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b) Efecto de la melatonina en la ritmicidad de la expresión de genes reloj. 
Los resultados obtenidos se muestran en forma de gráficas, que representan la 

expresión relativa en función del tiempo circadiano (CT, siendo CT0 la hora de 

encendido de las luces en los días previos al inicio del procedimiento experimental) y 

en forma de tablas, que incluyen los parámetros de ajuste a una función sinusoidal 

(amplitud y la acrofase) de los ritmos diarios de expresión para cada gen.  

En las Figuras 4.9 y 4.10 se muestran los niveles diarios de expresión relativa de 

los genes per1a, per2a, per3 y cry3 en telencéfalo y techo óptico, respectivamente, de 

los carpines inyectados con solución salina o MEL (5 µg/g) a las 21:00 h. No se 

observa ritmicidad significativa en la expresión de los genes reloj analizados en los 

peces inyectados con salino, aunque per1a exhibe algunas diferencias entre puntos de 

muestreo, siendo los valores más altos en CT2 en ambas localizaciones encefálicas. 

Sin embargo, los peces tratados con MEL presentan ritmos significativos en la 

expresión de los genes per1a y per3 en telencéfalo y techo óptico, y de cry3 en el 

telencéfalo. Todos los genes cuya expresión muestra ritmicidad diaria significativa 

tienen los niveles máximos durante el día subjetivo (acrofases en torno a CT8), y 

amplitudes de magnitudes similares (entre 1 y 4) (Figuras 4.9 y 4.10, Tabla 4.2). 

 

Tabla 4.2. Parámetros que definen las funciones sinusoidales teóricas del análisis 
cosinor a las que se ajustan las variaciones diarias de la expresión de genes reloj en el 
telencéfalo y el techo óptico de Carassius auratus.  

 
Los datos se representan como estimación ± error estándar de cada parámetro 
sinusoidal. La amplitud se expresa en unidades de expresión relativa (ur). La acrofase 
se expresa en tiempo circadiano (horas, h). El intervalo de confianza al 99% se indica 
entre corchetes. Solo se muestran los parámetros de los ritmos que resultaron ser 
significativos (test de amplitud cero significativo, p<0,005).  

 
 

Amplitud      
(ur) 

Acrofase     
(h) 

1,25 ± 0,43 
[2,43/0,07] 7,58 ± 1,1 

1,07 ± 0,29  
[1,86/0,27] 7,79 ± 0,86 

3,04 ± 1,01   
[5,82/0,25] 

8,83 ± 1,12 

GEN 

1,7 ± 0,46  
[2,98/0,42] 

6,84 ± 0,96 

4,33 ± 1,46 
[8,38/0,29] 

8,53 ± 1,1 per1a 

per3 

cry3 

TELENCÉFALO TECHO ÓPTICO 

Amplitud      
(ur) 

Acrofase     
(h) 
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La expresión de per1a en telencéfalo y techo óptico muestra una interacción 

positiva entre los factores hora del día y tratamiento. Además, el tratamiento con MEL 

retrasa el máximo de expresión diaria respecto a los peces controles inyectados con 

salino (CT2), sin modificar los valores máximos de expresión génica relativa (Figura 

4.9, Tabla 4.2). No se observan variaciones diarias en la expresión de per2a ni en el 

telencéfalo ni en el techo óptico en ninguno de los dos grupos de peces, controles e 

inyectados con MEL (Figuras 4.9 y 4.10). Sin embargo, encontramos un efecto del 

tratamiento (p<0,05) en la expresión telencefálica de per2a (Figura 4.9) y un efecto 

dependiente de la hora del día (p<0,05) en el techo óptico (Figura 4.10). En la 

expresión del gen per3 en el telencéfalo influye la hora del día (p<0,05) y, ambas 

variables, hora del día y tratamiento, en el techo óptico (p<0,05) (Figuras 4.9 y 4.10). 

 
Figura 4.9. Expresión relativa de los genes reloj per1a, per2a, per3 y cry3 en el 
telencéfalo de carpines inyectados con solución salina (control, 10 µl/g) o melatonina 
(5 µg/g) a las 21:00 h. Los datos se expresan como la media ± e.e.m. y se analizaron 
mediante ANOVA de dos vías considerando las variables hora del día (¤: p<0,05) y 
tratamiento (#: p<0,05). §: p<0,05 para la interacción de los dos factores. Diferentes 
letras indican diferencias significativas (p<0,05). Las líneas rojas muestran las 
funciones sinusoidales periódicas ajustadas a un ritmo para el grupo tratado con 
melatonina cuando el análisis cosinor es significativo (p<0,005). 
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Figura 4.10. Expresión relativa de los genes reloj per1a, per2a, per3 y cry3 en el techo 
óptico de carpines inyectados con solución salina (control, 10 µl/g) o melatonina (5 
µg/g) a las 21:00 h. Los datos se expresan como la media ± e.e.m. y se analizaron 
mediante ANOVA de dos vías considerando las variables hora del día (¤: p<0,05) y 
tratamiento (#: p<0,05). §: p<0,05 para la interacción de los dos factores. Diferentes 
letras indican diferencias significativas (p<0,05). Las líneas rojas muestran las 
funciones sinusoidales periódicas ajustadas a un ritmo para el grupo tratado con 
melatonina cuando el análisis cosinor es significativo (p<0,005). 

 

 

c) Efecto de la melatonina en el sistema monoaminérgico. 
La evolución diaria de los sistemas dopaminérgico (DA, L-DOPA y DOPAC), 

serotoninérgico (5-HT y 5-HIAA) y adrenérgico (adrenalina y noradrenalina) en 

telencéfalo y techo óptico de carpines inyectados con solución salina o MEL (5 µg/g) 

aparece representada en las Figuras 4.11-4.12 (telencéfalo) y 4.13-4.14 (techo óptico). 
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En el telencéfalo no se observan, en general, diferencias significativas en el 

sistema de neurotransmisión monoaminérgico entre distintos puntos de muestreo a lo 

largo de las 24 h, con contenidos en monoaminas muy similares en los peces control y 

tratados con MEL. Se observa una ritmicidad diaria significativa de baja amplitud en el 

cociente DOPAC/DA en los peces tratados con MEL (Figura 4.11). Los carpines 

inyectados con salino presentan variaciones rítmicas diarias de 5-HT en el telencéfalo, 

con valores más elevados durante la fase diurna subjetiva, que no se observan en los 

peces inyectados con MEL (Figura 4.12). La hora del día influye significativamente en 

los niveles de DOPAC (p<0,05) (Figura 4.11).  

En el techo óptico encontramos contenidos de monoaminas muy similares a los 

cuantificados en el telencéfalo, excepto para la NA, la DA y el sistema serotoninérgico, 

cuyos valores son aproximadamente la mitad. Cabe destacar la existencia de un ritmo 

significativo en el contenido de DA, que se produce tanto en los peces control como en 

los inyectados con MEL (Figura 4.13), con valores más elevados durante la fotofase 

subjetiva, y perfiles sinusoidales muy similares en ambos grupos, como demuestran 

los valores de amplitudes y acrofases de estos ritmos (Tabla 4.3). Ni el DOPAC ni la L-

DOPA muestran ritmicidad, si bien el contenido de L-DOPA en los peces tratados con 

MEL fluctuó significativamente a lo largo del día, con un perfil similar al de DA, y 

contenido elevado también durante la fotofase subjetiva, en CT8. La A y NA mantienen 

perfiles muy similares en los peces control y tratados con MEL sin diferencias 

significativas a lo largo de las 24 horas. El contenido de 5-HT en el techo óptico, al 

igual que en el telencéfalo, mostró perfiles rítmicos diarios que resultaron ser 

estadísticamente significativos en los peces inyectados con MEL, pero no en los 

controles (Figura 4.14). La amplitud del ritmo es ligeramente inferior a la del 

telencéfalo, y la acrofase está ligeramente adelantada respecto a la observada para el 

ritmo de 5-HT en el telencéfalo de los peces controles (Tabla 4.3). El análisis 

estadístico de la influencia de las variables confirma que la hora del día influye en los 

contenidos de DA, L-DOPA, 5-HT y 5-HIAA en techo óptico (Figuras 4.13 y 4.14). 
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Tabla 4.3. Parámetros que definen las funciones sinusoidales teóricas del análisis 
cosinor a las que se ajustan las variaciones diarias de la cantidad de monoaminas en 
el telencéfalo y el techo óptico de Carassius auratus. 
 

 
Los datos se representan como estimación ± error estándar de cada parámetro 
sinusoidal. La amplitud se expresa en unidades de expresión relativa (ur). La acrofase 
se expresa en tiempo circadiano (horas, h). El intervalo de confianza al 99% se indica 
entre corchetes. Solo se muestran los parámetros de los ritmos que resultaron ser 
significativos (test de amplitud cero significativo, p<0,005). 
 
 

Finalmente, cabe indicar que todos los ritmos de monoaminas observados en 

ambas regiones encefálicas muestran una conservación de fase entre sí y respecto a 

los observados en la expresión de genes reloj (acrofases en torno a CT8), con 

excepción del cociente DOPAC/DA telencefálico, que está adelantado (acrofase en 

torno a CT2), aunque sigue situado en la fotofase subjetiva. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Amplitud      
(ur) 

Acrofase     
(h) 

7,71 ± 0,96 

Amplitud      
(ur) 

Acrofase     
(h) 

2,89 ± 1,03 
[5,76/0,02] 8,37 ± 1,19 

1,52 ± 0,51  
[3/1,9] 1,78 ± 1,43 

0,79 ± 0,24  
[1,46/0,12] 7,37 ± 1,00 

0,91 ± 0,27 
[1,66/0,16] 

DOPAC 

DA (SAL) 

DA (MEL) 

TELENCÉFALO TECHO ÓPTICO 

1,49 ± 0,62  
[2,54/0,43] 6,91 ± 1,45 

DOPAC/DA 

5-HT (SAL) 

5-HT (MEL) 

MONOAMINA 
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Figura 4.11. Concentración de L-DOPA, DA, DOPAC, cociente DOPAC/DA, NA y A en 
el telencéfalo de carpines inyectados con solución salina (control, 10 µl/g) o 
melatonina (5 µg/g) a las 21:00 h. Los datos se expresan como la media ± e.e.m. y se 
analizaron mediante ANOVA de dos vías considerando las variables hora del día      
(¤: p<0,05) y tratamiento. Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05) 
entre horas del día. La línea roja muestra la función sinusoidal periódica ajustada a un 
ritmo para el grupo tratado con melatonina cuando el análisis cosinor es significativo 
(p<0,005). 
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Figura 4.12. Concentración de 5-HT, 5-HIAA y cociente 5-HIAA/5-HT en el telencéfalo 
de carpines inyectados con solución salina (control, 10 µl/g) o melatonina (5 µg/g) a las 
21:00 h. Los datos se expresan como la media ± e.e.m. La línea azul muestra la 
función sinusoidal periódica ajustada a un ritmo para el grupo control cuando el 
análisis cosinor es significativo (p<0,005). 
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Figura 4.13. Concentración de L-DOPA, DA, DOPAC, cociente DOPAC/DA, NA y A en 
el techo óptico de carpines inyectados con solución salina (control, 10 µl/g) o 
melatonina (5 µg/g) a las 21:00 h. Los datos se expresan como la media ± e.e.m. y se 
analizaron mediante ANOVA de dos vías considerando las variables hora del día       
(¤: p<0,05) y tratamiento. Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05) 
entre horas del día. Las líneas azul y roja muestran las funciones sinusoidales 
periódicas ajustadas a un ritmo para el grupo control y el tratado con melatonina, 
respectivamente, cuando el análisis cosinor es significativo (p<0,005).  
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Figura 4.14. Concentración de 5-HT, 5-HIAA y cociente 5-HIAA/5-HT en el techo 
óptico de carpines inyectados con solución salina (control, 10 µl/g) o melatonina (5 
µg/g) a las 21:00 h. Los datos se expresan como la media ± e.e.m. y se analizaron 
mediante ANOVA de dos vías considerando las variables hora del día (¤: p<0,05) y 
tratamiento. La línea roja muestra la función sinusoidal periódica ajustada a un ritmo 
para el grupo tratado con melatonina cuando el análisis cosinor es significativo 
(p<0,005). 
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IV.4. DISCUSIÓN. 
Nuestros resultados revelan, por primera vez en los peces, que la MEL exógena 

sincroniza la actividad locomotora en ausencia de los zeitgebers ciclo luz/oscuridad y 

horario de alimentación cuando es inyectada durante la escotofase subjetiva. En la 

actualidad se acepta que la secreción nocturna de MEL en los vertebrados es una 

señal de salida utilizada por el sistema circadiano, cuyo perfil diario puede ser utilizado 

como señal sincronizadora endógena en la organización temporal circadiana y 

estacional. En relación con los efectos producidos por la MEL exógena existen 

numerosos estudios que le adjudican múltiples funciones, siendo los efectos 

cronobióticos los más demostrados en numerosas especies de vertebrados, incluidos 

los humanos. 

