidad de 

receptores durante la fotofase. Sin embargo los receptores durante la fase oscura 

del fotociclo diario no parecen verse afectados de forma clara por la aplicaciôn de
pulsos de luz (1 hora) de intensidad variable en mitad de la escotofase.

8. La dinàmica de la interacciôn del radioligando con el receptor es un proceso muy

termosensible en la retina y el techo ôptico de la tenca. Las tasas de asociaciôn y 

disociaciôn se aceleran notablemente con la temperatura del ensayo, y la constancia 

térmica de la Kd de los receptores en estos tejidos indica que este efecto de la 

temperatura es compensado de forma précisa. Estos resultados nos permiten 

proponer que la temperatura en la tenca es un factor clave en la regulaciôn de la 
transducciôn de la sehal diaria y estacional de la melatonina.
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