 La actividad locomotora es un parámetro comportamental idóneo para el 

estudio de estas acciones cronobióticas de la MEL, por lo que se ha utilizado como 

herramienta de estudio en la mayoría de los trabajos realizados en mamíferos y aves. 

El carpín es un teleósteo que muestra una marcada ritmicidad de sus patrones de 

actividad locomotora, sobre los que resulta sencillo analizar las respuestas a la 

exposición a distintos agentes sincronizadores, como el ciclo luz/oscuridad, ciclos de 

temperatura o el patrón de alimentación (Aranda et al., 2001; Madrid et al., 2001; 

Sánchez-Vázquez et al., 1997). En condiciones de fotoperiodo 12L:12D y horario de 

alimentación fijo (como las utilizadas en las fases A y G de nuestro estudio), los 

carpines exhiben un claro patrón diurno de actividad locomotora, con un ritmo de 24 h 

(Iigo et al., 1994; Sánchez-Vázquez et al., 1996; Azpeleta et al., 2010; presentes 

resultados). Esta sincronización al ambiente es un punto de partida adecuado para el 

desarrollo de nuestro diseño experimental, en el que la retirada de los zeitgebers ciclo 

luz/oscuridad y horario de alimentación (condiciones 24L y alimentación aleatoria) 

induce la pérdida de esta ritmicidad generando una respuesta comportamental de 

curso libre. Estos resultados confirman la gran potencia del ciclo luz/oscuridad y de la 

alimentación como zeitgebers en la sincronización del sistema circadiano en general, y 

de la actividad locomotora en particular en el carpín, tal y como se ha demostrado en 

otras especies de teleósteos (Sánchez y Sánchez-Vázquez, 2009; Kasai y Kiyohara, 

2010). 

 El papel sincronizador de la MEL ha sido abordado extensamente en los 

mamíferos, donde se realizó el primer estudio demostrando que la administración de la 

hormona sincroniza los ritmos de actividad en condiciones de curso libre en la rata 

(Redman et al., 1983), siendo numerosos los estudios posteriores realizados en 

roedores (Cassone y Natesan, 1997; Pévet y Challet, 2011) y otros mamíferos, 

incluidos primates no humanos (Masuda y Zhdanova, 2010) y humanos (Arendt y 
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Skene, 2005). En las aves, el papel de la MEL como sincronizador también ha sido 

estudiado extensamente. La administración exógena de la hormona por distintas vías 

sincroniza los ritmos circadianos de actividad locomotora en paseriformes arrítimicas 

intactas (Hau y Gwinner, 1994, 1995; Abraham et al., 2000) y pinealectomizadas 

(Gwiner y Benzinger, 1978; Chabot y Menaker, 1992; Heigl y Gwinner, 1995), lo que 

ha conducido a la aceptación de que la MEL es una entrada al sistema circadiano de 

las aves que permite la organización y estabilización del funcionamiento del reloj 

biológico.  

  En los vertebrados poiquilotermos el número de estudios realizados es mucho 

menor, existiendo algunos trabajos en reptiles que confirman este papel de la MEL 

exógena como sincronizador de la ritmicidad de la actividad locomotora en Sceloporus 

occidentalis intactos (Underwood y Harless, 1985) y pinealectomizados (Hyde y 

Underwood, 1995), en Podarcis sicula (Foa et al., 1992), y en Anolis carolinensis 

(Hyde y Underwood, 2000). En invertebrados sólo encontramos un estudio en el que 

se sugiere una función de la MEL exógena como regulador circadiano en los insectos 

(Yamano et al., 2001). 

 En los peces, aunque existe abundante información previa tanto relacionada 

con la MEL (síntesis, funciones y ritmicidad) como con la ritmicidad diaria de actividad 

locomotora (Sánchez-Vázquez et al., 1996; Migaud et al., 2007; Zhdanova et al., 2008; 

Falcón et al., 2010), aun no se ha investigado el posible papel sincronizador de esta 

neurohormona en la actividad locomotora de estos vertebrados. La glándula pineal se 

ha relacionado con los ritmos de actividad locomotora en algunas especies de peces, 

de forma que la pinealectomía elimina el ritmo ultradiano de actividad en Couesius 

plumbeus (Kavaliers, 1980a) y altera el patrón de actividad en Catostomus 

commersoni (Kavaliers, 1980b), pero no modifica el ritmo de 24 h en condiciones de 

12L:12D en Silurus asotus (Tabata et al., 1988), ni modula la actividad de boqueo ni su 

mecanismo de resincronización en Clarias batrachus (Yadu y Shedpure, 2002a, 

2002b). En el carpín no existen estudios previos sobre los efectos de la pinealectomía 

en la actividad locomotora, pero en nuestro diseño experimental es previsible que no 

exista una producción endógena de MEL, ya que la exposición a 24L anula el ritmo 

diario circulante de esta hormona en esta especie (Iigo et al., 1995). En estas 

condiciones de ausencia de zeitgebers (y posiblemente de ritmicidad de MEL 

endógena) encontramos una pérdida de ritmicidad en la actividad locomotora, que se 

recupera con la administración diaria de 1 y 5 µg/g de MEL. Estos resultados indican 

que la MEL exógena sincroniza el ritmo de actividad en los carpines en condiciones de 

curso libre, y concuerdan con la hipótesis de que el ritmo circadiano de MEL 

proporciona una señal sincronizadora interna, que puede estar afectando a uno o 
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varios osciladores sin identificar hasta el momento, y con los que la actividad 

locomotora hipotéticamente se encontraría acoplada. 

 Es importante diferenciar entre una sincronización del reloj biológico y un 

posible efecto de enmascaramiento de la MEL en la expresión del ritmo de actividad. 

En el presente estudio, el hecho de que el efecto sincronizador sólo se observe 

cuando la MEL se administra al inicio de la noche subjetiva (pero no al inicio del día) y 

la permanencia del efecto de la hormona varios días después de la retirada de las 

inyecciones descartarían la posibilidad de estar ante un fenómeno de 

enmascaramiento. La importancia de la hora de administración de MEL se conoce 

desde hace años por estudios pioneros de Tamarkin y colaboradores (1976) en los 

que una inyección subcutánea de MEL era suficiente para inducir una respuesta 

gonadal característica de días cortos en hámsteres aclimatados a días largos, sólo si 

se administraba al final de la fase luminosa o en una ventana estrecha durante la 

noche, pero no en otras horas del día. En nuestro estudio, la sincronización de la 

actividad locomotora por MEL y la recuperación del patrón de actividad, se observan 

únicamente cuando la administración de la hormona coincide con el momento del 

aumento endógeno de MEL circulante (Iigo et al., 1994). Nuestros resultados 

cumplirían el requisito de Aschoff (1965) para poder proponer una verdadera 

sincronización por un estímulo, en el sentido de que el reloj biológico debe mostrar una 

sensibilidad dependiente de la hora del día ante un potencial agente estimulador, y 

coinciden con lo descrito en mamíferos en general, y también en primates y humanos 

(Lewy et al., 2005; Masuda y Zhdanova, 2010), pero no en algunas especies de aves 

diurnas, en las que la MEL sincroniza los ritmos de actividad locomotora 

independientemente del momento del fotociclo en que se administre (Abraham et al., 

2000).  

 Por tanto, a partir de nuestros resultados, proponemos que la MEL endógena 

puede estar funcionando como un zeitgeber interno en el carpín, como se ha sugerido 

en otros vertebrados, y que la MEL administrada de forma exógena puede actuar 

como un agente cronobiótico. Inicialmente los efectos cronobióticos de la MEL se 

describieron en mamíferos reproductores estacionales, principalmente el hámster y la 

oveja, en los que tratamientos con MEL durante semanas equiparaban los efectos de 

la exposición a fotoperiodos artificiales en la inducción o supresión de la competencia 

reproductora estacional (Reiter, 1973). Las numerosas evidencias científicas obtenidas 

en las últimas décadas en distintas especies, incluidos los humanos, han determinado 

que en la actualidad la MEL se utilice como fármaco para restaurar una ritmicidad 

circadiana alterada (Arendt y Skene, 2005). Además de la actividad locomotora 

general, en aves se ha propuesto que la administración de MEL también puede alterar 
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la actividad motora relacionada con la ingestión de alimento, con resultados variables 

(Beldhuis et al., 1988; Lumineau et al., 2002); sin embargo, en teleósteos, como la 

trucha arco iris, la pinealectomía no afecta a los ritmos de alimentación por 

autodemanda (Sánchez-Vázquez et al., 2000). 

Aparte del efecto sincronizador, la MEL tiene un efecto agudo directo reduciendo 

la actividad locomotora espontánea en representantes de todas las clases de 

vertebrados estudiadas, peces (Zhdanova, 2001; López-Olmeda et al., 2006a; 

Azpeleta et al., 2010), aves (Heigl y Gwinner, 1995; Murakami et al., 2001), y 

mamíferos (Chuang y Lin, 1994; Zhdanova et al., 1998; Arendt y Skene, 2005), de 

forma que se puede afirmar que esta neurohormona deprime la actividad locomotora 

mostrando un cierto efecto inductor del sueño. En el presente estudio también 

observamos un descenso de la actividad en las horas posteriores a la administración 

de la hormona, tratándose de un efecto dependiente de la dosis, con una reducción de 

la actividad locomotora más prolongada al aumentar la dosis de MEL. Resultados 

previos en el carpín, coincidentes con los presentes, demuestran que una única 

inyección de MEL es suficiente para generar este efecto agudo sobre la actividad 

(Azpeleta et al., 2010; López-Olmeda et al., 2006a). Por tanto, cabe plantearse una 

posible interferencia entre estas dos acciones de la MEL, un efecto circadiano 

sincronizador, y el efecto agudo reduciendo la actividad. No obstante, en nuestro 

estudio se observa que tras finalizar el periodo de inyecciones de MEL el efecto agudo 

desaparece de inmediato, mientras que el patrón de actividad inducido se mantiene 

durante algunos días, pudiendo diferenciar claramente estos dos efectos que, muy 

probablemente, estén mediados por distintos mecanismos. 

 Ante la cuestión de cuáles son los mecanismos de acción que median estos 

efectos de la MEL, la primera dificultad en la respuesta surge de la propia naturaleza 

lipófila de la molécula, que permite su difusión rápida por todo el organismo, pudiendo 

alcanzar prácticamente todas las células. Algunos estudios en homeotermos sugieren 

que el efecto agudo de la hormona reduciendo la actividad e induciendo el sueño está 

asociado a un efecto reductor de la temperatura corporal y/o un incremento de la 

temperatura cutánea, implicando al sistema cardiovascular y/o centros 

termorreguladores (Hughes y Badia, 1997); sin embargo otros trabajos apoyan una 

independencia de los efectos de la MEL sobre centros encefálicos vinculados a la 

termorregulación y centros relacionados con el sueño (Zhdanova, 2005). En los 

poiquilotermos no existen estudios previos que investiguen los mecanismos 

subyacentes a estos efectos de la MEL. El hecho de que el efecto de la MEL 

sincronizando el ritmo de actividad en el carpín sea dependiente de la dosis (presentes 

resultados), sugiere que estaría mediado por receptores específicos. En este sentido, 
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varios estudios en peces han descrito la existencia de receptores para MEL tanto en 

localizaciones centrales (López-Patiño et al., 2008; Iigo et al., 1997, 2003) como 

periféricas (López-Patiño et al., 2012), que podrían estar mediando los efectos agudos 

de la MEL, si bien las dosis suprafisiológicas utilizadas en el carpín, al igual que en 

mamíferos (Slotten et al., 2000), pueden sugerir la implicación de otros mecanismos 

neurales adicionales a la activación de receptores específicos.  

Numerosos estudios realizados con distintos enfoques experimentales han 

evidenciado que los efectos cronobióticos de la MEL exógena en los mamíferos se 

producen a través de una acción directa a nivel del reloj principal, que en estos 

vertebrados es el NSQ hipotalámico. Desde hace más de una década se conocen dos 

efectos distintos de la MEL en el NSQ, un efecto inhibidor agudo sobre su tasa de 

disparo neuronal, y un efecto de cambio de fase en su ritmo de actividad eléctrica (Liu 

et al., 1997), implicando distintos mecanismos celulares en ambos casos (Pévet y 

Challet, 2011). El NSQ de los mamíferos posee receptores de MEL de alta afinidad 

(Hunt et al., 2001), y en algunas especies se ha descrito la existencia de una ventana 

de sensibilidad a la MEL exógena durante el crepúsculo, datos que refuerzan la 

propuesta de que la MEL puede estar actuando como una entrada al sistema 

circadiano de los mamíferos a través de su reloj principal. La organización circadiana 

de los peces, como ya se ha indicado previamente en esta Memoria, no posee esta 

jerarquía de relojes, sino que es un sistema formado por múltiples osciladores situados 

a nivel central y periférico con una fuerte interconexión funcional entre ellos (Cahill, 

2002; Falcón et al., 2010; Feliciano et al., 2011), de modo que no es posible asimilar 

un nivel equivalente al NSQ sobre el que pueda estar actuando la MEL exógena para 

generar una sincronización observable, al menos en términos de actividad locomotora. 

Por otro lado, en las aves se ha propuesto un mecanismo por el cual la MEL puede 

afectar tanto a la expresión del ritmo de actividad como al oscilador circadiano, a 

través de la regulación de la síntesis de 7-α-hidroxipregnenolona, factor clave en la 

inducción de actividad locomotora en aves diurnas (Tsutsui et al, 2008). En la 

actualidad se ignora si este neuroesteroide está implicado en la actividad locomotora 

en los peces. Desafortunadamente, a pesar del importante grado de conocimiento 

actual de las bases neurales de la locomoción en los vertebrados (Grillner et al., 2008), 

aún se desconoce cómo el sistema circadiano puede controlar los ritmos de actividad 

locomotora. 

Conociendo el efecto inhibidor del apetito descrito para la MEL en el carpín 

(Pinillos et al., 2001; López-Olmeda et al., 2006a), cabría esperar una cierta pérdida de 

peso tras el tratamiento con la hormona como consecuencia de su efecto en la 

movilización de reservas musculares y hepáticas (De Pedro et al., 2008). Sin embargo, 
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en nuestro estudio no se observan diferencias en la ganancia de peso corporal entre 

los distintos grupos experimentales. Esta aparente discrepancia puede justificarse 

además de por la menor dosis de MEL inyectada en el presente estudio, por las 

importantes diferencias entre diseños experimentales. Asimismo, debemos tener 

presente que junto al efecto sincronizador de la actividad locomotora puede haberse 

generado también sincronización de otros ritmos fisiológicos, vinculados a procesos 

digestivos/absortivos (Conde-Sieira et al., 2012b), de forma que la posible reducción 

de ganancia de peso corporal inducida por MEL pueda verse compensada con una 

optimización metabólica lograda por la sincronización. Un razonamiento similar puede 

aplicarse en relación con los niveles de cortisol circulantes, que en determinadas 

condiciones experimentales se reducen por el tratamiento con MEL (Azpeleta et al., 

2010), pero que en el presente diseño experimental, en condiciones de curso libre, son 

muy similares en todos los grupos, mostrando apenas una ligera reducción (no 

significativa) en los peces inyectados con MEL a las 21:00 h. 

 

En el análisis de los mecanismos subyacentes al efecto sincronizador de la MEL 

en la actividad locomotora del carpín hemos investigado dos aspectos en el techo 

óptico y el telencéfalo del carpín, por un lado los ritmos de expresión de los genes 

reloj, núcleo central del funcionamiento de los relojes biológicos, y por otro la posible 

ritmicidad de la neurotransmisión monoaminérgica. En teleósteos, varios estudios 

señalan al techo óptico como componente del sistema circadiano, habiéndose descrito 

ritmos diarios en la expresión de genes reloj en esta región encefálica (Feliciano et al., 

2011), y altas densidades de sitios de unión a MEL en varias especies, incluyendo el 

carpín (López-Patiño et al., 2008; Herrera-Pérez, 2009; Ikegami et al., 2009a). 

Además, se ha encontrado coexpresión del ARNm del gen clock y de receptores de 

MEL en el techo óptico de la trucha arco iris (Mazurais et al., 2000). Por todo ello, esta 

región encefálica es considerada un enlace funcional entre la percepción de la 

información visual y la integración de la información fotoperiódica vía MEL. En el 

presente estudio se utilizó también el telencéfalo, teniendo presente la equivalencia de 

los núcleos telencefálicos de los teleósteos con el estriado de los mamíferos (Davis y 

Kassel, 1983; Wullimann y Rink, 2002), siendo además un área relacionada, entre 

otras funciones, con la actividad locomotora en estos vertebrados (Lerner y Kreitzer, 

2011). En el telencéfalo de peces, además, se ha descrito la existencia de sitios de 

unión de alta afinidad para MEL (López-Patiño et al., 2008).  

 En el diseño experimental realizado se obtuvo una respuesta comportamental 

muy similar a la observada en el primer diseño. En condiciones 12L:12D y horario fijo 

de alimentación, los peces muestran un patrón de actividad diurno, con un ritmo de 24 
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h (τ = 24 h), que desaparece al ser expuestos a condiciones de curso libre (24L y 

alimentación aleatoria). La inyección de MEL a las 21:00 h restaura el ritmo diario de 

actividad locomotora con un periodo de 24 h (τ = 24 h). Estos resultados confirman el 

papel de la MEL exógena en la sincronización del ritmo de actividad locomotora en el 

carpín en condiciones de curso libre.  

En carpines con patrones arrítmicos de actividad locomotora encontramos una 

ausencia de ritmicidad de la expresión de genes reloj en el techo óptico, resultados 

que confirman estudios previos de nuestro grupo en esta misma especie (Feliciano et 

al., 2011), y extienden esta respuesta también al telencéfalo. En el presente estudio, el 

tratamiento con MEL induce la aparición de un ritmo significativo en la expresión de 

per1a, per3 y cry3 en las áreas encefálicas estudiadas. La relación de fase encontrada 

entre el ritmo de actividad locomotora diurno y los ritmos diarios en la expresión de 

genes reloj, con acrofases en la fotofase subjetiva, sugiere una posible relación 

funcional entre ambas. No existen estudios previos en este sentido en los peces, pero 

en mamíferos también se ha demostrado esta relación de fase entre el ritmo de 

actividad locomotora y el patrón de expresión en el NSQ de los genes reloj 

pertenecientes a la familia period. Así, se han observado relaciones de fase entre per y 

el patrón de actividad en especies diurnas (Spermophilus y Arvicanthis), con acrofases 

de per1 y per2 durante el día subjetivo, coincidiendo con el periodo activo (Mrosovsky 

et al., 2001; Caldelas et al., 2003; Lambert et al., 2005). En cambio, en roedores 

nocturnos esas relaciones de fase son opuestas, como en el ratón, donde el mRNA de 

per1 en el NSQ se induce rápidamente por la luz en correlación con la actividad 

locomotora, y en la rata, cuyo ritmo de actividad también parece estar dirigido por los 

marcapasos que, en la corteza parietal y en el caudado-putamen, regulan la expresión 

de per1, per2 y bmal1 (Masubuchi et al., 2000). Por tanto, además del NSQ, cuya 

sincronización a la luz clásicamente ha estado asociada a incrementos de per1 y per2, 

otras áreas encefálicas también pueden estar implicadas (Shieh et al., 2005). 

 Nuestros resultados revelan, por primera vez en los peces, que la MEL 

exógena induce ritmicidad de per1a, per3 y cry3 en el telencéfalo, y de per1a y per3 en 

el techo óptico, sin modificar los valores medios de expresión relativa respecto a los 

peces controles, lo que permite descartar que los cambios observados en la expresión 

se atribuyan a alteraciones de la vida media y/o de la estabilidad de los ARNm 

inducidas por el tratamiento con MEL. Esta hormona es uno de los agentes 

reguladores de la expresión de genes reloj más estudiados, bien mediante 

aproximaciones endógenas (pinealectomías y uso de animales modificados 

genéticamente) o con la administración de MEL exógena (Masubuchi et al., 2000; Von 

Gall et al., 2002; Poirel et al., 2003; Imbesi et al., 2009). Una de las principales dianas 
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de los efectos de la MEL en la regulación de los genes reloj en los mamíferos es la 

pars tuberalis, considerada reloj periférico en su sistema circadiano, clave en la 

mediación de los efectos estacionales de la MEL y con una elevada densidad de 

receptores para esta hormona (Jilg et al., 2005; Von Gall et al., 2002). La deleción del 

gen que codifica para el receptor Mel1a en ratones produce una disminución del 

ARNm de cry1, clock, y bmal1 (Von Gall et al., 2005), en la pars tuberalis. La 

administración exógena de MEL al final del día subjetivo produce acciones opuestas 

en la expresión de per1 y cry1, disminuyendo el ARNm de per1 en la pars tuberalis del 

hámster (Messager et al., 2000), e induciendo el de cry1 en la rata (Dardente et al., 

2003). En otros vertebrados, únicamente existe información disponible en aves, donde 

no hay resultados claros de una implicación de la MEL en la expresión de genes reloj. 

En la codorniz japonesa (Coturnix coturnix japonica) la MEL exógena no modifica la 

expresión de per2, per3 y clock (Yasuo et al., 2002), y la pinealectomía del gorrión 

(Passer domesticus) tampoco altera la ritmicidad de per2 en el NSQ (Abraham et al., 

2003).  

 En el control de la expresión de los genes reloj, se acepta que los genes 

period, elementos negativos del oscilador circadiano, son la base de la sincronización 

por la luz, y nuestros resultados en el carpín apoyan la propuesta de que pueden ser la 

diana clave para el efecto cronobiótico de la MEL. Numerosos estudios en mamíferos 

revelan una relación funcional entre la MEL y la expresión de per1, con acrofases 

diurnas de este gen en la pars tuberalis de oveja y hámster tras el descenso de la MEL 

circulante, y una total ausencia tanto del mensajero como de la proteína en ratones 

genéticamente deficientes en MEL (Von Gall et al., 2002, 2005). Además, la expresión 

de per1 pierde su ritmicidad en el estriado y en la pars tuberalis del hámsteres y 

ratones pinealectomizados (Messager et al., 2001; Von Gall et al., 2002; Uz et al., 

2003), por lo que la importancia de este gen se extiende a distintas regiones del 

encéfalo, al igual que hemos encontrado en el carpín. En la actualidad desconocemos 

el mecanismo intracelular que regula la expresión de per1 por MEL, aunque en ratones 

se ha propuesto que la expresión rítmica de algunos genes hipofisarios, entre ellos 

per1, estaría regulada por un activador y un inhibidor del AMPc (Von Gall et al., 2002), 

proponiendo a la MEL como candidato a desempeñar el papel inhibidor. Esta acción 

podría llevarse a cabo a través de receptores MT1, tal y como se propone en el 

estriado de ratones (Imbesi et al., 2009). 

La expresión de per3, al igual que la de per1, también parece estar conducida 

por un oscilador circadiano, tanto en el carpín (Feliciano et al., 2011), como en el pez 

cebra, donde conserva la ritmicidad in vivo bajo condiciones de luz y oscuridad 

constantes tanto en tejidos centrales como periféricos (Kaneko et al., 2006), 



IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN   

 242 

habiéndose propuesto (junto a per1) como elemento clave en la sincronización al ciclo 

de luz/oscuridad (Pando et al., 2001; Vatine et al., 2011). Sin embargo, no hemos 

encontrado estudios previos relacionados con un posible efecto de la MEL en la 

expresión de este gen reloj. El hecho de que el ritmo de expresión de per3 inducido 

por MEL se encuentre en fase con el de per1 en telencéfalo y techo óptico del carpín 

(acrofases situadas entre 17 y 19 h tras la administración de MEL) resulta esperable, 

teniendo en cuenta que ambos genes (y cry3 también) forman parte del mismo bucle 

negativo de funcionamiento de los genes reloj. Además, la sincronización de sus 

ritmos de expresión con la inyección de MEL puede estar indicando la existencia de un 

reloj dependiente de esta hormona localizado en estas áreas encefálicas de este 

teleósteo. Por otro lado, que la expresión de genes reloj inducida por MEL esté en fase 

en el telencéfalo y el techo óptico sugiere que ambas estructuras encefálicas pueden 

actuar de forma coordinada en la generación de las salidas rítmicas del reloj, como por 

ejemplo la actividad locomotora. 

Las amplitudes de los ritmos de estos genes inducidos por el tratamiento con 

MEL son de un orden de magnitud similar entre sí, pero menor a las descritas 

previamente en otras especies de peces, y en el propio carpín, en presencia de los 

zeitgebers luz/oscuridad y horario de alimentación (Park et al., 2007; Davie et al., 

2009; Feliciano et al., 2011). Si bien es cierto que estamos ante diseños 

experimentales completamente distintos, la comparación de las amplitudes de los 

ritmos encontrados en el presente estudio con los generados, por ejemplo, en la 

sincronización por el horario de alimentación (Feliciano et al., 2011) puede estar 

indicando que el efecto de la MEL, en ausencia de información fotoperiódica, resulta 

menos potente que otros zeitgebers no fóticos, como el horario de alimentación. 

En relación a cry3 no se han encontrado estudios previos que analicen el efecto 

de la MEL sobre su ritmo de expresión en ningún vertebrado. Sin embargo, el 

paralelismo mostrado con per1a y per3 en el presente estudio, y su expresión rítmica a 

nivel central (Velarde et al., 2009a; Feliciano et al., 2011) y periférico inducida por la 

alimentación en el carpín (Feliciano et al., 2011) sugiere que cry3 actúa conjuntamente 

con per1a y per3 en la restauración de la ritmicidad. No obstante, su menor amplitud, 

tanto en techo óptico como en telencéfalo, puede estar indicando una menor robustez, 

y por tanto un papel más secundario, al menos en la sincronización por MEL. La 

expresión de per2, su sincronización y el inicio de su ritmicidad circadiana son 

estrictamente dependientes de la luz en el pez cebra (Cahill, 2002; Kaneko et al., 

2006; Vatine et al., 2009), y en el carpín (Feliciano et al., 2011), pero no es modificada 

por el tratamiento con MEL (presentes resultados), por lo que parece existir un 

desacoplamiento funcional con per1 y per3. De forma similar a nuestros resultados, la 
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administración de MEL tampoco modifica la expresión de per2 en la hipófisis de ratón 

(Von Gall et al., 2005). Finalmente, no podemos ignorar otros genes, no estudiados en 

el presente trabajo, que también interaccionan en la construcción de la oscilación 

rítmica circadiana. Por ejemplo, en mamíferos se ha propuesto como dianas 

potenciales para el efecto cronobiótico de la MEL a RORβ y REV-ERBα, que activan y 

reprimen, respectivamente, la expresión de bmal1 (Pévet y Challet, 2011), así como a 

otros receptores nucleares huérfanos relacionados (Agez et al., 2007). 

La regulación de la actividad locomotora se ha estudiado desde distintos 

enfoques en los mamíferos, identificando varios sistemas de neurotransmisores en sus 

fundamentos fisiológicos. Aún a pesar de que el conocimiento de los mecanismos 

neurales que controlan la actividad natatoria en los peces es mucho más limitado, 

parece que el sistema monoaminérgico también está implicado en el control e 

integración de su ritmicidad. De hecho, la distribución y organización de los sistemas 

dopaminérgico y serotoninergico en teleósteos parece ser similar a la descrita en los 

mamíferos, sugiriendo que las rutas monoaminérgicas implicadas en el control de la 

actividad locomotora en los mamíferos podrían también regular esta actividad en los 

teleósteos, tratándose, por tanto, de mecanismos muy conservados.  

 Los somas neuronales y fibras dopaminérgicas en los mamíferos están 

ampliamente distribuidos por todo el encéfalo (Meek, 1994). En los peces, aun siendo 

muy inferior el nivel de conocimiento de las vías neurales implicadas en el control 

motor, se ha sugerido que núcleos telencefálicos ventrales, alcanzados por aferencias 

dopaminérgicas procedentes del diencéfalo (Wullimann y Rink, 2002), pueden 

corresponderse con el estriado de los mamíferos, asumiendo su funcionalidad (Davis y 

Kassel, 1983; Wullimann y Rink, 2002). Estudios funcionales utilizando agonistas 

dopaminérgicos, como la apomorfina, incrementan la actividad locomotora en dos 

especies del género Oreochromis (Mok y Munro, 1998), tratándose de una acción 

específica bloqueada por la adición al agua de antagonistas dopaminérgicos. También 

se ha implicado a mecanismos dopaminérgicos en la acción estimuladora del GABA 

sobre la actividad locomotora de salmones (Oncorhynchus shawytscha) (Clements y 

Schreck, 2004). Los contenidos de DA, L-DOPA y DOPAC cuantificados en el 

presente estudio en el carpín son de un orden de magnitud similar a los descritos en 

estudios previos en hipotálamo de tenca (De Pedro et al., 1998a), y de carpín (De 

Pedro et al., 2001), y en hipotálamo e hipófisis de trucha (Hernández-Rauda y 

Aldegunde, 2002), no habiendo encontrado datos previos en las regiones encefálicas 

analizadas en otras especies de peces. No obstante, hay que tener presente que los 

sistemas de neurotransmisión dopaminérgica, y también serotoninérgica, muestran 

importantes variaciones dependiendo no solo de la región encefálica estudiada, la 
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especie, la edad y el tamaño del pez, sino también del estado nutricional, la estación 

del año y el momento del ciclo diario en que se realiza el muestreo (De Pedro et al., 

1998a, 2001; Hernández-Rauda y Aldegunde, 2002).  

 En ausencia de zeitgebers, los carpines control, que presentan una actividad 

locomotora arrítmica, tampoco tienen un ritmo diario en el contenido de DA en el 

telencéfalo, pero sí en el techo óptico (con valores más elevados durante la fotofase 

subjetiva), lo que indica una regulación diferente de la ritmicidad de la 

neurotransmisión dopaminérgica en estas dos regiones encefálicas, y posiblemente 

también una implicación diferente en la ritmicidad locomotora en esta especie. 

Estudios previos en peces describen fluctuaciones diarias en el contenido de DA y sus 

metabolitos en el cerebro completo de la anguila europea (Le Bras, 1979) y del lábrido 

de tres manchas, Halichoeres trimaculatus (Takemura et al., 2010), en hipotálamo de 

Channa punctatus y de la tenca (Khan y Joy, 1988; De Pedro et al., 1998a), en 

hipotálamo e hipófisis de la trucha arco iris (Hernández-Rauda et al., 2000), y en 

distintas regiones encefálicas del bacalao, Gadus morhua (Ehrenström y Johansson, 

1987), pero su relación con la ritmicidad de la actividad locomotora aún no se ha 

definido. Así, mientras que Le Bras (1979) afirma que la fluctuación diaria de DA 

cerebral está relacionada con la actividad locomotora en una especie nocturna, como 

la anguila europea, esto no sucede en cerebro completo del lábrido de tres manchas, 

que es una especie diurna (Takemura et al., 2010). En cambio, en el bacalao, especie 

diurna, se ha publicado un patrón bifásico con dos picos diarios de DA en el 

telencéfalo, lóbulos ópticos e hipotálamo (Ehrenström y Johansson, 1987). A partir de 

los escasos estudios existentes, podemos afirmar que no parece existir un patrón 

rítmico diario de DA consistente con la actividad locomotora, encontrando situaciones 

muy variables dependiendo de la especie investigada. 

 La gran mayoría de los estudios publicados en otros vertebrados corresponden 

a mamíferos, excepto alguno puntual en aves en el que no se encuentran variaciones 

entre los niveles a medio día y media noche en ninguno de los sistemas de 

neurotransmisión analizados (dopaminérgico, adrenérgico y serotoninérgico) en varias 

regiones encefálicas (Siuciak et al., 1992). En los mamíferos, la ritmicidad diaria del 

sistema dopaminérgico se ha investigado sobre todo en la rata (Smith et al., 1992; 

Schade et al., 1993; Paulson y Robinson, 1994; Shieh et al., 1997), donde se han 

descrito cambios diarios en la actividad dopaminérgica en distintas regiones 

encefálicas con diferencias en el patrón diario dependiendo, al igual que sucede en el 

carpín, de la región estudiada (Shieh et al., 1997). De forma general, la actividad 

dopaminérgica neuronal muestra altos niveles nocturnos asociados a la actividad 

locomotora en la rata, aunque existen diferencias entre regiones, por ejemplo el 
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DOPAC y la L-DOPA son menores al final de la fase luminosa y al comienzo de la fase 

oscura del fotociclo diario en la eminencia media, pero son mayores durante la noche 

que durante el día en el estriado (Shiet et al., 1997). Los resultados publicados en 

relación con la alteración de esta ritmicidad tras la retirada del zeitgeber ciclo 

luz/oscuridad también son muy variados, en unos casos las diferencias diarias en 

DOPAC y L-DOPA se pierden en 24L en ciertas regiones cerebrales de la rata (Shieh 

et al., 1997), mientras que en otros el ritmo circadiano de DA y DOPAC no se anula en 

24L, pero sí en 24D, en el estriado y núcleo accumbens (Castañeda et al., 2004). 

Estos resultados sugieren que la regulación del ritmo diario en la neurotransmisión 

dopaminérgica varía también dependiendo del área cerebral estudiada, al igual que 

encontramos en el presente estudio en el carpín. 

 La relación entre MEL y DA se ha puesto de manifiesto en aspectos 

funcionales muy variados, como la regulación de la ritmicidad funcional en la retina, en 

la regulación de la secreción de prolactina, en el tratamiento de patologías 

relacionadas con el movimiento en humanos (Zisapel, 2002), e incluso en procesos de 

conductas adictivas inducidas por psicoestimulantes (Sircar, 2000). De todos ellos, es 

en la regulación de la ritmicidad ocular donde los resultados publicados son más 

consistentes, apoyando las acciones inhibitorias mutuas de ambas, DA y MEL, que 

actuarían como “análogos químicos” del día y la noche en la retina de los vertebrados, 

incluido el carpín (Dubocovich, 1983; Tosini y Dirden, 2000; Cahill, 2002; Doyle et al., 

2002; Iuvone et al., 2010). En nuestro estudio encontramos que el tratamiento con 

MEL afecta al sistema dopaminérgico telencefálico, induciendo la aparición de un ritmo 

diario de baja amplitud en el contenido de DOPAC y de la tasa de recambio de DA, sin 

afectar al sistema dopaminérgico en el techo óptico. Estos resultados confirman 

nuestra hipótesis de una regulación diferencial del sistema dopaminérgico en distintas 

regiones encefálicas del carpín, y apuntan a un posible papel sincronizador de la MEL 

en la ritmicidad dopaminérgica diaria en el telencéfalo.  

La influencia de la MEL en la neurotransmisión dopaminérgica en los peces ha 

sido muy poco investigada y con resultados poco concluyentes que señalan 

diferencias de efecto en función de la duración del tratamiento con la hormona. Así, el 

tratamiento agudo con MEL disminuye la actividad tirosina hidroxilasa en el telencéfalo 

del pez gato (Chaube y Joy, 2002), el metabolismo dopaminérgico en cerebro del 

lábrido de tres manchas (Takemura et al., 2010), y el DOPAC hipotalámico y la tasa 

DOPAC/DA en la hipófisis de la trucha arco iris (Hernández- Rauda et al., 2000). Sin 

embargo, una administración repetida de MEL no modifica la tasa de recambio de DA 

en hipotálamo del teleósteo Heteropneustes fossilis (Senthilkumaran y Joy, 1995), y 

los implantes de MEL durante 5 meses incrementan los niveles de expresión génica de 
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la tirosina hidroxilasa en el telencéfalo/área preóptica y en diencéfalo/mesencéfalo de 

la anguila europea (Sébert et al., 2008). A partir de estos resultados, obtenidos con 

diseños experimentales muy diferentes, no es posible esclarecer el papel de la MEL en 

el control de la actividad dopaminérgica y su metabolismo en el encéfalo, habiéndose 

llegado a sugerir, además, la influencia del estado de desarrollo gonadal (Takemura et 

al., 2010). En los mamíferos se han publicado resultados que apoyan una relación 

MEL/DA en distintas regiones encefálicas, principalmente en el estriado, si bien los 

distintos modelos experimentales utilizados no permiten extraer sólidas conclusiones 

generales. Así, una inyección de MEL inhibe significativamente la síntesis diurna de 

DA en la eminencia media de hámsteres ovariectomizados (Alexiuk y Vriend, 1991), 

pero incrementa la actividad tirosina hidroxilasa en el estriado de ratas y hámsteres 

(Joo et al., 1998; Alexiuk y Vriend, 2007), con un efecto sinérgico de MEL y DA en la 

regulación de la respuesta motora (Escames et al., 1996). La inyección de MEL 

durante la tarde, pero no al principio de la fase luminosa restaura la ritmicidad diaria de 

DOPAC y DA anulada con la exposición a 24L en el estriado de rata (Shieh et al., 

1997). Una inyección intranigral de MEL en ratones también reduce la liberación de DA 

al sistema estriatal, observándose una inhibición de la actividad locomotora (Hamdi, 

1998). Por otro lado, la pinealectomía anula la ritmicidad de DA y DOPAC en el 

estriado de ratones en condiciones de luz/oscuridad, mientras que la administración de 

MEL, aunque disminuye el contenido de DA y aumenta el de DOPAC, restaura ambas 

ritmicidades (Khaldy et al., 2002), lo que apoyaría la participación de esta indolamina 

en la sincronización del ritmo diario de DA. Sin embargo, con técnicas de microdiálisis, 

la perfusión con MEL no altera los ritmos diarios de DA, DOPAC y ácido homovanílico 

en la rata (Márquez de Prado et al., 2000). 

En un intento de explicar los mecanismos que subyacen a esta regulación de la 

ritmicidad diaria dopaminérgica se ha sugerido que las neuronas hipotalámicas que 

sintetizan DA en las aves son fotosensibles, estando los cambios de fase de su 

actividad dopaminérgica influidos directamente por la luz (El Halawani et al., 2009). Se 

podría hipotetizar que la actividad dopaminérgica telencefálica en el carpín puede ser 

regulada por la MEL, como señal dependiente de la luz, al igual que se propuso para 

la retina (Cahill, 1996). Por otro lado, puesto que la principal vía de metabolismo de la 

DA en el carpín genera DOPAC, el hallazgo en el telencéfalo de un ritmo significativo 

de este metabolito inducido por el tratamiento con MEL apuntaría a que la hormona 

podría estar regulando el metabolismo de la DA en esta región encefálica a través de 

un efecto sobre la monoamino oxidasa. A favor de esta propuesta se ha demostrado 

en la rata que la MEL incrementa los niveles de esta enzima (Moreno et al., 1992). En 

apoyo de estas acciones de la MEL en la neurotransmisión dopaminérgica se ha 
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descrito expresión de receptores de MEL (MT1) en neuronas dopaminérgicas 

estriatales en roedores (Uz et al., 2005), y acciones directas de esta hormona en la 

funcionalidad de los receptores dopaminérgicos (Sumaya, 2004). No obstante, también 

se ha implicado a otros neurotransmisores, como el GABA, en el efecto de la MEL 

sobre los niveles de DA (Tenn y Niles, 1997). 

 La neurotransmisión serotoninérgica es clave en la organización funcional del 

sistema circadiano de los mamíferos (Smith et al., 2008), actuando como elemento 

esencial en la sincronización de relojes circadianos a través de su acción moduladora 

del reseteo inducido tanto por la luz como por sincronizadores no fóticos (Challet y 

Pévet, 2003). El NSQ recibe proyecciones serotoninérgicas procedentes del rafe, cuya 

activación está estrechamente correlacionada con el inicio de la actividad locomotora 

(Jacobs et al., 1990). Asimismo, se ha descrito que los niveles de 5-HT en el NSQ 

siguen el patrón diario de actividad locomotora, tanto en mamíferos nocturnos (Poncet 

et al., 1993), como en los diurnos (Challet, 2007). En los peces apenas existe 

información que relacione la ritmicidad del sistema serotoninérgico con la actividad 

locomotora. Además, el sistema serotoninérgico está claramente implicado en el 

control del eje HPI en estos vertebrados, de modo que la exposición a distintas 

situaciones de estrés incrementa la tasa de recambio cerebral de 5-HIAA/5-HT (Øverli 

et al., 1999), como índice de activación de este sistema de neurotransmisión, y en 

correlación con los aumentos de cortisol y alteraciones en la ingestión de alimento 

como respuesta a dicho estrés (Øverli et al., 2001). En nuestro estudio en el carpín no 

hemos encontrado diferencias ni en el cortisol circulante ni en la ingesta y el peso 

corporal entre grupos, por lo que podemos afirmar que las condiciones experimentales 

aplicadas no han generado una situación de estrés en los peces, pudiendo descartar 

que los cambios observados en la neurotransmisión serotoninérgica se deban a 

alteraciones secundarias derivadas de dicho hipotético estrés. 

Aunque la serotonina muestra ritmicidad diaria en la pineal, como precursor de la 

síntesis rítmica diaria de MEL (Falcón et al., 2010), las posibles variaciones diarias en 

la neurotransmisión serotoninérgica encefálica son mucho más cuestionadas, y 

dependen de forma importante de múltiples factores, siendo la alimentación y el ciclo 

reproductor algunos de los más estudiados en los peces. En el carpín encontramos un 

ritmo diario de 5-HT en el telencéfalo y el techo óptico siendo significativo sólo en el 

primer caso. En este sentido, es importante considerar que la ausencia de significación 

estadística en oscilaciones diarias rítmicas puede deberse a una heterogeneidad de 

acrofases y amplitudes entre individuos, llegando a generar una importante dispersión 

de los datos que llegue a ocultar posibles diferencias significativas. No existen 

estudios previos que apoyen de forma sólida la existencia de ritmos diarios en la 
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neurotransmisión serotoninérgica encefálica en los peces, si bien algunos trabajos 

describen cambios estacionales, como en el hipotálamo de la tenca (Guijarro, 2004), y 

en el telencéfalo, pero no en el hipotálamo e hipófisis, del pargo amarillo, Lutjanus 

argentiventris (Hernández-Rauda y Aldegunde, 2002), ni en cerebro completo del 

lábrido de tres manchas (Takemura et al., 2010). Algunos de estos trabajos relacionan 

la neurotransmisión serotoninérgica con el ciclo reproductor anual (Ebbesson et al., 

1996; Hernández-Rauda y Aldegunde, 2002), pero no con la ritmicidad de actividad 

locomotora, excepto un estudio en Oncorhynchus kisutch, que describe incrementos 

significativos de 5-HT y 5-HIAA durante su periodo migratorio (Ebbesson et al., 1996).  

 En el techo óptico, los perfiles de 5-HT en los dos grupos experimentales son 

similares, si bien las diferencias encontradas de los peces tratados con MEL 

determinan un ritmo significativo, sin afectar en ningún caso ni al metabolito principal, 

5-HIAA, ni a la tasa de recambio (5-HIAA/5-HT). No existen estudios anteriores que 

hayan investigado esta cuestión en los peces. La primera indicación de una relación 

entre la MEL y las neuronas serotoninérgicas fue publicada por Anton-Tay y 

colaboradores (1968), que encontraron un aumento de los niveles de 5-HT en distintas 

regiones encefálicas de la rata, tras la administración intraperitoneal de MEL, resultado 

confirmado posteriormente en el pollo (Cassone et al., 1986). En la década de los 90 

los resultados publicados mostraron una mayor variedad de respuestas en los 

mamíferos. La MEL de forma aguda disminuye la liberación de 5-HT en el hipotálamo, 

estriado y núcleo accumbens (Chuang y Lin, 1994), también disminuye la recaptura de 

5-HT en la pineal (Míguez et al., 1995), y modula la liberación en el hipocampo 

(Monnet, 2002). Sin embargo, el tratamiento crónico con MEL incrementa 

significativamente los niveles de 5-HT en distintas regiones encefálicas (Ueda et al., 

2008) y revierte de forma significativa el déficit inducido por la edad, mejorando la 

transmisión serotoninérgica en el estriado (Esteban et al., 2010). Esta disparidad de 

respuestas puede justificarse en base a diferencias entre los tratamientos aplicados. A 

diferencia de nuestros resultados en peces, la MEL en la rata modifica la tasa de 

recambio de 5-HT en algunas áreas encefálicas (Míguez et al., 1996; Yoshioka et al., 

2000); sin embargo la pinealectomía no altera el ritmo de 5-HT (Míguez et al., 1997), 

concordando con los presentes resultados en el carpín. En definitiva, a partir de 

nuestros resultados podemos afirmar que en la sincronización de la actividad 

locomotora inducida por MEL en el carpín no parece estar implicada la 

neurotransmisión serotoninérgica, y los estudios actuales en mamíferos tampoco 

parecen apoyar esta posibilidad de forma rotunda.  

 Los resultados obtenidos en relación con el contenido de adrenalina y 

noradrenalina no parecen involucrar a estos neurotransmisores en el efecto 
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sincronizador de la MEL, ni apuntan a una ritmicidad diaria de los mismos, al menos 

en las regiones encefálicas analizadas. Tampoco hemos encontrado información 

alguna en relación con esta posibilidad ni en peces ni en otros vertebrados. 

 

En resumen, los resultados de este capítulo muestran por primera vez en peces 

que la MEL exógena puede actuar como un sincronizador del ritmo de actividad 

locomotora diaria en ausencia de los zeitgebers ciclo luz/oscuridad y horario de 

alimentación, y sugieren la existencia de una sensibilidad diaria para esta acción de 

esta hormona. La  sincronización de la expresión de per1a y per3 en telencéfalo y 

techo óptico, y de cry3 en telencéfalo inducida por MEL, puede sugerir su participación 

en la ritmicidad locomotora. Aunque la MEL exógena modula la ritmicidad circadiana 

en la neurotransmisión dopaminérgica en telencéfalo y techo óptico, y serotoninérgica 

en techo óptico, nuestros resultados no nos permiten establecer una relación clara, en 

las regiones encefálicas estudiadas, entre la sincronización de los ritmos de actividad 

locomotora por melatonina y la ritmicidad monoaminérgica.  
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A partir de los resultados presentados y discutidos en la presente Memoria, 

proponemos las siguientes conclusiones: 

 

1. Las expresiones rítmicas diarias de los genes reloj analizados en los tres niveles 

que constituyen el eje HPI (hipotálamo, hipófisis y tejido interrenal), cuyos perfiles 

temporales de expresión concuerdan con el mecanismo general de 

funcionamiento de los relojes biológicos, permiten sugerir la existencia de 

osciladores funcionales en cada una de estas localizaciones, que constituirían 

posibles nodos en la red del sistema circadiano del carpín. Estos osciladores no 

parecen dirigir la transcripción rítmica de ciertos genes funcionales del eje HPI, si 

bien no podemos descartar posibles regulaciones alternativas a niveles post-

transcripcionales.  

 

2. La melatonina ejerce un efecto periférico reductor de la actividad locomotora en el 

carpín, tanto tras su administración aguda como crónica. Dicha reducción afecta a 

ambas actividades, diurna y nocturna, y a la actividad anticipatoria al alimento. Por 

tanto, proponemos a esta hormona como un regulador fisiológico de la actividad 

locomotora en los peces, confirmando un alto grado de conservación de esta 

función en la filogenia de los vertebrados. El hecho de que una situación de 

restricción alimentaria en el carpín no modifique su actividad locomotora, indica 

que la reducción de la actividad natatoria observada tras la administración de 

melatonina no parece ser una consecuencia de la acción anorexigénica inducida 

por esta indolamina. 

 
3. La exposición de los carpines a los modelos de estrés agudo utilizados en esta 

Tesis Doctoral genera una respuesta anorexigénica y un incremento significativo 

de los niveles de cortisol circulante, principal indicador de la respuesta primaria al 

estrés en los peces, por lo que los protocolos aplicados pueden considerarse 

como modelos de estrés agudo eficaces en este teleósteo. La administración 

intraperitoneal de melatonina revierte tanto el incremento del cortisol plasmático 

como la anorexia inducidos por la exposición a estrés, señalando a la hormona 

como un posible agente anti-estrés en el carpín y corroborando su efecto 

relajante. 

 

4. El rápido aumento del cortisol plasmático inducido por la exposición a un estrés 

agudo en el carpín no parece depender de una activación inmediata de la 

transcripción de genes funcionales del eje HPI, a excepción de star, sugiriendo 
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una movilización de posibles reservas de los elementos activadores del eje a fin 

de generar dicha respuesta esteroidogénica. La reducción del cortisol plasmático 

a tiempos cortos inducida por el tratamiento con melatonina no parece deberse a 

cambios en la expresión de genes funcionales del eje HPI, si bien los resultados 

obtenidos permiten sugerir al tejido interrenal como diana para esta acción de la 

melatonina.  

 
5. La melatonina in vitro reduce la producción y/o liberación de cortisol a través de 

una acción directa sobre el tejido interrenal estimulado con ACTH en las dos 

especies de teleósteos estudiadas: el carpín y la trucha arco iris. El hecho de que 

este efecto se observe a concentraciones fisiológicas de melatonina y que esté  

mediado por receptores específicos sugiere que podría tratarse de una acción 

fisiológica de esta hormona in vivo.  

 

6. La melatonina administrada de manera crónica actúa como sincronizador de los 

ritmos diarios de actividad locomotora en carpines mantenidos en ausencia de los 

zeitgebers ciclo luz/oscuridad y horario de alimentación. Esta respuesta se 

observa únicamente cuando la hormona se administra al inicio de la escotofase 

subjetiva, pero no cuando se inyecta al inicio de la fotofase, lo que sugiere la 

existencia de una sensibilidad diaria a la acción cronobiótica de la melatonina. 

 

7. El tratamiento crónico con melatonina, en ausencia de los zeitgebers ciclo 

luz/oscuridad y horario de alimentación, sincroniza la expresión de los genes reloj 

per1a, per3 y cry3 en el telencéfalo y el techo óptico del carpín, lo que sugiere que 

la acción cronobiótica de esta hormona en la actividad locomotora puede 

producirse de forma directa sobre los osciladores moleculares presentes en 

ambos tejidos. El tratamiento con melatonina también induce una sincronización 

en el contenido de serotonina, dopamina y la tasa de recambio de dopamina en 

telencéfalo y techo óptico, si bien nuestros resultados no permiten establecer una 

relación clara entre los efectos de la melatonina en la ritmicidad monoaminérgica 

diaria y la sincronización de la actividad locomotora.  
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From the results shown and discussed in the present Thesis, we suggest the 

following conclusions: 

 

1. The daily rhythmic expressions of the clock genes analysed at the three levels of 

the HPI axis (hypothalamus, pituitary and interrenal tissue), with profiles according 

to the general functioning of the biological clocks, lead to suggest the existence of 

functional oscillators in each one of these locations, that would constitute possible 

nodes in the network of the goldfish circadian system. These oscillators do not 

seem to drive the rhythmic transcription of certain HPI axis functional genes, 

although alternative regulations at different post-transcriptional levels cannot be 

discarded. 

 

2. Melatonin exerts a peripheral reductive effect of locomotor activity in goldfish, after 

acute and chronic administration. Such reduction affects both activities, diurnal and 

nocturnal, and food anticipatory activity. Therefore, we propose this hormone as a 

physiological regulator of locomotor activity in fish, supporting a high conservation 

of this function in vertebrate phylogeny. The fact that food restriction does not 

modify locomotor activity in goldfish indicates that the activity reduction observed 

after melatonin administration does not seem to be a consequence of the 

indoleamine-induced anorectic action. 

 
3. The acute stress models used in this PhD Thesis produce an anorectic response, 

and a significant increment of circulating cortisol, the main indicator of primary 

stress response in fish. Therefore, the applied protocols could be considered as 

effective models of acute stress in this teleost. Intraperitoneal administration of 

melatonin counteracts both the increment of plasma cortisol and the anorexia 

induced by exposure to stress, pointing to the hormone as an anti-stress agent in 

goldfish and confirming its relaxing effect. 

 

4. The rapid increase of plasma cortisol induced by an acute stress in goldfish does 

not seem to depend on an immediate activation of HPI axis functional genes 

transcription, except for star, suggesting the movilization of stores of the activators 

of the axis to generate such steroidogenic response. Short-term plasma cortisol 

reduction induced by melatonin treatment does not seem to be due to changes in 

the expression of HPI axis functional genes, but obtained results allow suggesting 

interrenal tissue as a target for this action of melatonin. 
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5. Melatonin in vitro reduces the production and/or release of cortisol by a direct 

action on the ACTH-stimulated interrenal tissue in the two teleosts studied: 

goldfish and rainbow trout. This effect is observed at physiological concentrations 

of melatonin and is mediated by specific receptors, suggesting that this could be a 

physiological action of this hormone in vivo. 

 
6. Chronically administered melatonin acts as a synchronizer of daily locomotor 

activity rhythms in goldfish maintained in the absence of both light/dark cycle and 

feeding time zeitgebers. This response is only observed when the hormone is 

administered at the beginning of the subjective scotophase, but not when it is 

injected at the beginning of the photophase, proposing the existence of a daily 

sensitivity to the chronobiotic action of melatonin. 

 
7. Chronic treatment with melatonin, in the absence of light/dark cycle and feeding 

time zeitgebers, synchronizes the expression of clock genes per1a, per3 and cry3 

in the telencephalon and the optic tectum, suggesting that the chronobiotic action 

of this hormone on locomotor activity can be exerted directly on the molecular 

oscillators in both tissues. Melatonin treatment also induces an entrainment of 

serotonin and dopamine content as well as dopamine turnover in telencephalon 

and optic tectum, although our results do not let us establish a clear relationship 

between melatonin effects on brain monoaminergic daily rhythmicity and locomotor 

activity synchronization. 
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INTRODUCCIÓN 

La reducción del inherente impacto que conlleva el manejo de los peces es uno 

de los principales retos a los que se enfrenta la acuicultura actual. Las respuestas 

fisiológicas a la exposición a estos procedimientos implican una activación del eje 

hipotálamo-hipófisis-interrenal (HPI), que estimula la liberación del factor liberador de 

corticotropina (CRF) hipotalámico, cuya unión a receptores específicos (CRF-R1) en la 

hipófisis constituye una señal clave en el procesamiento de la proopiomelanocortina 

(POMC) y la producción de adrenocorticotropina (ACTH). Ésta se une a receptores 

específicos (MC2R) en las células esteroidogénicas del tejido interrenal, lo que activa 

a la proteína StAR y facilita la entrada de colesterol al interior de la mitocondria, donde 

será transformado enzimáticamente para finalmente producir cortisol, que en último 

término será liberado a la circulación general (Bentley, 2002).  

La melatonina (MEL) es una neurohormona sintetizada principalmente en la 

glándula pineal y la retina de prácticamente todos los vertebrados estudiados, cuya 

producción presenta oscilaciones diarias, con niveles circulantes mayores durante la 

noche que durante el periodo de luz, tanto en animales con un cronotipo diurno como 

en animales nocturnos (Reiter, 1991). La MEL es una molécula clave del sistema 

circadiano de los vertebrados y desempeña, en general, un papel sincronizador de 

numerosas funciones rítmicas con los cambios cíclicos ambientales (Arendt y Skene, 

2005). En los últimos años, se ha propuesto para la MEL una posible función 

moduladora de las respuestas al estrés en varios grupos de vertebrados (Rao et al., 

2001; Saito et al., 2005), siendo muy escasos los estudios realizados sobre este 

aspecto en los peces.   

El sistema circadiano de los peces es multioscilador, y está formado por una red 

de relojes acoplados que funcionan de manera independiente, aunque se 

intercomunican entre sí (Falcón et al., 2007). Cada uno de estos relojes se autorregula 

mediante bucles de retroalimentación positiva y negativa, que dirigen la transcripción y 

traducción de los denominados genes reloj (per y cry pertenecientes al bucle negativo, 

bmal1 y clock al bucle positivo), con un periodo aproximado de 24 h (Nader et al., 

2010).  

La presente Tesis Doctoral tiene por objetivo general el estudio de aspectos 

funcionales del eje HPI de teleósteos y su relevancia como posible diana de los 

efectos de la MEL, utilizando como modelos experimentales el carpín (Carassius 

auratus) y la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss). Para ello, se desarrollan los 

siguientes objetivos concretos: 1. Investigar la existencia de oscilador(es) circadianos 

en el eje HPI mediante el estudio de la expresión de genes reloj y de genes 
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funcionales del eje a lo largo de un ciclo completo de 24 h. 2. Profundizar en el estudio 

del efecto relajante de la MEL tanto en condiciones basales como en situaciones de 

exposición a estrés, investigando el efecto de la hormona sobre parámetros circulantes 

(cortisol, glucosa y lactato), comportamentales (ingesta y actividad locomotora) y 

genéticos (expresión de genes funcionales del eje HPI). 3. Analizar la existencia de 

posibles dianas de la MEL en el propio eje HPI. 4. Estudiar el posible papel de la 

hormona en la sincronización de la actividad locomotora, la expresión de genes reloj y 

el contenido de monoaminas encefálicas en ausencia de los zeitgebers ciclo 

luz/oscuridad y horario de alimentación. 

 

CONTENIDO DE LA INVESTIGACIÓN 

1. Ritmicidad diaria del eje HPI en el carpín. 

Con el fin de investigar la posible ritmicidad circadiana del eje HPI del carpín, nos 

planteamos examinar la expresión diaria de algunos genes funcionales relacionados 

con la actividad de dicho eje, así como la expresión de genes reloj. Para ello, los 

carpines se aclimatan durante 4 semanas a condiciones de fotoperiodo 12L:12D 

(encendido de las luces a las 7:30 h) y alimentación diaria a las 10:30 h, registrando de 

forma ininterrumpida la actividad locomotora. El muestreo del hipotálamo, la hipófisis y 

el tejido interrenal se realiza en intervalos de 3 h durante un ciclo completo de 24 h, 

para cuantificar la expresión de genes funcionales del eje HPI (precursor de crf en el 

hipotálamo, crf-r1 y pomc en la hipófisis, y mc2r y star en el tejido interrenal) y de 

genes reloj (per1a, per2a, per3, cry1a, cry2a, cry3, bmal1a, clock1a y “clock2-like”, en 

los tres tejidos).  

Los carpines muestran un ritmo de actividad con una periodicidad de 24 h, con 

valores significativamente mayores durante la fotofase y una marcada actividad 

anticipatoria al alimento, lo que demuestra la sincronización a los zeitgebers ciclo 

luz/oscuridad y horario de alimentación. En relación a los genes funcionales del eje 

HPI, únicamente crf-r1 muestra un ritmo de expresión diaria significativa, lo que 

sugiere que la posible ritmicidad circadiana del eje HPI no dependería de la expresión 

rítmica de los genes analizados, si bien no se puede descartar una regulación a otros 

niveles post-transcripcionales. Por otra parte, la expresión de todos los genes reloj 

analizados muestra ritmos diarios significativos en los tres niveles del eje HPI (excepto 

per2a, que solo se expresa rítmicamente en el hipotálamo, y cry1a, que no muestra 

oscilaciones en el tejido interrenal), siendo los perfiles temporales de expresión de 

cada gen muy similares en todos los tejidos: los ritmos de per1a, per3, cry1a y cry3 

muestran sus acrofases en la interfase oscuridad/luz, en antifase con los ritmos de 
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bmal1a, clock1a y “clock2-like”, con acrofases en la interfase luz/oscuridad, 

coincidiendo con los descritos en otros estudios en peces, independientemente de su 

cronotipo, y en estudios similares en mamíferos (Cahill, 2002; Girotti et al., 2009). La 

acrofase de los ritmos de per1a y cry3 es inmediatamente anterior al inicio del periodo 

de luz, lo que sugiere una anticipación a la fotofase y/o la llegada de alimento. La 

acrofase de per3 aparece inmediatamente antes de la hora de alimentación, 

sugiriendo que esta podría ser el principal sincronizador que dirige sus ritmos de 

expresión. El gen cry1a muestra su expresión máxima al inicio de la fotofase en el 

hipotálamo y la hipófisis, indicando que la luz puede resultar un sincronizador más 

potente que el horario de alimentación para este gen en tejidos centrales. El ritmo de 

per2a en el hipotálamo muestra su acrofase en mitad del periodo de luz, apoyando 

que es un gen inducible por la luz en osciladores fotosensibles. Respecto a los genes 

del bucle positivo, sus perfiles rítmicos de expresión están muy conservados en los 

teleósteos, pero muestran marcadas diferencias en relación a los datos de mamíferos 

y Drosophila (Shearman et al., 2000; Williams, 2004), lo que sugiere diferentes 

mecanismos reguladores y/o funciones de estos genes reloj a lo largo de la filogenia.  

 

2. Tratamientos con MEL y eje HPI. 

Con el fin de profundizar en el efecto relajante de la MEL en el carpín, esta se 

administra utilizando dos vías, intraperitoneal (IP, periférica) e intracerebroventricular 

(ICV, central), durante 7 y 4 días, respectivamente. La MEL administrada IP, pero no 

ICV, reduce significativamente los niveles de cortisol plasmático y la actividad 

locomotora (incluyendo las actividades diurna, nocturna y anticipatoria al alimento), lo 

que apunta a un papel periférico de esta hormona en la regulación de ambos 

parámetros. Por otra parte, el efecto relajante de la MEL sobre la actividad locomotora 

no parece ser una consecuencia directa de su acción anorexigénica, ya que 10 días de 

restricción alimentaria (50% de la ración habitual de alimento) no modifican 

significativamente ni la actividad locomotora diaria ni los niveles plasmáticos de cortisol 

en el carpín.  

A continuación, se estudian los posibles efectos de la administración IP de MEL 

(2 y 20 µg/g) en las respuestas a un modelo de estrés agudo (1 min de exposición al 

aire) en el carpín. La exposición al estrés incrementa el cortisol circulante y reduce la 

ingesta, sin producir modificaciones significativas ni en la glucemia ni en la actividad 

locomotora. La administración de MEL revierte ambos efectos a las 2 h de la 

inyección, observándose además una reducción de la actividad locomotora a las 2,5 y 

24 h posteriores, lo que señala a la MEL como posible hormona anti-estrés en el 

carpín.  
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Para averiguar si estos efectos de la MEL pueden realizarse a través del eje HPI, 

se analizan los posibles cambios en la expresión de algunos genes funcionales del 

mismo: precursor de crf en el hipotálamo, crf-r1 y pomc en la hipófisis, y mc2r y star en 

el riñón. La administración de MEL (20 µg/g) durante 4 días revierte el incremento en 

la expresión de star inducido por la exposición a un protocolo de estrés agudo (5 min 

de manipulación), sugiriendo que el tejido interrenal puede ser una posible diana para 

la acción anti-estrés de esta hormona.  

 

3. Posibles dianas de la MEL en el eje HPI. 

Para profundizar en el estudio de las posibles dianas en el eje HPI sobre las que 

la MEL ejerce su efecto reductor del cortisol plasmático, en primer lugar se realiza un 

experimento preliminar de activación del eje mediante la administración exógena de 

ACTH (50 y 200 ng/g). Esta desencadena una respuesta primaria al estrés, con un 

incremento significativo en los niveles plasmáticos de cortisol, sin afectar a otros 

metabolitos circulantes (glucosa y lactato) ni a parámetros comportamentales (ingesta 

y actividad locomotora). A partir de estos resultados, diseñamos el experimento 

posterior, con el que se pretende determinar si la inyección IP de MEL (20 µg/g) es 

capaz de contrarrestar la estimulación del eje HPI inducida por CRF (1 µg/µl, inyección 

ICV) o ACTH (50 ng/g, inyección IP). La administración de cualquiera de los dos 

péptidos induce una estimulación esperable del eje HPI, con un incremento 

significativo en los niveles de cortisol circulante a las 2 h de las inyecciones. Sin 

embargo, este efecto no es revertido por el tratamiento con MEL, lo que sugiere que 

una activación suprafisiológica del eje HPI como la generada en nuestro diseño 

experimental, podría enmascarar el efecto de la MEL reduciendo el cortisol circulante. 

Con el fin de investigar si la reducción del cortisol inducida por la MEL se ejerce 

de forma directa a nivel interrenal, se realizan ensayos in vitro con dicho tejido, 

comparando la respuesta en dos especies de teleósteos: el carpín y la trucha arco iris. 

El tejido interrenal del carpín se cultiva en dos sistemas, en superfusión y estático, 

analizando el efecto de la MEL (1-100 nM), con o sin luzindol (antagonista general de 

los receptores de MEL, 1 µM), sobre el tejido estimulado con ACTH (50 nM). El tejido 

interrenal de la trucha se cultiva en un sistema estático y se estimula con ACTH (1,3 

µM) en presencia de MEL (0,1-10 nM), con o sin luzindol (1 µM). En el carpín, la MEL 

(1-100 nM) reduce la cantidad total y el máximo nivel de cortisol liberado por el tejido 

interrenal estimulado con ACTH, sin modificar la liberación basal, y permite una 

recuperación más rápida de los niveles basales de cortisol tras la estimulación. Estos 

efectos de la MEL parecen estar mediados por receptores melatoninérgicos 

específicos, ya que se revierten, al menos en parte, con el pre-tratamiento con 
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luzindol. En la trucha arco iris, los resultados son muy similares a los encontrados en 

el carpín, con una reducción de la liberación de cortisol estimulada por ACTH tras la 

adición de MEL (0,1-10 nM) y una reversión significativa de este efecto tras la pre-

incubación con luzindol. En la actualidad desconocemos el mecanismo subyacente a 

este efecto directo de la MEL en el tejido interrenal de los peces, si bien estudios in 

vitro en mamíferos proponen una acción inhibidora de las enzimas implicadas en la  

esteroidogénesis adrenal, mediada por receptores MT1 (Torres-Farfán et al., 2003).  

 

4. La MEL como sincronizador en el carpín. 

Finalmente, se investiga el posible efecto de un tratamiento crónico con MEL en 

la sincronización de los ritmos de actividad locomotora diaria, expresión de genes reloj 

y contenido de monoaminas encefálicas en el carpín en ausencia de los zeitgebers 

ciclo luz/oscuridad y horario de alimentación. Para ello, se realiza un primer diseño 

experimental en el que los carpines se aclimatan a un fotoperiodo 12L:12D (encendido 

de las luces a las 7:00 h) y se alimentan diariamente a las 10:00 h durante 14 días. 

Posteriormente, se aplican condiciones de luz constante y horario de alimentación 

aleatorio (ausencia de zeitgebers), y 8 días después los peces se inyectan IP con MEL 

(1 µg/g) a las 9:00 h (CT2) o a las 21:00 h (CT14) durante 8 días (inyectando salino a 

los respectivos controles), incrementando la dosis a 5 µg/g durante los 7 días 

posteriores. Seguidamente, el protocolo de inyecciones se revierte, de forma que los 

peces tratados con salino se inyectan con MEL y viceversa. Tras 11 días, se 

suspenden las inyecciones, manteniendo las condiciones de luz constante y 

alimentación aleatoria, para finalmente retornar a las condiciones iniciales de 

fotoperiodo 12L:12D y alimentación diaria a las 10:00 h durante 7 días. La actividad 

locomotora se registra a lo largo de todo el experimento. Los carpines mantenidos en 

condiciones 12L:12D y alimentación diaria en horario fijo muestran un claro patrón 

diurno de actividad locomotora con una periodicidad circadiana (τ = 24,0 h) que se 

pierde en ausencia de ambos zeitgebers. El tratamiento con MEL sincroniza de forma 

dosis-dependiente la actividad locomotora, restaurando un ritmo similar al observado 

en presencia de los zeitgebers, pero únicamente cuando se inyecta a las 21:00 h (y no 

a las 9:00 h). Este efecto sincronizador se mantiene hasta 7 días después de la 

retirada de la hormona exógena, y desaparece de forma progresiva, lo que no apoya 

un hipotético efecto de enmascaramiento de las inyecciones.  

Posteriormente, se repite el experimento anterior hasta la fase de inyecciones de 

MEL (5 µg/g), administrando la hormona únicamente a las 21:00 h. Tras este periodo, 

se muestrean el telencéfalo y el techo óptico en intervalos de 6 h durante un ciclo 

completo de 24 h para analizar la expresión de genes reloj (per1, per2, per3 y cry3) y 
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cuantificar el contenido de monoaminas (adrenalina, noradrenalina, dopamina, L-

DOPA, DOPAC, serotonina y 5-HIAA). La administración crónica de MEL IP sincroniza 

la expresión de per1a y per3 en telencéfalo y techo óptico, y de cry3 en el telencéfalo, 

lo que coincide con resultados en mamíferos (Von Gall et al., 2002), y sugiere que la 

hormona podría estar actuando en la maquinaria molecular de los osciladores para 

generar ritmos de genes reloj que finalmente dirigirían la sincronización de la actividad 

locomotora. Respecto a las monoaminas, los carpines tratados con MEL muestran un 

ritmo en la tasa de recambio de dopamina en el telencéfalo y en el contenido de 

dopamina y serotonina en el techo óptico, si bien nuestros resultados no permiten 

concluir que la sincronización de la actividad locomotora por MEL esté mediada por 

una modulación del contenido de monoaminas encefálicas. 

 

CONCLUSIONES 

A partir de estos resultados proponemos las siguientes conclusiones: 

1. Por primera vez en peces, se propone la existencia de osciladores funcionales en 

el hipotálamo, la hipófisis y el tejido interrenal, que constituirían posibles nodos en 

la red multiosciladora del sistema circadiano del carpín. Estos osciladores no 

parecen dirigir la transcripción rítmica de ciertos genes funcionales del eje HPI, si 

bien no podemos descartar posibles regulaciones alternativas a niveles post-

transcripcionales.  

2. La melatonina ejerce un efecto relajante a nivel periférico en el carpín, reduciendo 

la actividad locomotora y revirtiendo el incremento de cortisol plasmático y la 

anorexigenia producidos en respuesta a estrés, lo que permite proponer a la 

melatonina como un posible agente anti-estrés en el carpín.  

3. El rápido incremento de cortisol producido en respuesta a una exposición aguda a 

estrés en el carpín, así como su reversión por el tratamiento con melatonina, no 

parecen estar asociados a cambios en la expresión de genes funcionales del eje 

HPI. 

4. La melatonina in vitro reduce la producción y/o liberación de cortisol estimulada 

por ACTH a través de una acción directa sobre el tejido interrenal. El hecho de 

que este efecto se observe a concentraciones fisiológicas de la hormona y que 

esté mediado por receptores específicos sugiere que podría tratarse de una 

acción fisiológica de la melatonina in vivo.  

5. Por primera vez en los peces, se observa que la MEL administrada de manera 

crónica actúa como sincronizador de los ritmos diarios de actividad locomotora en 

carpines mantenidos en ausencia de los zeitgebers ciclo luz-oscuridad y horario 
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de alimentación, existiendo una sensibilidad diaria a esta acción de la hormona. 

Este efecto cronobiótico puede estar mediado por acciones de la melatonina sobre 

los osciladores moleculares presentes en el telencéfalo y el techo óptico.  
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INTRODUCTION 

The reduction of the unavoidable impact related to fish handling is one of the 

main challenges for current aquaculture. Physiological responses to these procedures 

entail the activation of hypothalamus-pituitary-interrenal axis (HPI). Such activation 

stimulates hypothalamic corticotropin releasing factor (CRF) release, whose binding to 

specific receptors (CRF-R1) in the pituitary is a key signal for the proopiomelanocortin 

(POMC) processing and adrenocorticotropin (ACTH) production. This peptide binds to 

specific receptors (MC2R) in the steroidogenic cells of interrenal tissue, which activate 

StAR protein and facilitate colesterol entering to the mitochondria, where it is 

enzimatically transformed to finally produce and release cortisol to the general blood 

stream (Bentley, 2002).  

Melatonin (MEL) is a neurohormone mainly synthesised in the pineal gland and 

retina of almost all vertebrates so far studied. Its synthesis shows a daily pattern with 

high levels during the dark phase and low levels during the photophase, in both diurnal 

and nocturnal animals (Reiter, 1991). MEL is a key molecule of the vertebrate circadian 

system, and it acts as a synchronizer of several rhythmic functions to cyclic 

environmental changes (Arendt and Skene, 2005). For the last years, MEL has been 

proposed to play a role as a modulator of the stress responses in some vertebrate 

species (Rao et al., 2001; Saito et al., 2005), being scarce the studies about this issue 

in fish.   

The circadian system of fish is multioscillatory, and is considered as a network of 

different clocks that work independently, although intercommunicate among them 

(Falcón et al., 2007). Each one of these oscillators is autorregulated by positive and 

negative feedback loops that drive the transcription and translation of the so-called 

clock genes (per and cry belonging to the negative loop, bmal1 and clock to the 

positive loop), with an approximate period of 24 h (Nader et al., 2010).  

This PhD Thesis aims to study the functional aspects of teleost HPI axis and its 

relevance as a possible target for MEL effects, considering goldfish (Carassius 

auratus) and rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) as experimental models. With this 

general aim, the following specific objectives have been addressed: 1. To investigate 

the existence of circadian oscillator(s) in the HPI axis by studying the expression of 

clock genes and functional genes of the axis during a whole 24 h cycle. 2. To deep into 

the study of the relaxant effect of MEL in resting conditions and under stress exposure, 

investigating the effect of the hormone on circulating (cortisol, glucose and lactate), 

behavioural (food intake and locomotor activity) and genetic (expression of HPI axis 

functional genes) aspects . 3. To determine the existence of possible targets for MEL in 
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the HPI axis. 4. To delve into the possible synchronizing role of MEL on locomotor 

activity, clock genes expression and brain monoamines content in the absence of 

light/dark cycle and feeding time as zeitgebers. 

RESEARCH CONTENTS 

1. Daily rhythmicity in goldfish HPI axis. 

To investigate the possible circadian rhythmicity of the HPI axis in goldfish, we 

examine the daily expression of clock genes and some functional genes of the axis. 

Goldfish are acclimated during 4 weeks to a 12L:12D photoperiod (lights on at 7:30 h) 

and scheduled daily feeding at 10:30 h, recording continuously the locomotor activity. 

The hypothalamus, pituitary and interrenal were sampled at 3 h intervals during a 

whole 24-h cycle to quantify the expression of HPI axis functional genes (crf precursor 

in the hypothalamus, crf-r1 and pomc in the pituitary, and mc2r and star in the 

interrenal tissue), and clock genes (per1a, per2a, per3, cry1a, cry2a, cry3, clock1a, 

bmal1a and “clock2-like”, in the three locations).  

Goldfish show an activity rhythm with a periodicity of 24 h, with significantly 

higher values during the photophase and a marked food anticipatory activity. These 

results demonstrate synchronization to the zeitgebers light/dark cycle and scheduled 

feeding time. Related to the HPI axis functional genes, only crf-r1 shows a daily 

significant rhythm of expression, suggesting that the possible circadian rhythmicity of 

the HPI axis would not depend on rhythmic expression of the analysed genes, although 

a regulation at post-transcriptional levels cannot be discarded. On the other hand, the 

expression of all the clock genes analysed show daily significant rhythms at the 3 

levels of the HPI axis (except per2a, that is expressed rhythmically only in the 

hypothalamus, and cry1a, that does not show oscillations in the interrenal tissue). The 

temporal profiles of expression of each gene are very similar in all the studied tissues: 

the acrophases of per1a, per3, cry1a and cry3 are in the dark/light transition, in 

antiphase with bmal1a, clock1a and “clock2-like” rhythms, whose acrophases are in the 

light/dark transition. These profiles agree with the ones previously described in other 

fish species, independently of their chronotype, and in similar studies in mammals 

(Cahill, 2002; Girotti et al., 2009). The acrophases of per1a and cry3 rhythms are 

immediately prior to the light onset, suggesting anticipation to the photophase and/or to 

the food arrival. The acrophase of per3 rhythm timed immediately before food 

administration, suggesting that feeding time could be the main synchronizer that drives 

the expression rhythms of this gene. The expression of cry1a shows a maximum at the 

beginning of the photophase in the hypothalamus and pituitary, indicating that light can 

be a more potent synchronizer than feeding time for this gene in central tissues. The 
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rhythm of per2a in the hypothalamus displays its acrophase in the middle of the light 

period, supporting that this gene is light-inducible in photosensitive oscillators. 

Regarding to the genes of the positive loop, their rhythmic expression profiles are 

highly conserved in teleost, but show marked differences compared to data from 

mammals and Drosophila (Shearman et al., 2000; Williams, 2004), which can suggest 

different regulatory mechanisms and/or functions of these genes throughout phylogeny.   

  

2. Melatonin treatments and HPI axis. 

To deep into the relaxing effect of MEL in goldfish, the hormone was 

administered by two different ways: intraperitoneal (IP, peripheral) and 

intracerebroventricular (ICV, central), during 7 and 4 days, respectively. IP 

administered MEL, but not ICV, significantly reduces plasma cortisol levels and daily 

locomotor activity (including diurnal, nocturnal and food anticipatory activity), indicating 

a peripheral role of this hormone in the regulation of both parameters. On the other 

hand, the relaxing effect of MEL on locomotor activity does not seem to be a direct 

consequence of its anorectic effect, as 10 days of food restriction (50% of usual food 

ration) does not significantly modify either daily locomotor activity or plasma cortisol 

levels in goldfish.  

The possible effects of IP MEL administration (2 and 20 µg/g) on the 

physiological responses to acute stress (1 min of air exposure) have been studied in 

goldfish. Stress exposure increases circulating cortisol and reduces food intake, 

without any significant change in glycemia and locomotor activity. MEL administration 

counteracts both effects at 2 h post-injection, showing also a reduction of locomotor 

activity at both 2.5 and 24 h post-injection. Altogether these results reveal MEL as a 

possible anti-stress hormone in goldfish.  

To investigate whether these effects of MEL can be mediated through the HPI 

axis, we analysed possible changes in the expression of some functional genes of the 

axis: crf precursor in the hypothalamus, crf-r1 and pomc in the pituitary, and mc2r and 

star in the kidney. MEL administration (20 µg/g) during 4 days reverses the increase of 

star expression induced by exposure to an acute stress protocol (5 min of handling), 

suggesting that interrenal tissue can be a target candidate for the anti-stress action of 

this hormone. 

 

3. Possible targets for MEL in the HPI axis. 

To delve into the study of the possible targets in the HPI axis for MEL-induced 

plasma cortisol reduction, firstly a preliminary experiment of HPI axis activation by 

exogenous administration of ACTH (50 and 200 ng/g) is performed. This stimulation 
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triggers a primary response to stress, with a significant increase in plasma cortisol 

levels, without affecting other circulating metabolites (glucose and lactate) or 

behavioural parameters (food intake and locomotor activity). From these results, we 

perform the following experiment to determine whether IP-injected MEL (20 µg/g) is 

able to counteract the HPI axis stimulation induced by CRF (1 µg/µl, ICV injection) or 

ACTH (50 ng/g, IP injection). The administration of both peptides induces the expected 

stimulation of HPI axis, with a significant increase in circulating cortisol at 2 h post-

injections. However, this effect is not counteracted by the previous treatment with MEL, 

suggesting that supraphysiological activation of the HPI axis, as the one performed in 

our design, could mask the MEL-induced reduction of circulating cortisol. 

To investigate whether cortisol reduction induced by MEL is exerted by a direct 

action on interrenal tissue, in vitro assays are performed, comparing the response of 

two teleost species: goldfish and rainbow trout. Goldfish interrenal tissue is cultured in 

two systems, superfusion and static, analysing the effect of MEL (1-100 nM), with or 

without luzindole (a general antagonist of MEL receptors, 1 µM), on ACTH-stimulated 

tissue (50 nM). Trout interrenal tissue is cultured in a static system and stimulated with 

ACTH (1,3 µM) in the presence of MEL (0,1-10 nM), with or without luzindole (1 µM). 

MEL (1-100 nM) reduces the total amount and the maximum level of cortisol released 

by ACTH-stimulated goldfish interrenal tissue, without modifying basal release. 

Besides, the recovery of basal levels after ACTH stimulation is faster in the tissues 

treated with MEL. These effects of the neurohormone seem to be mediated by 

melatoninergic receptors, as they are reversed, at least partially, by luzindole pre-

treatment. In rainbow trout, results are very similar to the ones found in goldfish, with a 

reduction in ACTH-stimulated cortisol release after MEL addition (0,1-10 nM) and a 

significant reversion of this effect after pre-incubation with luzindole. At present, the 

mechanism underlying this effect of MEL in fish is unknown, although in vitro studies in 

mammals suggest an inhibitory action on steroidogenic enzymes mediated by MT1 

receptors (Torres-Farfán et al., 2003).  

 

4. MEL as a synchronizer in goldfish. 

Finally, we investigate the possible effect of a chronic treatment with MEL on 

the synchronization of daily locomotor activity rhythms, clock genes expression and 

brain monoamines content in goldfish in the absence of light/dark cycle and feeding 

time zeitgebers. With this aim, we carry out a first experimental design, acclimating 

goldfish to a 12L:12D photoperiod (lights on at 7:00 h) and scheduled feeding at 10:00 

h during 14 days. Then, environmental conditions change to constant light and random 

feeding (absence of zeitgebers), and 8 days afterwards fish are IP-injected with MEL (1 
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µg/g) at either 9:00 h (CT2) or 21:00 h (CT14) during 8 days (control fish were injected 

with saline), increasing the dose to 5 µg/g for the following 7 days. Then, the protocol 

of injections is reversed, i.e. saline-treated fish are injected with MEL and vice versa. 

After 11 days, injections are finished, maintaining constant light and random feeding 

conditions, to finally return to 12L:12D photoperiod and scheduled feeding at 10:00 h 

during 7 days. Locomotor activity is registered throughout the experiment. Goldfish 

maintained under 12L:12D and scheduled feeding conditions show a diurnal pattern of 

locomotor activity with a circadian periodicity (τ = 24.0 h) that is lost in the absence of 

both zeitgebers. Treatment with MEL synchronizes locomotor activity in a dose-

dependent manner, restoring a rhythm similar to the one observed in the presence of 

zeitgebers, but only when injected at 21:00 h (and not at 9:00 h). This synchronizing 

effect remains for 7 days after exogenous hormone withdrawal and disappears 

progressively, which does not support a hypothetical masking effect of the injections.  

Then, this experiment was performed again but only until MEL-injections (5 

µg/g) phase, administering the hormone only at 21:00 h. After this period, 

telencephalon and optic tectum are sampled at 6 h intervals during a whole 24-h cycle 

to analyse clock genes expression (per1, per2, per3 and cry3) and to quantify 

monoamines content (epinephrine, norepinephrine, dopamine, L-DOPA, DOPAC, 

serotonin and 5-HIAA). Chronic MEL synchronizes per1a and per3 expression in 

telencephalon and optic tectum, and cry3 in telencephalon. This agrees with results in 

mammals (Von Gall et al., 2002), and suggests that the hormone could be acting on 

the molecular machinery of the oscillators to generate clock genes rhythms that finally 

would drive daily locomotor activity synchronization. Regarding to monoamines, MEL-

treated goldfish show a rhythm in dopamine turnover in telencephalon and dopamine 

and serotonin in optic tectum. However, our results do not allow concluding that the 

synchronization of locomotor activity by MEL is mediated by a modulation in brain 

monoamines content.  

 

CONCLUSIONS 

From these results, we suggest the following conclusions: 

1. For the first time in fish, the hypothalamus, pituitary and interrenal tissue are 

proposed as functional oscillators that would constitute possible nodes in the 

network of the goldfish circadian system. These oscillators do not seem to drive 

the rhythmic transcription of certain HPI axis functional genes, although alternative 

regulations at different post-transcriptional levels cannot be discarded.  
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2. Melatonin exerts a peripheral relaxant effect in goldfish, by reducing locomotor 

activity and counteracting the stress-induced plasma cortisol increase and 

anorexia. This suggests the hormone as a possible anti-stress agent in goldfish.  

3. Both the quick increase of cortisol induced by acute stress exposure in goldfish, 

and its reversion by MEL treatment does not seem to be mediated by changes in 

HPI axis functional genes expression. 

4. Melatonin in vitro reduces the production and/or release of cortisol by a direct 

action on the ACTH-stimulated interrenal tissue in the two teleosts studied: 

goldfish and rainbow trout. This effect is observed at physiological concentrations 

of melatonin and is mediated by specific receptors, suggesting that this could be a 

physiological action of this hormone in vivo. 

5. For the first time in fish, chronically administered melatonin is shown to 

synchronize locomotor activity rhythms in the absence of light/dark cycle and 

feeding time zeitgebers. Our results also suggest the existence of a daily 

sensitivity to this chronobiotic action of melatonin. The synchronizing effect of this 

hormone on locomotor activity can be exerted directly on the molecular oscillators 

in telencephalon and optic tectum.  
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